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EINLEITUNG

Einleitung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die klinisch durch eine erhdhte
Fragilitat und mangelnde Knochenfestigkeit auffallt. Verschiedene Ursachen flihren
hierbei sowohl zu einer quantitativen Abnahme des Mineralsalzgehaltes als auch zu
einer qualitativen Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochens mit dem Effekt,
dass beim Patienten ein gesteigertes Frakturrisiko und damit einhergehend eine erhdhte
Mortalitat bestehen [Vilela et al. 2011].

Die Bedeutung der Osteoporose ist nicht nur aufgrund des demographischen Wandels
zunehmend, sodass die WHO diese in die Liste der 10 wichtigsten Krankheiten
aufgenommen hat [Goétte 2001], sondern auch, weil einige haufig verordnete
Medikamente wie beispielsweise Glukokortikoide, Protonenpumpeninhibitoren und
Vitamin K Antagonisten eine Schwachung der Knochenstruktur bewirken [DVO-Leitlinie
2014]. Dariber hinaus ergab eine Einschatzung der WHO, dass die Osteoporose
starkeren negativen Einfluss auf die Lebensqualitat hat als beispielsweise Hypertonus
oder rheumatoide Arthritis [WHO Bericht, Brissel 2004].

Grund daflir ist, bedingt durch die unzureichende Knochenfestigkeit, eine erhdhte
Inzidenz und Pravalenz etwa von Wirbelkérperfrakturen oder Schenkelhalsfrakturen
[DVO-Leitlinie 2014], die im Falle der letzteren teilweise mit aufwendigen
Gelenkersatzoperationen behandelt werden missen und dabei dem Patienten starke
Belastungen und vitale Risiken zumuten. Sinterungsfrakturen der Wirbelkorper
verursachen starke Schmerzen und fihren zum Verlust der KérpergroRe. Dazu kommt
eine statische Dysbalance der Wirbelsaule mit kyphotischen Fehlhaltungen, welche
wiederum zu chronischen Schmerzen, eingeschrankter Mobilitat [Gold 2006] und

restriktiven Ventilationsstérung der Lunge flhren kann [Leech 1990].

Diagnostiziert werden kann die Osteoporose durch osteodensitometrische Verfahren
und durch klassische histomorphometrische Analysen. Eine sehr wichtige Rolle bei der
Osteodensitometrie spielt das DXA-Verfahren (engl. Dual-Energy X-ray Absorptiometry)
und die quantitative Computertomographie (QCT). Beide Verfahren kénnen sehr gute

Hinweise auf das Vorliegen einer Osteoporose geben [Bartl 2011].

Nach derzeitigem Kenntnisstand beschrankt sich die Osteoporose allein auf den
Menschen und den Affen. Verschiedene Studien zuvor haben mit Hilfe von
Ovariektomie, Kalzium und Vitamin D armer Diat, Immobilisation und Medikamenten

versucht einen osteoporotischen Knochenstatus im Tierversuch zu erzeugen, allerdings
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gibt es bis heute kein definitiv etabliertes Tierversuchsmodell. Um zukinftig Diagnostik
und Therapie zu verbessern, soll nun ein Tierversuchsmodell etabliert werden, dessen
Standards und Qualitatssicherung dabei helfen sollen, neue Werkstoffe oder
Pharmazeutika zu entwickeln, um die Praventionsmaflinahmen, und die Therapie der
Osteoporose sowie die Versorgung von osteoporoseassoziierten Frakturen zu

verbessern.

Im Kleintier (Ratte; Sprague Dawley) soll durch operative, diatetische und
medikamentdse Einflussnahmen ein osteoporotischer Knochenstatus induziert werden
und im Verlauf durch in vivo und letztendlich durch ex vivo Messungen gesichert werden.
Die Ratte hat sich in verschiedenen Studien zuvor als geeignet erwiesen und zeigt dazu,
gerade in Bezug auf den postmenopausalen Knochenverlust, groRe Analogie zum

humanen Hormonhaushalt.

In dieser Arbeit soll geklart werden, ob das DXA-Verfahren Hinweise auf eine in diesem
Tiermodell durch Ovarektomie, Diat und Glukokortikoidapplikation induzierte
Osteoporose geben und diese im Sinne von erniedrigter Knochendichte bestatigen kann.
Als nachstes soll geprift werden, welche Aussagen die zweidimensionale
Histomorphometrie am Lichtmikroskop Uber den Knochenstatus machen kann. Hierbei
wird insbesondere auf die Struktur und Starke der Trabekel geachtet, um im nachsten
Schritt  Korrelationen zwischen DXA-Verfahren und der zweidimensionalen
Histomorphometrie festzustellen. Abschlielend soll dargelegt werden, welche
Einflussnahme letztendlich bei der Ratte zur starksten Auspragung einer Osteoporose
fuhrt und mit welcher der beiden Methoden eine induzierte Osteoporose gesichert

werden kann.

1.1 Theoretische Grundlagen
1.1.1 Das Skelettsystem

Die einzelnen Knochen erfullen in ihrer Gesamtheit als Skelettsystem die Stitzfunktion
des Korpers und erlauben zusammen mit Knorpelgewebe, Bandern und Gelenken die
passive Beweglichkeit des Bewegungsapparates. Des Weiteren hat der Knochen eine
Schutzfunktion und umschlief3t in verschiedenen Kérperhéhlen wichtige Organe wie
beispielsweise das Gehirn im Schadel. Zusatzlich beinhalten einige Knochen das
blutbildende Knochenmark. Als Reservoir fur verschiedene Elektrolyte hat der Knochen

ebenfalls eine wichtige Bedeutung fir die Homdostase.

-2-
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Gelenkknorpel  Grundsatzlich kann man die Knochen des

Proximale
Epiphyse Skeletts in vier verschiedene Haupttypen
Metaphyse - einteilen. Ossa longa findet man als lange

Spongidser Knochen

‘ \Epiphvse Rohrenknochen an den Extremitaten,

| [ Rotes Knochenmark

ossa brevia als kurze Knochen in den

Endost

Kompakia Handwurzelgelenken, ossa irregularia als

Wirbelkérper und schlieBlich ossa plana

als platte Knochen im Schadeldach und
Markhéhle

ols— Gelbes Knochenmark Brustbein. Die langen Rd&hrenknochen
Fenst (Abbildung 1), die auch in dieser Arbeit

Versorgendes Gefdt untersucht werden, unterteilen sich zum

einen in eine proximale und distale

Epiphyse und zum anderen in den

Metaphyse — dazwischengelegenen Schaftanteil, der
Diaphyse. Daruber hinaus kann man

i zwischen Epiphyse und Diaphyse noch

Gelenkknorpel die Metaphyse eing”edern [Schijnke

Abbildung 1: Funktioneller Aufbau eines langen 2011]. Gerade in Epi- und Diaphyse findet
Roéhrenknochens mit Unterteilung in Epi-, Meta- und .. .

Diaphyse. Insbesondere im Bereich der Epi- und Sich der fur die Osteoporose besonders
Metaphyse findet sich viel spongiéser Knochen, bei
dessen durch Osteoporose bedingten Schwéchung es
héufig zu Frakturen kommt [OpenStax cnx].

relevante trabekulare Knochen, bei
dessen Schwachung in diesem Bereich
haufiger Frakturen auftreten. Bei den langen Rdhrenknochen findet sich zwischen Epi-
und Metaphyse noch die Epiphysenfuge. Hier findet das Langenwachstum der
Roéhrenknochen bis zum Abschluss der Geschlechtsreife statt. Anschlielend

verkndchert die Epiphysenfuge.

1.1.2 Zusammensetzung und Struktur des Knochens

1.1.2.1 Organische und anorganische Bestandteile

Grundsatzlich bestent der Knochen aus zelluldren Anteilen und der
Knochengrundsubstanz. Die Knochengrundsubstanz ist vergleichbar mit einem
technischen Verbundwerkstoff und besteht zu 35% aus organischen und zu 65% aus
anorganischen Anteilen. Die anorganischen Anteile bestehen hauptsachlich aus dem
Kalziumphosphatsalz ~ Hydroxylapatit  Cas[OH|(PO4)s]. ~ Weitere  anorganische
Bestandteile sind Magnesium, Strontium, Blei, Zink, Kupfer, Eisen und Fluor.

Hydroxylapatit ist in kristalliner Form mit einer Mohsharte von 5 das harteste Material

-3-
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des menschlichen Korpers. Diese Festigkeit ist allerdings mit einer hohen Sprédigkeit
verbunden, sodass Hydroxylapatit allein genommen den hohen Ansprichen, die an
einen Knochen gestellt sind, nicht gerecht werden wirde. Aus diesem Grund ist eine
flexible organische Kollagenmatrix in den Knochen eingearbeitet. Die
Knochengrundsubstanz als biologischer Verbund erméglicht erhebliche Torsions-, Zug-,
Druck-, und Biegebelastungen. Diese Kollagenmatrix macht ungefahr 90% des
organischen Anteils aus und besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ |. Weitere
organische Bestandteile sind Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin,

Knochensialoprotein, alkalische Phosphatase und andere Proteoglykane [Welsch 2011].

1.1.2.2 Aufbau des Knochens

Man kann beim Knochen aufgrund der rdumlichen Organisation der extrazellularen
Matrix bereits mit bloRem Auge eine dufdere Schicht, die Substantia compacta, und eine
innere Schicht, die Substantia spongiosa, ausmachen [Ulfig 2011]. Sowohl Kompakta
als auch Spongiosa zahlt man im ausdifferenzierten Zustand zum Typus des
Lamellenknochens. Die Kompakta umgibt als fester Mantel die Spongiosa und wird
selbst auflen von der Knochenhaut, dem Periost, umgeben. Das Periost hat zwei Anteile:
aullen das Stratum fibrosum, welches aus straffem kollagenem Bindegewebe besteht
und Uber Kollagenfibrillen mit dem Kollagengeflecht des Knochens in Verbindung steht
(Sharpey-Fasern), und innen das =zellreiche Stratum osteogenicum mit seinen
osteogenen Vorlauferzellen. Die Vorlauferzellen dienen als zellulare Reserve bei
Wachstum und Frakturheilung und werden in diesen Situationen mobilisiert. Von innen
ist die gesamte Markhohle des Knochens, sowohl Substantia compacta als auch
Substantia spongiosa, vom Endost Uberzogen. Das Endost selbst besteht aus einer
einschichtigen Zellschicht mit dinner Extrazellularmatrix, welche ebenfalls wie das
Stratum osteogenicum des Periosts osteogene Vorlauferzellen enthalt. Die Substantia
spongiosa ist ein schwammartiges Gerust aus kleinen Knochenbalkchen, auch Trabekel
genannt, deren Anordnung sich an den auf den Knochen einwirkenden Kraften orientiert
(trajektorielle Anordnung). In den Zwischenrdumen der Substantia spongiosa findet sich
die Markhdhle, die das Knochenmark enthalt. Die Spongiosa der Epi- und Metaphysen
der langen Ro&hrenknochen beinhaltet rotes, blutbildendes Knochenmark. In den
Diaphysen der langen Rdhrenknochen findet sich hingegen das gelbe Knochenmark,

dessen Farbe durch die Anwesenheit vieler Fettzellen verursacht wird.

Bei der Unterscheidung verschiedener Arten von Knochengewebe finden sich zum einen
der Geflechtknochen und zum anderen der Lamellenknochen. Der Lamellenknochen

beschreibt den ausdifferenzierten Typ des Knochengewebes und Uberwiegt im reifen

-4 -
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Knochen. Dieser kommt entweder als Substantia spongiosa oder Substantia compacta
vor und zeichnet sich im Gegensatz zum Geflechtknochen durch eine erhéhte Festigkeit
aus. Geflechtknochen (auch Faserknochen genannt) tritt zum Beispiel bei der
Frakturheilung und beim Knochenwachstum auf. Das zunéachst lose Geflechtwerk des
Geflechtknochens richtet sich im Laufe des Wachstums oder der Frakturheilung in
Richtung der Belastungstrajektorien aus und wird somit zum Lamellenknochen

umgebaut.

Der Lamellenknochen (Abbildung 2) der Substantia compacta gliedert sich in funktionelle
Untereinheiten: die Osteone. Die Osteone, auch Havers-Systeme genannt, sind
teleskopartige, in Langsrichtung ausgerichtete zylindrische Strukturen und bestehen
selbst wiederum aus konzentrischen Speziallamellen, in die Osteozyten eingelagert
sind. Im Zentrum (Havers-Kanal) finden sich versorgende BlutgefaRe und Nerven. Uber

horizontale Verzweigungen (Volkmann-Kanale) verbinden sich die Gefal- und

General-
lamellen

Schalt-
lamellen

Havers- Osteon- Kittlinie Schaltlamellen
Kanal lamellen

Abbildung 2: Struktur des Lamellenknochens. Generallamellen umschlieBen die einzelnen
Osteonlamellen, die untereinander durch Schaltlamellen (Residuen abgebauter Osteone) verbunden sind.
Gefal3-Nerven-Biindel verlaufen horizontal (Volkmann-Kanéle) und vertikal im Osteon (Havers-Kandéle)
[Schiebler et. al 2007].

Nervenbundel untereinander und uUberbricken dabei so die einzelnen Osteone.
Aulerhalb der Osteone finden sich noch weitere Lamellentypen: einmal die aufleren
Generallamellen, welche die gesamte Zirkumferenz des Knochens durchlaufen, dann
die Schaltlamellen, welche die Osteone untereinander verbindet, und schlief3lich die

Trabekellamelle.
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1.1.2.3 Die zelluldren Anteile des Knochens

Die haufigsten Zellen im Knochen sind Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten und

Osteoprogenitorzellen.

Osteoblasten tragen die Verantwortung fur
die Synthese der Knochengrundsubstanz.
Dabei bilden sie zunachst die organischen
Anteile des Knochens in Form des Osteoids.
Osteoid stellt die nicht mineralisierte
Knochengrundsubstanz dar, welche aus
Kollagen Typ | und weiteren Proteinen wie
Fibronectin, Osteocalcin und anderen
aufliegenden Osteoblasten (OB). Durch die Proteoglykanen besteht. In das Osteoid

Férbung haben diese sich vom Knochen gelést. Im

lebenden Knochen liege diese direkt auf und sind lagert sich anschlieRend beim Prozess der
untereinander fest verbunden. Osteoblasten ) o ] ] )
synthetisieren die Knochengrundsubstanz [June Mineralisierung mit Hilfe der alkalischen
2006].

Phosphatase = Hydroxylapatit ein. Der
Knochen erlangt erst nach Abschluss der Mineralisierung seine vollstandige Festigkeit.
Bei der Synthese des Osteoids organisieren sich die Osteoblasten epithelartig (siehe
Abbildung 3) [June 2006] auf der Oberflache des Knochens. Je nach Syntheseaktivitat
fallen diese lichtmikroskopisch bei niedriger Aktivitat eher als flache (,bone lining cells®)
und bei hoher Aktivitat als kubische Zellverbande auf [Welsch 2010]. Da fur die Synthese
des Osteoids (Kollagene) und die anschliellende Mineralisierung (alkalische
Phosphatase) grolke Mengen von Proteinen benétigt werden, stellt sich
lichtmikroskopisch ein ausgedehntes, raues endoplasmatisches Retikulum mit deutlicher
Affinitat zu basophilen Farbstoffen dar [Ulfig 2011]. Die Aktivitat der Osteoblasten wird

Uber verschiedene Hormone und andere Stimuli reguliert.

| Osteozyten (Abbildung 4) entwickeln sich
‘ aus Osteoblasten, sobald diese ins Osteoid
eingemauert werden und liegen dann in
kleinen Lakunen zwischen den einzelnen
Lamellen der Knochenmatrix. Sie

idurchlaufen dabei eine morphologische

Veranderung und entwickeln an ihrer

7

Abbildung 4: EM-Aufnahme eines im Knochen
eingelagerten  Osteozyten.  Erkennbar  sind fadenformige  Zellauslaufer, die die
Zellplasma (P), Zellkern (N) und die Canaliculi (C). . i

Die Canaliculi  verbinden die Osteozyten einzelnen Osteozyten untereinander Uber
untereinander und ermdglichen so einen Zell-Zell . . o .

Kontakt und Kommunikation [Visual Histology]. »gap junctions® verbinden [Mescher 2010].

Zelloberflache zahlreiche didnne

-6-
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Die Zellauslaufer verlaufen dabei durch kleine Kanalchen, den sog. Canaliculi. Auf diese
Weise entsteht ein Netzwerk, welches jeden Osteozyten mit ungefahr 15 anderen
Osteozyten verbindet und so den Austausch von lonen, Aminosauren, Nukleotiden,

Glucose und Wasser ermoglicht [Yellowley 2000].

F

_ W Osteoklasten (Abbildung 5) gehoren zum
= mononuklear-phagozytdren System und

K

= L P leiten sich von Monozyten ab. Bei der

- Osteoklastogenese fusionieren die

- Vorlauferzellen und bilden Synzytien mit bis

,‘/-\‘. . zu 50 Zellkernen. Diese Riesenzellen haben

- \ die Aufgabe mineralisierte  Knochen-

_ ,‘_‘,f.b" . ‘ grundsubstanz abzubauen. Daflir bildet der

Abbildung 5: Enzymhistochemische Farbung der Osteoklast mit Hilfe eines Aktinfilament-
Tartrat-resistenten Phosphatase (TRAP) zum

Nachweis der Osteoklastenaktivitit. Der rot ringes und des Versiegelungsproteines

gefédrbte Osteoklast (Pfeil) liegt direkt dem . . . .
Knochen (K) auf und baut diesen in einer Osteopontin eine Resorptionszone in Form

Resorptionslakune ab. einer kleinen Lakune, der sogenannten
Howship-Lakune. In dieses Mikromilieu pumpt eine H*-ATPase Protonen und senkt
innerhalb der Lakune den pH-Wert auf 4-5. Des Weiteren werden Uber Exozytose
lysosomale Enzyme wie Cathepsin K sekretiert und gleichzeitig destruierte
Matrixelemente Uber Endozytose aufgenommen. Lichtmikroskopisch findet sich beim
aktiven Osteoklasten an der Knochengrundsubstanz zugewendeten Seite ein
Birstensaum (,ruffled border®), der zur OberflichenvergroRerung dient, um die
Stoffwechselvorgange zu unterstitzen [Lillmann-Rauch 2009]. Beim Abbau der
Knochengrundsubstanz verbraucht die Zelle viel Energie und ist folglich reich an
Mitochondrien, die den Osteoklasten lichtmikroskopisch azidophil erscheinen lassen
[Welsch 2010]. Beim Umbau eines Osteons erweitern die Osteoklasten ahnlich einem
Bohrer, den Havers-Kanal und finden sich dementsprechend in den vorderen Anteilen.
Kapillaren und Osteoblasten folgen diesem ,Bohrkopf‘ und reorganisieren das Osteon
[Mescher 2010]. Insgesamt kann ein Osteoklast um den Faktor 10 mehr
Knochengrundsubstanz abbauen, als ein Osteoblast in der gleichen Zeit synthetisieren
kénnte [Ulfig 2011]. Die Regulation der Osteoklasten ist kompliziert und wird im Kapitel

1.1.3.2 Regulation der Bildung und des Abbaus der Knochenmasse (S. 9) erlautert.
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1.1.3 Physiologie des Knochens

1.1.3.1  Knochenhoméostase und Remodeling

Das Skelett hat nicht nur Stitz-, Schutz- und Fortbewegungsfunktion zu erfillen, sondern
spielt ebenfalls eine sehr wichtige Rolle als Mineraldepot flir Kalzium, Phosphat und
Magnesium. 99% des im Korper enthaltenen Kalziums sind als Hydroxylapatit im
Knochen gebunden. Das entspricht beim Erwachsenen 1 — 1,5kg [Bartl 2011]. Um die
Stutz-, Schutz- und Fortbewegungsfunktion aufrechtzuerhalten, sind standige
Reparaturvorgange und Modifizierungen erforderlich. Die im Kindesalter zunachst
stattfindende Modifizierung ist das Langenwachstum, welches in den nicht
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Abbildung 6: Wechselwirkung zwischen Knochenbelastung durch Wachstum zu reagieren,

und Umsatz der Knochenmasse. Der Knochen reagiert als ; :
Mechanostat bei Mehrbelastung mit Knochenaufbau und nennt man Modeling [Ruimerman

umgekehrt bei Minderbelastung mit Knochenabbau. Bei 2005]. Durch die Mitwirkung an
Uberbelastung kommt es zur Fraktur [Frost 2003].

der Elektrolythomdostase durch
Kalziumfreigabe wurde der Knochen im Laufe der Zeit durch sténdigen Mineralverlust
und durch die gleichzeitig stattfindende Matrixalterung fortschreitend an Belastbarkeit
verlieren. Um diesem Prozess entgegenzuwirken, wird die gesamte
Knochengrundsubstanz kontinuierlich ausgewechselt. Diese standige Erneuerung nennt
man Remodeling [Bartl 2011]. Beim Modeling und Remodeling folgt der Knochen als
Mechanostat (Abbildung 6) dem Wolff'schen Gesetz [Frost 2003]. Wolff formulierte, dass
sich ein Knochen der jeweiligen Belastung durch Auf- und Abbau der Knochenmasse
anpasst. Bei Minderbelastung ist ein Abbau und bei vermehrter Belastung ein Aufbau zu
beobachten. Der Knochen reagiert allerdings auf Belastungsschwankungen nicht nur
quantitativ, sondern zeigt zusatzlich eine qualitative architektonische Anpassung, bei der
sich die Trabekel in Richtung der Trajektionslinien ausrichten und so dem Knochen eine

einzigartige und dynamische Mikroarchitektur geben [Ruimerman 2005].
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1.1.3.2 Regulation der Bildung und des Abbaus der Knochenmasse

Die Regulation Uber Bildung und Abbau der Knochenmasse ist kompliziert und immer
noch nicht abschlieBend verstanden. Abbildung 7 soll einen ersten Uberblick (iber die

wichtigsten Einflussfaktoren geben.

Wie bereits im Kapitel 1.1.3.1 Knochenhomdostase und Remodeling erlautert, hat die
mechanische Belastung einen sehr wichtigen Anteil an der Regulation der
Knochenmasse. Weiteren Einfluss nehmen die Sexualhormone Ostrogen und

Testosteron. Sie wirken insgesamt stimulierend auf den Aufbau von Knochenmasse.

Ostrogene bewirken zum einen den Verschluss der Epiphysenfugen und zum anderen
eine Hemmung der Osteoklasten. Das Ausmall der Hemmung wird deutlich, wenn man
beispielsweise den in der Menopause stattfindenden physiologischen Abfall des
Ostrogens betrachtet, der bei vielen Frauen zu einem erheblichen Verlust von
Knochenmasse aufgrund héherer Resorption fuhrt [Nilas 1987].

Testosteron bewirkt als virilisierendes Hormon einen mannlichen Phanotyp, der auch

insgesamt Uber ein im Mittel groReres Skelett verfugt. Dabei beeinflusst Testosteron

sowohl die Dicke der Kompakta [Danielsen 1992] als auch die Starke der Trabekel
[Filipovié¢ 2007].

Abbildung 7: Auswirkung der wichtigsten Einflussfaktoren auf die Knochenmasse. Besonders
hervorzuheben sind die Sexualhormone wie insbesondere das Ostrogen, dessen wichtige Rolle bei der
postmenopausalen Osteoporose zu Tage tritt. Ebenfalls wichtig sind die Einflussfaktoren, die den
Kalziumstoffwechsel betreffen, also Parathormon, Kalzitonin und Vitamin D. Relativ neu ist die Erforschung
des WNT Pathways.
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Zytokine zeigen ebenfalls einen wichtigen Einfluss auf die Regulation der
Knochenmasse. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF alpha scheinen

einen osteokatabolen Effekt zu haben [McLean 2009].

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Knochenmasse ist das Parathormon. Das
Parathormon (PTH) ist ein Peptidhormon, welches in den Nebenschilddrisen gebildet
wird. PTH reguliert sehr wichtige Funktionen, die die Kalziumhomoostase betreffen. Bei
niedriger Kalzium-Konzentration im Blutplasma wird PTH vermehrt ausgeschuttet und
bewirkt im Knochen eine schnelle Freisetzung von Kalzium. Allerdings werden nicht nur
knécherne Kalziumspeicher mobilisiert, sondern es wird auch zusatzlich die
Ruckresorption von Kalzium in Niere und Darm geférdert, sodass die Nettokalziumbilanz
steigt. Gleichzeitig wird die Biosynthese von Kalzitriol induziert, sodass behauptet
werden kann, dass PTH sowohl osteolytische als auch osteoprotektive (Kalzitriol,

Rickresorption von Ca?*) Eigenschaften aufzeigt [Bartl 2011].

Die Freisetzung von Kalzium bewirkt PTH zum einen durch eine Proliferation der
Osteoklastenvorlaufer und zum anderen an bereits ausdifferenzierten Osteoklasten
durch Induktion osteolytischer Enzyme wie Kollagenase und weiterer lysosomaler
Enzyme. Gleichzeitig wird die Membrandurchlassigkeit der Osteoklasten fir Kalzium
gesteigert. Aber auch an den Osteozyten scheint PTH eine Mobilisierung von Kalzium
zu bewirken, indem es sie dazu veranlasst, Kalzium aus der unvollstdndig mineralisierten

perilakunaren Zone zu resorbieren [Parfitt 1976].

Die osteoprotektiven Eigenschaften des PTH finden sich in der bereits erwahnten
Ruickresorption von Kalzium in Darm und Nieren und in der Anregung der Synthese von
Kalzitriol in den Nieren. Des Weiteren kann PTH die Osteoblastenapoptose vermindern
und gleichzeitig durch Proliferation derselben die Osteoblastenzahl erhéhen mit dem
Effekt, dass die Knochenmasse steigt [SwarthoutdT 2002].

Ein Grund fir die breitgefacherte Wirkung des PTH wird mit der unterschiedlichen
Dynamik der Freisetzung im Plasma erklart. Eine kontinuierliche Ausschuttung férdert
die katabolen Eigenschaften des PTH, wahrend eine pulsative Freisetzung die anabolen
Eigenschaften steigert [Bartl 2011].

Das fettlosliche Vitamin D ist ebenfalls essenziell fir einen gesunden Knochen. Es wird
Uber die Nahrung aufgenommen und weiter in Darm, Leber, Niere und Haut
verstoffwechselt, bis es im Knochen seine Wirkung entfalten kann. Vitamin D wirkt auf
den Kalziumhaushalt, indem es die Kalziumresorption im Darm erhéht und die Sekretion
in der Niere vermindert. Auf3erdem verhilft es den Knochenzellen zu Differenzierung und

Aktivitat und fordert somit indirekt die Mineralisation, also den Einbau von Kalzium in den
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Knochen [Bartl 2011]. Eine Metaanalyse der BMJ Group von 2011 zeigt, dass gerade im
Knochenwachstum bei Kindern und jungen Erwachsenen Vitamin D von hoher
Wichtigkeit fur einen gesunden Knochenstatus ist, allerdings eine zusatzliche
Supplementierung bei normalen Plasmaspiegeln keinen Vorteil in Bezug auf die

Knochenmasse gibt [Winzenberg 2011].

Das Peptidhormon Kalzitonin wird in den C-Zellen der Schilddrise gebildet und bewirkt
bei Ausschuttung eine Senkung des Plasmakalziumspiegels und ist damit Gegenspieler
des Parathormons. Dies geschieht zum einen durch eine Verminderung der
Ruckresorption von Kalzium in Darm und Nieren als auch durch eine Hemmung der
Osteoklasten. Die klinische-therapeutische Relevanz dieser Hemmung ist allerdings
fraglich [Adami 2005], da die Anhebung der Knochenmasse minimal ist und dariber
hinaus deutliche Nebenwirkungen von Kalzitonin die Anwendung weiter problematisch
erscheinen lassen [Bartl 2011]. Allerdings gibt es Hinweise, dass bei
glukokortikoidinduzierter Osteoporose Kalzitonin einen  Knochenmassenverlust

verhindern kann [Luengo 1994].

Ebenfalls entscheidend fiir eine ausgeglichene Regulation der Knochenmasse ist die
Interaktion zwischen Osteoklasten und Osteoblasten, gesteuert durch das RANKL-
Osteoprotegerin-Zytokinsystem [Bartl 2011]. Osteoblasten sezernieren M-CSF
(macrophage colony stimulating factor), welches die Proliferation der
Osteoklastenprogenitorzellen férdert. Des Weiteren produzieren Osteoblasten ein
membrangebundenes Protein RANKL (receptor activator of Nuclear Factor-kB Ligand)
aus der Klasse der Tumornekrosefaktoren, welches mit dem RANK Rezeptor der
inaktiven und undifferenzierten Osteoklasten interagiert. Bei der Bindung beider Proteine

wird bei unreifen Osteoklasten eine Differenzierung und bei inaktiven Osteoklasten eine

W) Aktivierung und Bindung an den

~ Xé Knochen bewirkt [Lullmann-

osteanlest 1 f Fr.zz.ed+Lrp5/e/H(sC,e£$ ™ Rauch 2009  Allerdings
\ besitzen Osteoblasten einen

weiteren wichtigen Regulations-
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Abbildung 8: der WNT-Signalweg induziert die Osteoblasto- konnen: das Osteoprotegerin
genese und hemmt zusétzlich durch die Expression von OPG ; ;
(Osteoprotegerin) die Osteoklastenaktivitdt. Resultat ist ein (OPG) (Abblldung 8) [Canalls

erh6hter Knochenaufbau [Canalis 2013]. 2013]. Wie der Name bereits
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vermuten lasst, bewirkt es eine Hemmung der Osteoklasten, indem OPG die RANK
Rezeptoren der Praosteoklasten blockiert und so eine Aktivierung unterbindet.
Ausgleichend werden beim Abbau der Knochengrundsubstanz durch Osteoklasten
Wachstumsfaktoren wie Insulin-like growth factor freigesetzt (IGF-I und IGF-Il), welche
Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten fordern [Langdahl 1998].
Abschlielend betrachtet, bildet das RANKL-Osteoprotegerin-Zytokinsystem einen der
zentralen Regulationsmechanismen der Knochenmasse. Es wird dabei von vielen
Zytokinen, Hormonen und Vitaminen beeinflusst und bietet damit wertvolle Zielpunkte
fur Medikamente [Bartl 2011].

Relativ neu ist die Erkenntnis, dass bestimmte Gene wie das LRP5-Gen (Low-density
lipoprotein receptor-related protein 5 gen) ebenfalls Einfluss auf die Regulation tGber die
Bildung von Knochenmasse haben [Babij 2003]. Das Gen codiert flir das gleichnamige
Membranprotein LRP5, welches einen Komplex mit WNT und Frizzled bildet und auf

diese Weise den Aufbau von Knochengrundsubstanz steigert [Harada 2003].

1.2 Osteoporose

1.2.1 Einfuhrung und Definition

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch einen Verlust von
Knochenmasse und durch Unzulanglichkeiten in der Mikroarchitektur des
Knochengewebes charakterisiert ist. Daraus resultierend zeigt der osteoporotische
Patient klinisch eine erhohte Fragilitat der Knochen, die sowohl vom Alter als auch vom
Geschlecht abhangt. In jungen Jahren zeigt sich das Bild der Osteoporose meistens
subklinisch, wahrend im Alter der Verlust an Knochenmasse zunimmt und damit
einhergehend das Frakturrisiko signifikant steigt mit dem Resultat, dass Morbiditat und

Mortalitat zunehmen.

Besonders haufig sind Frauen nach der Menopause betroffen. Nachdem der
osteoprotektive Einfluss des Ostrogens abgenommen hat, leiden postmenopausale
Frauen ungefahr dreimal haufiger an Osteoporose als Manner. Hinzukommt, dass
Frauen im Wachstum eine niedrigere ,peak bone mass® erreichen und dartiber hinaus

eine hohere Lebenserwartung haben.

Die mit der gesteigerten Knochenfragilitdt am haufigsten klinisch auftretenden
osteoporoseassoziierten Frakturen sind Oberschenkelhalsfrakturen, Wirbelkdrper-
frakturen und distale Radiusfrakturen. Betrachtet man den demographischen Wandel in

den Industrienationen, wird in Zukunft die Zahl der oben genannten Frakturen drastisch
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zunehmen. Die World Health Organisation (WHO) geht beispielsweise allein beziglich
der Schenkelhalsfrakturen von einer Verdoppelung der Fallzahlen im Zeitraum von 1990
bis 2025 aus [WHO 2003].

Abschlieend kann formuliert werden, dass Osteoporose ganz sicher zu den grof3en
Volkskrankheiten wie Diabetes und Hypertonie gezahlt werden muss und die Zukunft
uns mit einer deutlich steigenden Anzahl an Patienten sowohl bei der Pravention als
auch bei der Therapie der Erkrankung selbst und der daraus resultierenden

traumatologischen Versorgung herausfordern wird.

1.2.1.1 Densitometrische und metabolische Klassifikation der Osteoporose

Die Osteoporose kann qualitativ nach der Hohe des Knochenumsatzes eingeteilt

werden:

o Low turnover Osteoporose: niedriger Knochenumbau

¢ High turnover Osteoporose: hoher Knochenumbau

Percentage of population Diagnostisch kann mit Hilfe von
0.6 15 5(') 85 >9|9
1

Knochenabbaumarkern wie
Osteoporosis | Osteopenia Normal

< L L >

Desoxypyridinolin und Cross-
i link-Telopeptide zwischen bei-
L. den Formen differenziert

- werden [Bartl 2011].

- Von grofer klinischer Relevanz
ist die quantitative densitomet-

rische Klassifikation mit Hilfe

4 5 2 4 o 1 2 3 4 von DXA, die 1994 von der

BMD (SD units or T-score) .
wew  \WHO  standardisiert  wurde

Abbildung 9: Densitometrische Klassifikation der Osteoporose mit :
Hilfe des T-Wertes. Der T-Wert beschreibt, wieviel (Abb”dung 9)'
Standardabweichungen der BMD des Patienten unterhalb des

normalen Mittelwertes liegt. Der Mittelwert wird aus einer gesunden Der T-Wert wird aus dem
Grundgesamtheit gleichgeschlechtlicher 30-40 Jahriger errechnet.

Ein T-Wert von -1 bis -2,5 definiert eine Osteopenie und bei einem individuellen gemessenen Wert
T-Wert von unter -2,5 liegt eine Osteoporose vor [Kanis 2004].

des Patienten bezogen auf die
peak bone mass einer Grundgesamtheit 30-40 jahriger geschlechtsgleicher Patienten
errechnet, wobei beispielsweise ein T-Wert von -2 bedeutet, dass der Patient 2

Standardabweichung unter dem Mittelwert der Norm liegt.
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Die WHO definiert demnach:

e Normal: T-Wert = -1
e Osteopenie: T-Wert -1 bis -2,5
o Osteoporose: T-Wert <-2,5
Man spricht dann von einer schweren manifesten Osteoporose, sobald bei einem T-Wert

von unter -2,5 auch noch eine oder mehrere Frakturen auftreten [WHO 1994].

1.2.1.2 Einteilung der verschiedenen Formen der Osteoporose

Osteoporose kann lokalisiert und generalisiert auftreten (Abbildung 10). Lokalisierte
Formen der Osteoporose lassen sich etwa als Inaktivitatsosteoporose bei langerer
Ruhigstellung einer Extremitat beobachten. Ebenfalls sehr haufig ist diese lokale Form
bei motorischen Lahmungen zu finden, wenn beispielsweise para- und tetraplegische
Patienten an einen Rollstuhl gebunden sind und so die sonst so wichtige mechanische

Belastung wegfallt und Knochenmasse konsequent abgebaut wird.

Eine weitere Form der lokalisierten Osteoporose ist bei der Sudeck’schen
Heilentgleisung (complex regional pain syndrom; CRPS) zu beobachten. Neben
Schwellung, Schmerz, Hypertrichosis und Hyperasthesie ist auch haufig eine

Osteoporose zu beobachten [Mos 2008].

Postmenopausale Abbildung 10: Einteilung der verschiede-
Usteopoross nen Formen der Osteoporose. Es wird ge-
gliedert in lokalisierte und generalisierte

r— Primére Osteoporose ——| Senile Osteoporose.  Osfeoporosen. Primdre  Osteoporosen
entstehen spontan und sind nicht die Folge

§ Juvenile Osteoporose ~ €iNer anderen Grunderkrankung.

= e Sekundére Osteoporosen sind die Folge

= S oder Begleiterscheinung einer anderen
— ndokrin

.3 —  Generalisiert  — Grunderkrankung.

o . . . .
= Renal Bei Schwangeren gibt es weiterhin

eine seltene Auspragung einer

—  Immunologisch

Sekunda ..
Oetearioross || lokalisierten Form der
— Metabolisch

Osteoporose, die sog. Transiente

Hediamen'®s | Osteoporose. Diese ist fokal in den

~ Onkologisch Huften zu finden und &ufert sich
klinisch durch Huft- und Kreuzschmerzen. Allerdings ist der Zustand reversibel und meist

nach einem Jahr vollstandig zuriickgebildet [Libbe 2000].

Viel haufiger allerdings sind die systemischen generalisierten Osteoporosen. Hier kann
man einmal nach Alter und Geschlecht klassifizieren oder aber auch nach der Hohe des

Knochenumsatzes einteilen. Des Weiteren klassifiziert man auch nach der Ursache, ob
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es sich um eine primare (idiopathische) oder sekundare (bekannte Atiologie)

Osteoporose handelt.

Die idiopathische juvenile Osteoporose ist eine seltene systemische Osteoporose, die
nur bei prapubertaren Kindern auftritt. Sie ist gekennzeichnet durch sehr friihen Beginn
ohne bekannte Ursache mit Schmerzen in der Lendenwirbelsdule und der Hifte. Der
Verlauf ist haufig reversibel und kann durch Gabe von Vitamin D und Kalzium

abgeschwacht werden [Enderle 2003].

Die idiopathische Osteoporose des jungen Mannes tritt zwischen dem 30. und 50.
Lebensjahr auf und ist assoziiert mit Nikotinabusus und insgesamt niedrigen freien

Androgenspiegeln im Blutplasma [Bartl 2011; Pietschmann 2004].

Die haufigste Form der generalisierten primaren Osteoporose ist hingegen die
postmenopausale Osteoporose (Typ | Osteoporose). Diese tritt bei einem Drittel der
Frauen nach der Menopause auf und ist durch einen Ostrogenabfall mit einem bereits
perimenopausalen Knochenabbau charakterisiert. Besonders haufig sind dabei klinisch
die Lendenwirbelsdule und der Schenkelhals der Femora betroffen. Auffallend und im
Unterschied zur senilen Osteoporose ist ein verstarkter Abbau des spongidsen
Knochens zu beobachten [Bartl 2011]. Bei der postmenopausalen Osteoporose wird
weiterhin zwischen einer frihen und einer spaten Form differenziert. Beide Formen
haben einen Knochenmasseverlust gemeinsam, wobei sich beide Formen in der
Geschwindigkeit und Ursache des Knochenmasseverlustes unterscheiden. Bei der
frihen Form, die in den ersten 10 Jahren nach der Menopause auftritt, sind sowohl
Knochenaufbau als auch Knochenabbau erhéht, wobei aber die Knochenabbaurate
hoéher ist und letztendlich einen schnellen Verlust an Knochenmasse bewirkt (high
turnover osteoporosis). Bei der spaten Form liegt ein normaler Knochenabbau in
Kombination mit einem krankhaft erniedrigten Knochenaufbau vor. Der
Knochenmasseverlust lauft bei der spaten Form langsamer ab (low turnover

osteoporosis).

Die primare senile Osteoporose (Typ Il Osteoporose) kann beide Geschlechter
betreffen. Frauen sind dennoch zweimal haufiger betroffen als Manner. Der Verlust von
Knochenmasse ist neben dem physiologischen Alterungsprozess durch weitere
Ursachen bedingt. Dabei kommen zum einen altersbedingte Bewegungsarmut sowie ein
Abfall an osteoprotektiven Sexualhormonen zum Tragen und zum anderen alimentare
Einflussfaktoren wie ein Vitamin D Mangel, haufig auch in Kombination mit einem
Kalziummangel. Die senile Osteoporose tritt meistens nach dem 70. Lebensjahr auf. Der
Ubergang von postmenopausaler zur senilen Osteoporose kann flieRend sein und beide

Formen kdnnen sich dabei gegenseitig verstarken. Allerdings ist im Gegensatz zur
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postmenopausalen Osteoporose bei der senilen Osteoporose auch der kortikale
Knochen betroffen. Daraus resultiert, dass gerade bei dem an der senilen Osteoporose
erkrankten Patienten ein erhohtes Frakturrisiko im Bereich der Schenkelhalse, der
distalen Radien und zuletzt auch der Wirbelkérper besteht, welches zusatzlich durch

Gangunsicherheit und andere altersbedingte Erkrankungen geférdert wird.

Sekundare Osteoporosen sind mit 5% der Falle insgesamt deutlich seltener klinisch
anzutreffen als die primaren Formen, verursachen aber aufgrund ihres besonderen
Schweregrades einen erheblichen Uberproportionalen therapeutischen Aufwand, da sie

laut Bartl 2011 bis zu 20% der osteoporoseassoziierten Frakturen verschulden.

Die meisten sekundaren Osteoporosen werden endokrinologisch verursacht. Ein gutes
Beispiel dafir ist der Morbus Cushing. Durch erkrankungsbedingte oder iatrogene
Hypercortisolamie wird eine vermehrte Expression von RANKL auf Osteoblasten bewirkt
und gleichzeitig die Sekretion von OPG vermindert mit dem Resultat, dass Osteoklasten
langer aktiv bleiben und spater in die Apoptose gehen. Dazu vermindern Glukokortikoide
Uber eine negative Ruckkopplung die Ausschuttung osteoprotektiver Sexualhormone
und bewirken dartber hinaus einen renalen und enteralen Kalziumverlust [Lange 2007].
Weitere endokrine Ursachen flur eine Osteoporose kénnen Hyperthyreose, Diabetes

mellitus und Hyperparathyreoidismus sein.

Alimentare Ursachen einer Osteoporose finden sich zum einen aufgrund einer
altersbedingten Mangelerndhrung durch falsche Kost oder zum anderen bei gestorter
gastrointestinaler Passage durch Malabsorptionssyndrome oder Operationen (Billroth
OP). Die gestorte Aufnahme von Kalzium und Vitamin D haben dabei den
entscheidenden Einfluss. Durch den Kalziummangel wird die Parathormon
Ausschuttung stimuliert, welche wiederum Osteoklasten aktiviert, die anschlieRend
Kalzium und Phosphat aus dem Knochen mobilisieren. Die Folge ist ein erhdhter
Knochenabbau. Der zumeist parallel bestehende Vitamin D Mangel verscharft diese
Problematik, da fir die intestinale Kalziumresorption Vitamin D essenziell ist. Zu

beobachten ist dies besonders bei alteren und pflegebedurftigen Patienten.

Bei der renal bedingten Osteoporose findet sich haufig ein sekundérer
Hyperparathyreoidismus. Hier kommen zwei Faktoren zum Tragen. Erstens kann bei
chronischer Niereninsuffizienz eine Stérung der Kalzitriol Synthese auftreten und
zweitens kann ein renaler Kalziumverlust und mangelnde Phosphatausscheidung
therapieresistente Osteoporosen verursachen. Die gleichzeitige Hyperphosphatamie
bewirkt, dass Phosphat freies Kalzium komplexiert und somit die bestehende
Hypokalzamie verscharft. Hauptrisikogruppe sind dabei Patienten, die einer

regelmafligen Hamodialyse bedurfen [Bartl 2011].
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Die Osteoporose bei Rheumatoider Arthritis hat verschiedene Ursachen. Durch
immunologische Reaktionen kommt es zu einer verminderten Matrixsynthese im
Knochen. Meist werden diese Reaktionen antiinflammatorisch mit Glukokortikoiden
behandelt, wodurch sich die negativen Auswirkungen fir den Knochen sich
verschlimmern. Des Weiteren bereitet eine rheumatoide Arthritis haufig Schmerzen, die
eine Schonung der betroffenen Gelenke bewirkt. Dadurch fehlt dem Knochen zusatzlich

die mechanische Belastung als Stimulus fir den Erhalt der Knochenmasse [Bartl 2011].

Neben Glukokortikoiden kdnnen viele weitere Medikamente die Entwicklung einer
Osteoporose fordern. Allen ist gemein, dass sie durch Enzyminduktion den Vitamin D
Metabolismus stéren und/oder die gastrointestinale Kalziumaufnahme behindern.
Wichtig zu nennen sind die Protonenpumpeninhibitoren, die alleine in Deutschland mit
2252,6 Millionen DDD (Defined Daily Dosis) pro Jahr mit zu den am haufigsten
verschriebenen Medikamenten gehoéren. Antikoagulanzien wie Heparine und Vitamin-K-
Antagonisten mit 486,3 Millionen DDD pro Jahr sind ebenfalls sehr haufig verordnete

Substanzen, die dem Knochen schaden [Arzneiverordnungs-Report 2011].

Ein neoplastisches Geschehen kann ebenfalls verantwortlich flir das Auftreten einer
Osteoporose sein. Hierbei sind auf der einen Seite hamatologischen Erkrankungen, die
das Knochenmark schadigen und auf der anderen Seite Metastasierungen solider
Tumore zu nennen. Ein Beispiel fir eine hdmatologische neoplastische Erkrankung ist
das Multiple Myelom. Dieses maligne Lymphom sezerniert Osteoklasten aktivierende
Zytokine mit dem Resultat, dass Patienten in osteolytischen Zonen schwer zu
versorgende Spontanfrakturen entwickeln und damit einhergehend gravierende
Schmerzen und Verlust an Lebensqualitat erleiden kénnen [Straka 2010]. Des Weiteren
konnen solide Tumore hamatogen in Knochen metastasieren und osteolytische
Metastasen hervorrufen. Wachstumsfaktoren, wie TGF-B aus der Knochenmatrix,
bewirken, dass Tumorzellen osteolytische Faktoren wie PTHrP (parathyroid hormone-

related protein) und Interleukin-11 ausschutten [Guise 2003].

1.2.1.3 Epidemiologie der Osteoporose

Die Epidemiologie der Osteoporose in Deutschland wurde 2006 durch Haussler in der
BoneEVA-Studie untersucht. Ergebnis dieser Studie war, dass hochgerechnet 7,8
Millionen Menschen mit einem Mindestalter von 50 in Deutschland an Osteoporose
leiden. Das entspricht etwa einem Viertel der genannten Altersgruppe, wobei Frauen laut

dieser Studie funfmal haufiger betroffen sind [Haussler et al. 2006].
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Age-specific incidence rates of hip, vertebral and Colles (forearm) fracture in ~ Um die Bedeutung der Er-
Rochester, MN, USA® .

krankung fir das Gesund-

4000

‘gﬁ - Men Women heitssystem und letztend-
3 ]
S 3000 lich auch far den Patienten
g i Hip / .
2 ] /| zu unter-streichen, wurde
S .
g 2000- Hp ¢ Yorteboam: f zusatzlich das Frakturrisiko
8 ] Vertebrae /' analysiert. 4,3% der 7,8
2 1000 4 -
e i s Millionen an Osteoporose
o - =1
= 5 asn? Colles erkrankten Patienten erlit-
T T T T 11
35-39 285 85 ten alleine 2003 eine Frak-
Age group

WHO 03.158

tur, die gerade im ambulan-
Abbildung 11: Alters- und geschlechtsspezifische Inzidenz fiir . . .
Oberschenkelhals-, Unterarm- und Wirbelkérperfrakturen erhoben ten Bereich leider selten ei-
durch die WHO in Rochester, MN, USA. Bei Frauen kommt es im
Vergleich zu Ménnern schon frither zu allen drei genannten
Frakturarten. Bis zum 70. Lebensjahr sind bei Frauen
Unterarmfrakturen besonders héufig, gefolgt von
Wirbelkérperfrakturen.  Ab  dem  70. Lebensjahr  steigen 3
Oberschenkelhalsfrakturen in ihrer Inzidenz sehr deutlich an und wurde  [Haussler et al.
libertreffen dabei Wirbelkbrper- und Unterarmfrakturen [Cooper 1992]. 20086].

ner Osteoporose als Grund-

erkrankung zugeordnet

Die WHO analysierte ebenfalls das altersspezifische Risiko, eine Fraktur zu erleiden
[WHO Technical Report Series 921 von 2003]. Das Risiko einer Fraktur im Alter steigt
Uberproportional an (Abbildung 11). Vergleicht man diese Ergebnisse mit der BoneEVA
Studie und den weiteren epidemiologischen Daten des WHO Berichts, so liegt es auf der
Hand, dass viele Frakturen im Alter osteoporoseassoziiert sein missen [Haussler et al.
2006]. Die Ergebnisse der Studien von Riggs et al. von 1995 und Cummings et al. von
2002 stltzen die Ergebnisse des WHO Berichtes.

Prognostisch ist zudem eine Zunahme der Inzidenz von Osteoporose in den nachsten
Jahren aufgrund des demographischen Wandels zu erwarten. Die BoneEva-Studie
postuliert eine jahrliche Zunahme von 13% der Uber 50-jahrigen an Osteoporose
leidenden Patienten [Hadji 2013]. Abschlief3end betrachtet wird deutlich, dass gerade im
Hinblick auf die Uberalternde Bevolkerung in den Industrienationen die Osteoporose
epidemiologisch eine erheblich zunehmende Bedeutung erlangt und dass das
Bewusstsein fiir diese Volkskrankheit sowohl bei Arzten als auch bei Patienten weiter

gescharft werden muss.
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1.2.1.4 Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Osteoporose

Die Risikofaktoren, die die Entstehung einer Osteoporose begilnstigen, kann man wie
folgt einteilen [Bartl 2011]:

e Beinflussbare Risikofaktoren

¢ Nicht-beeinflussbare Risikofaktoren

e Osteoporose-induzierende Erkrankungen

Zu den beeinflussbaren Risikofaktoren zahlen:

e Zu geringes Korpergewicht (BMI<20)

o UbermaRige oder fehlende kérperliche Aktivitat

¢ Mangel an Kalzium und Vitamin D

¢ Die Fallneigung férdernde Umwelt wie z.B. Teppichkanten

e Nikotinabusus

e Alkoholabusus

¢ Hypogonadismus

e Direkt knochenschwachende Medikamente:

O

O

O

O

O

Glukokortikoide
Vitamin K Antagonisten
Heparine
Schleifendiuretika

Protonenpumpeninhibitoren

Zu den nicht-beeinflussbaren Risikofaktoren zahlen:

e Familidre Belastung und genetische Pradisposition

e Alter (physiologische Abnahme der Knochenmasse)

e Geschlecht (Frauen sind haufiger betroffen)

Zu den osteoporose-induzierenden Erkrankungen zahlen:

e Rheumatische Erkrankungen

e Endokrinologische Erkrankungen

O

O

O

Morbus Cushing
Diabetes Typ |
Hyperparathyreoidismus
Hyperthyreose

Hypophyseninsuffizienz
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o Malabsorptionssyndrome

o Hereditare Erkrankungen
o Marfan Syndrom
o Ehlers-Danlos-Syndrom
o Osteogenesis imperfecta

e Psychiatrische Erkrankungen: Depression

1.2.2 Diagnostik der Osteoporose

FrGhklinisch fallt der osteoporotische Patient haufig durch akuten oder chronischen
Rickenschmerz auf. In fortgeschrittenen Stadien treten Frakturen auf, wobei
insbesondere Sinterungsfrakturen der Wirbelkérper zu einer Abnahme der Kérpergrofle
fuhren. Bei der kérperlichen Untersuchung zeigen sich dann Kyphosen. Der sogenannte
,Gibbus* (Witwenbuckel) wird durch eine
Keilwirbelbildung in  der Hals- und
Brustwirbelsdule hervorgerufen (Abbildung
12) [Blausen 2014]. Daruber hinaus kann das
Tannenbaumphanomen zu finden sein. Das
Tannenbaumphanomen beschreibt stehende
Hautfalten im dorsolateralen Lendenwirbel-
saulenbereich, die durch den GrofRenverlust
verursacht werden. Ebenfalls sind Frakturen
ohne adaquates Trauma ein wertvoller
Hinweis auf das Vorliegen einer Osteoporose.
Bei dergestalt auffalliger Klinik oder auch zur

Pravention sollte dann diagnostisch nach einer

Osteoporose  gesucht werden. Neben
Abbildung 12: Verdnderungen der
Kérperhaltung und -statik durch Osteoporose.
Verminderte Knochendichte und verschlechterte
Mikroarchitetkur fiilhren zu Keilwirbeln —mit

Kyphosen  (Gibbus),  insbesondere  der gpparative Diagnostik zur Verfiigung.
Brustwirbelséule [Blausen 2014].

korperlicher Untersuchung und ausflhrlicher

Anamnese steht auch weiterfihrende

1.2.2.1 Diagnose mit Dual-Energy X-ray Absorptiometry

DXA (engl. Dual-Energy X-ray Absorptiometry) stellt eine Weiterentwicklung der Single
Energy Densitometry (SXA) dar. Beim DXA werden zwei ROntgenstrahlen
unterschiedlicher Energie erzeugt und durch das zu untersuchende Gewebe auf einen

Detektor geworfen. Da die verschiedenen Gewebe je nach ihrer Festigkeit, Wasser- und
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Mineralgehalt unterschiedliche Schwachungscharakteristiken flir Roéntgenstrahlen
haben, kénnen die jeweiligen Extinktionen der beiden Rontgenstrahlen mathematisch in
Bezug gesetzt werden und anschliel’end so eine Aussage Uber die Beschaffenheit des
Gewebes getroffen werden. Dabei wird ein zweidimensionales digitales Bild entworfen
mit dem eine entsprechende Software die Bone Mineral Density (BMD) errechnen kann.
Die BMD hat die Dimension g/cm? und ist demnach eine Flachendichte. Mit Hilfe dieses
Wertes kann dann wie bereits im Kapitel 1.2.1.1 ,Densitometrische und metabolische
Klassifikation der Osteoporose* der T-Score ermittelt und so eine Aussage Uber den

Knochenstatus des Patienten getroffen werden.

Messorte beim DXA sind die proximalen Femora, die Lendenwirbelsaule und der distale
Unterarm, also genau die Regionen, wo die meisten Osteoporose assoziierten Frakturen
auftreten. Des Weiteren kann der gesamte Kdorper gescannt werden und so sehr genau
der kortikale Knochen beurteilt werden, da 80% der Knochenmasse der Kortikalis
zugeordnet sind. Auch Aussagen Uber die ,weichen* Gewebe wie Kérperfettgehalt und

Muskelmasse sind mit einem Ganzkdrperscan maglich.

Allerdings hat DXA konstruktionsbedingt auch Nachteile. Zum einen wird eben eine
Flachendichte errechnet, bei der die Weichteilgewebe oberhalb, im und unter dem
Knochen ebenfalls in die Berechnung mit einfliel3en, sodass der ermittelte BMD zum Teil
auch gewichtsabhangig ist. Ein weiterer Nachteil der Flachendichte ist, dass keine
Aussage Uber die geometrische Qualitdt des Knochens gemacht werden kann und so
gerade bei der Beurteilung der Trabekel Schwierigkeiten auftreten kénnen [Marcus
2008]. AuRerdem kann DXA, wenn ein zu niedriger BMD-Wert detektiert wurde, nicht

zwischen einer High-Turnover und einer Low-Turnover Situation differenzieren.

Vorteile des DXA sind eine weitreichende Verfugbarkeit, gute Datenlage, geringe
Strahlenbelastung (1-5 pSv) und letztendlich auch ein glnstiger Preis, sodass die
Leitlinie der DVO DEXA als das Standardverfahren zur Diagnostik der Osteoporose
festlegt [DVO Leitlinie 2014].

1.2.2.2 Quantitative Computertomographie (QCT)

Die QCT ist ebenfalls eine Moglichkeit zur nichtinvasiven Messung der BMD. Besonders
haufig werden im QCT Wirbelkdrper der Lendenwirbelsaule gemessen, da dort
besonders sensitiv Veranderungen bezliglich der Knochenmasse festgestellt werden
kdnnen. Vorteil des QCTs ist, dass man eine echte Volumendichte erhalt und gleichzeitig
die geometrische Qualitat von Spongiosa und Kompakta beurteilen kann. Nachteilig ist

die héhere Strahlenbelastung (60 uSv) als beim DEXA, die aber insgesamt deutlich
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niedriger als beim herkdmmlichen CT ist, und dass das proximale Femur mit den

Standardgeraten nicht beurteilt werden kann [Markus 2008].

1.2.2.3 Quantitative Ultraschallmessung (QUS)

Eine weitere Methode zur Beurteilung des Knochenstatus stellt die quantitative
Ultraschallmessung (QUS) dar. Anhand der Charakteristik von Absorption, Reflexion
und deren Geschwindigkeiten stehen verschiedene Parameter zur Beurteilung des
Knochens zur Verfigung. Gemessen wird dabei an Koérperstellen, die leicht zuganglich

sind, wie Phalangen, Kalkaneus und der distale Radius.

Vorteile sind die einfache Handhabung und die fehlende Strahlenbelastung, sodass sich
die QUS hervorragend als Screening Methode eignen wirde. Nachteilig ist, dass
Ergebnisse bezuglich der Knochenmasse an den Phalangen nur bedingt zum Beispiel
auf die Lendenwirbelsaule Ubertragen lassen, sodass hier DXA und QCT bei einem

Verdacht auf Osteoporose die Diagnostik weiterfihren missen [Bartl 2011].

1.2.2.4 Konventionelles Skelettréntgen

Das Standardrontgenbild in 2 Ebenen gibt nur sehr spat Hinweise auf das Vorliegen
einer Osteoporose. Dennoch kann das konventionelle Rdntgen gute Hinweise auf
bereits erlittene Frakturen liefern oder Skoliosen der Wirbelsdule erkennen. Des
Weiteren konnen Dichteminderungen und eine Ausdinnung der Substantia compacta

beobachtet werden.

1.2.2.5 Differenzialdiagnosen zur Osteoporose

Zu den wichtigsten Differenzialdiagnosen zahlen andere generalisierte und lokale

Osteopathien sowie die Osteomalazie.

Zu den lokalen Osteopathien zahlen die Osteomyelitis, die Knochennekrose und der
Morbus Paget. Alle drei Erkrankungen fuhren zu einem lokalen Strukturverlust des
Knochens mit Schmerzen und erhdhter Frakturanfalligkeit. Zu den generalisierten
Osteopathien zahlt die Ostitis fibrosa, bei der durch einen Hyperparathyreoidismus
Osteoklasten soweit stimuliert werden, dass zystische Hohlrdume im Knochen

entstehen, die mit Bindegewebe aufgefillt als braune Tumoren imponieren.

Bei der Osteomalazie (bei Kindern Rachitis genannt) liegt eine unvollstandige

Mineralisierung der Knochengrundsubstanz vor. Hervorgerufen wird die Osteomalazie
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durch einen Vitamin D Mangel haufig in Kombination mit einem Kalziummangel. Klinisch
fallt der Patient, wie bei der Osteoporose auch, durch lokale Knochenschmerzen,
pathologische Frakturen und Gehstérungen auf. Im Gegensatz zur Osteoporose sind
durch die mangelnde Mineralisierung der Knochengrundsubstanz die Knochen weich
und biegsam, sodass in der Bildgebung abnorme Knochenverbiegungen auffallen
kénnen. Durch die Hypokalzamie kann auch haufig eine Tetanie beobachtet werden.

Ursachen flr eine Osteomalazie kbnnen sein:

e Vitamin D Mangel oder Stoffwechselstérung
¢ Renale Funktionsstérung

o Phosphatdiabetes

o De-Toni-Debré-Fanconi-Syndrom

¢ Phosphatasemangel (Hypophosphatasie)

Die Osteomalazie flhrt ebenfalls wie die Osteoporose zu erniedrigten
Knochendichteparametern beim DXA, da das Osteoid unvollstandig mineralisiert ist. Bei
der Osteoporose ist die Knochengrundsubstanz hingegen mineralisiert aber insgesamt
dennoch vermindert. Bei alteren Patienten und postmenopausalen Frauen kdnnen eine

Osteoporose und Osteomalazie in Kombination auftreten.

1.2.2.6 Therapie und Prévention der Osteoporose

Da bei Therapie und Pravention der Osteoporose sehr ahnliche Optionen zur Verfigung
stehen, werden diese hier gemeinsam dargestellt. Man unterteilt dabei grundsatzlich in
pharmakologische und nicht-pharmakologische Mafinahmen (Tabelle 1). Welche
MalRnahmen wann getroffen werden, richtet sich, unter besonderer Berlcksichtigung
des Frakturrisikos des Patienten, nach der individuellen Risiko-Nutzen Abschatzung des
behandelnden Arztes. Wichtig dabei ist eine Abschatzung des osteoporoseassoziierten

Frakturrisikos:
Risikofaktoren fir das Auftreten osteoporose-assoziierter Frakturen [Bartl 2011]:

¢ Fallneigung fordernde Umwelt wie Teppichkanten
e In der Vorgeschichte aufgetretene atraumatische oder niedrigtraumatische
Frakturen
¢ Demenz und andere neurologische Systemerkrankungen
¢ Fallneigung férdernde Medikamente:
o Sedativa

o Neuroleptika
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o Antihypertensiva

Nicht-pharmakologische Mallnahmen beschreiben neben dem Ausschalten
beeinflussbarer Risikofaktoren auch diatetische Ma3nahmen. Eine Kalzium- und Vitamin
D reiche Ernahrung hilft, den Knochen zu festigen und kann wirksam gegen eine

Progredienz der Osteoporose sein.

Nicht Diatetische MalRnahmen Lebensalter in Jahren ——
Pharmako|ogich Kdérperliche Belastung Frau Mann
Kontrolle Kérpergewicht <50 <60 4,0
Sturzprophylaxe 50-60 60-70 4.0
Pharmakologisch ~_Schmerztherapie 60-65 70-75 -35
Bisphosphonate 65-70 75-80 30
Ostrogene und SERM 70-75 80-85 25
Denosumab / PTH 575 ~85 20

Tabelle 1: Bei der Therapie und Prévention der Tabelle 2: Schwellenwerte der T-Werte bei der
Osteoporose gibt es neben Lebensstildnderungen und die DVO Leitlinie von 2014 eine medikamentése
Ausschalten beeinflussbarer Risikofaktoren wichtige Therapie begonnen werden sollte [DVO Leitlinie
pharmakologische MalBnahmen wie Bisphosphonate, 2014].

Denosumab und PTH

Die Korperliche Aktivitat steigert neben der Knochenstabilitdt auch Muskelkraft und
Balance, sodass Stiirze verhindert werden kénnen. Zur weiteren Sturzprophylaxe sind
neben geeignetem Schuhwerk und einer Kontrolle des Visus ein hindernisfreies
Wohnumfeld oder bei einer bestehenden schweren Fallneigung das Tragen von
Huftprotektoren sinnvoll. Des Weiteren sollte die Medikation des Patienten kritisch und
verantwortungsvoll auf sturzférdernde Pharmaka untersucht und deren Risiko/Nutzen
Verhaltnis reevaluiert werden und dann, wenn moglich und notwendig, auf weniger
sturzfordernde Medikamente umgestellt werden. Sind die nicht medikamentésen
MaRnahmen erschépft oder ergibt sich, wie die DVO Leitlinie von 2014 empfiehlt, ein 10
Jahres Risiko von Wirbelkorper- und proximalen Femurfrakturen von tber 30%, dann
sollte mit einer spezifischen medikamentdsen Therapie begonnen werden. Fallt die
Abschatzung des Frakturrisikos schwer, formuliert als weitere Hilfe die Leitlinie
Schwellenwerte der T-Werte der Knochendichte fur die Lendenwirbelsdule, das
proximale Gesamtfemur und den Oberschenkelhals, bei deren Uberschreitung eine

Therapie dringend in Erwagung gezogen werden sollte (Tabelle 2).

Die Indikation passt sich aul’erdem noch an das Vorliegen der bereits genannten
Risikofaktoren an, speziell an bereits erlittenen Frakturen. Hier kann eine spezifische
medikamentdse Therapie auch begonnen werden, wenn der Schwellenwert des T-

Wertes bisher noch nicht erreicht wurde. Die DVO Leitlinie von 2014 nennt
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auszugsweise weitere folgende Risikofaktoren, die die Therapieschwelle mit

beeinflussen:

1. Allgemeine Risiken

a. Periphere Fraktur nach dem 50. Lebensjahr

b. Singulare Wirbelkorperfraktur 1. Grades
c. Familiare Pradisposition

d. Immobilitat

e. Sturze

f.

Nikotinabusus
g. Erhdhte Abnahme der Knochendichte ab 5% in zwei Jahren
2. Erkrankungen

a. Hyperkortisolismus

b. Hyperparathyreoidismus
c. Hypophyseninsuffizienz
d. Diabetes mellitus Typ |
e. Rheumatoide Arthritis

f. Epilepsie

g. Hypogonadismus

3. Medikamentése Therapien
a. Intensivierte Glukokortikoidtherapie
b. Antiandrogene Therapie

c. Aromatasehemmer

Grundsatzlich sind bei der medikamentdésen Therapie zwei Strategien moglich.
Einerseits bietet die Verwendung sogenannter Antiresorptiva (Medikamente, die den
Knochenabbau hemmen) eine gute klinisch bereits erprobte Mdglichkeit weiteren
Knochenmasseverlust zu verhindern. Anderseits stehen auch Medikamente zur

Verfligung, die direkt osteoanabol wirken (Tabelle 3).

Zu den Antiresorptiva zahlen die Bisphosphonate, SERM (selektive Ostrogen Rezeptor
Modulatoren), Ostrogen und das Denusomab. Bisphosphonate legen sich an die
Knochenoberflache und verhindern zum einen den Knochenabbau durch Osteoklasten.
Zum anderen haben Bisphosphonate einen direkt toxischen Effekt auf die Osteoklasten
und induzieren eine frilhere Apoptose. SERMs (Raloxifen) und Ostrogene hemmen die
Osteoklasten direkt und fihren ebenfalls zu einer erhdhten Knochenmasse. Das seit
2010 in der Europaischen Union zugelassene Denosumab verfolgt einen neuen

Wirkungsansatz. Denosumab bindet als monoklonaler Antikdrper an RANKL und
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verschiebt so die Balance von RANK/RANKL und OPG in Richtung des osteoprotektiven

OPGs und vermindert so Anzahl und Aktivitat der Osteoklasten.

Zu den direkt osteoanabolen Medikamenten zahlen das Parathormon mit seinem
synthetischen Derivat Teriparatid sowie Fluoride, Strontium und anabole

Geschlechtshormone wie Testosteron.

Weniger Weniger Weniger

Wirbelkorper- periphere proximale

Frakturen Frakturen Femurfrakturen
Alendronat A A A
Bazedoxifen A B -
Denosumab A A A
Ibandronat A B -
Raloxifen A - =
Risedronat A A A
Zoledronat A A A
Teriparatid*® A B -
Ostrogene* A A A
Strontiumranelat * A A B

Tabelle 1: Ubersicht der aktuellen zugelassenen Préparate mit deren Therapieeffizienz zur Therapie der
Osteoporose bei postmenopausalen Frauen mit dem jeweiligen Evidenzgrad. Es sollte immer eine
Basistherapie mit Kalzium und Vitamin D erfolgen. Bei einigen Prédparaten bestehen noch
Zulassungsbeschrénkungen [DVO Leitlinie 2014].

1.3 Hypothese und Zielsetzung

Die Krankheit Osteoporose, definiert als systemische Skeletterkrankung, beschrankt
sich nach derzeitigem Kenntnisstand auf Menschen und weitere Spezies. Daraus
resultierend ergeben sich Probleme bei der Etablierung und Qualitatssicherung eines
geeigneten Tierversuchmodells, um die gegenwartig bestehenden Defizite hinsichtlich
der Erforschung der Pathogenese und Pathophysiologie der Osteoporose zu beseitigen.
Wie bereits im Kapitel ,Epidemiologie der Osteoporose” erlautert, besteht grofle
Notwendigkeit neue diagnostische und therapeutische Moglichkeiten zu ergrinden, um
in Zukunft auf steigende Patientenzahlen effektiv und effizient schon in der Prophylaxe
reagieren zu konnen. Deswegen ist die Etablierung und Qualitatssicherung eines
geeigneten Kleintiermodells notwendig, um koordinierte und vergleichbare Forschung zu
ermoglichen und um letztendlich neue Behandlungsmdglichkeiten beim erkrankten

porotischen Knochen zu finden.

Zielsetzung dieser Arbeit ist, zum einen ein geeignetes Kleintier zur Induktion der
haufigsten und relevantesten humanen Osteoporosen zu finden, und zum anderen mit

radiologischen und histologischen Untersuchungsmethoden die Osteoporose bei
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diesem Lebewesen zu quantifizieren und qualifizieren. Dabei hat sich in verschiedenen
vorangegangenen experimentellen Studien die Ratte als geeignetes Kleintier
herausgestellt, da sie ein den Frauen ahnliches Hormonprofil aufweist und zusatzlich

einfacher in der Haltung ist.
Im Speziellen sollen folgende Hypothesen Uberprift werden:

. Im Kleintiermodell Ratte kann durch eine bilaterale Ovarektomie in Kombination
mit einer multidefizitaren Diat ein Knochenstatus im Sinne einer
postmenopausalen High-Turnover Osteoporose hervorgerufen werden und
dieser dann mit DXA und Histomorphometrie quantifiziert sowie qualifiziert

werden.

. Nach langerer Standzeit der Versuchstiere kann im gleichen Modell ein
Knochenstatus beobachtet werden, der mit dem einer senilen Low-Turnover

Osteoporose vergleichbar ist.

. Durch eine Glukokortikoidapplikation im Kleintier Ratte wird eine

steroidinduzierte Osteoporose hervorgerufen.

. Multidefizitare Diat, Glukokortikoidapplikation und lange Standzeit fiihren zu einer

Abnahme der mit DXA ermittelten Knochenmasse.

. Multidefizitare Diat, Glukokortikoidapplikation und lange Standzeiten flihren zu

einer histomorphometrisch messbaren Ausdinnung des Trabekelwerks.

Durch Ovarektomie, Glukokortikoide und Diat ist es nun das Ziel der Arbeitsgruppe, bei
der Ratte die haufigsten Pathogenesen der humanen Osteoporose zu simulieren, zu

sichern und an eindeutigen Parametern festzumachen.

In dieser Arbeit werden Daten bezlglich der histomorphologischen Veranderungen und
der Auswirkungen auf die Knochendichte mit Hilfe der Dual X-Ray Absorptiometrie
(DXA) erhoben und ausgewertet. Es wird Uberprift, ob die genannten Methoden in der
Lage sind, hinsichtlich DXA und Histomorphometrie eindeutig eine postmenopausale,

steroidinduzierte und senile Osteoporose im Rattenmodell zu induzieren und zu sichern.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuchsmodell

Fir die Untersuchung des Zusammenhanges von Osteodensitometrie und
Histomorphometrie bei osteoporotischen Ratten wurden im Rahmen des Teilprojektes
T1 des SFB/Transregio 79 (DFG: Deutsche Forschungsgemeinschaft) insgesamt 80, 10
Wochen alte weibliche Ratten vom Typ Sprague Dawley (Crl:CD(SD); Charles River
Laboratories, Research Models and Services Germany GmbH, Sulzfeld, Deutschland)
gekauft. Der Tierversuchsantrag entsprach den derzeit geltenden deutschen Gesetzen
und wurde durch das Regierungsprasidium GieRen, Veterinardezernat
(Schanzenfeldstralle 8, 35578 Wetzlar, Deutschland) genehmigt (Aktenzeichen:
89/2009).

Sprague-Dawley Ratten,
Weiblich, 14 Wochen ait

Durchgefiihrte Untersuchungen

+ DXA: Es wurden jeweils alle Gruppen zu
allen Zeitpunkten in vivo gemessen
+ Histomorphometrie: Zu den Zeitpunkten

n=40
|

Multidefzianzdiat Standarddiat 3,12 und 14 Monater] wu.rden jeweils ‘10
Tiere euthanasiert, prapariert und ex vivo
n=30 n=30 | histomorphometrisch untersucht

In vivo DXA Messung

In vivo DXA Messung
Ex vivo Histomorphometrie

In vivo DXA Messung
Ex vivo Histomorphometrie

Standzeit postoperativ (in Monaten)

In vivo DXA Messung
Ex vivo Histomorphometrie

Abbildung 13: Zeitlicher Ablauf der DXA Messungen und Histomorphometrie. 14 Wochen alte Sprague-
Dawley Ratten wurden randomisiert auf zwei Gruppen aufgeteilt und operiert: Ovarektomie-Gruppe (rot)
und die Sham-Gruppe (hellblau). Der Zeitpunkt der Operationen wurde als Startzeitpunkt (0 Monate)
gesetzt. Die Sham-Gruppe erhielt eine Standarddidt (lila) mit einer Standzeit von 14 Monaten. Die
Ovarektomie-Gruppe wurde weiter unterteilt in eine Didtgruppe (orange) mit einer Standzeit von 14 Monaten
und eine Steroidgruppe (griin) mit einer Standzeit von 3 Monaten. Zu den Zeitpunkten 0, 1, 3, 12 und 14
Monate wurden in vivo DXA Messungen aller Tiere vorgenommen. Zu den Zeitpunkten 3, 12 und 14 Monate
wurden jeweils 10 Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt euthanasiert und ex vivo histomorphometrisch
nachuntersucht.
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In einem Alter von 10 Wochen wurden die Versuchstiere im Zentralen Tierlaboratorium
der Justus-Liebig-Universitat GieRen (Frankfurter StraRe 105, 35392 Gielden,
Deutschland) eingestallt. AnschlieRend wurden die Tiere randomisiert in drei Gruppen
aufgeteilt (Abbildung 13). Die Kontrollgruppe diente als Referenz und bestand aus 10
Tieren. Kurz nach der Einstallung wurde die Kontrollgruppe in vivo DXA gemessen und
danach euthanasiert, prapariert und ex vivo histomorphometrisch untersucht. Die
anderen beiden Gruppen bestanden aus der Sham-Gruppe und der Ovarektomie-
Gruppe. Die Sham-Gruppe wurde nach einer Eingewdhnungszeit von 4 Wochen einer
Sham-Operation (=Scheinoperation, hier: Laparotomie) unterzogen, damit die
Versuchstiere moglichst ahnliche Stressoren wie die der Ovarektomie-Gruppe erfahren
und so mdogliche Auswirklungen der Interventionen auf den Knochenstatus gleich
gehalten werden. Die Sham-Gruppe erhielt nach Abschluss der Operation ein
Standardfutter. Die = Ovarektomie-Gruppe  wurde ebenfalls nach einer
Eingewodhnungszeit von 4 Wochen einer bilateralen Ovarektomie unterzogen und
anschlielend randomisiert in zwei Untergruppen namlich Steroid-Gruppe und Diat-
Gruppe unterteilt. Die Steroid-Gruppe erhielt im Abstand von zwei Wochen eine
subkutane Injektion von Dexamethason mit einer Dosis von 0,3mg/kg Koérpergewicht.
Die Diat-Gruppe erhielt eine Vitamin D3-, Vitamin K-, kalzium-, phosphatarme
Multidefizienzdiat. Um den weiteren zeitlichen Ablauf zu verdeutlichen, wurde der
Zeitpunkt der Operationen als Startzeitpunkt post interventionem gewertet (t=0 Monate).
Alle genannten Zeitangaben beziehen sich auf diesen Startzeitpunkt. Bei der Sham-
Gruppe und der Diat-Gruppe war eine Standzeit von 14 Monaten vorgesehen. Die
Versuchstiere der Steroid-Gruppe hatten eine kiirzere Standzeit von 3 Monaten. Zur
Datenerhebung wurden in vivo DXA Messungen aller Gruppen an den Zeitpunkten 0, 1,
3, 12 und 14 Monate durchgefiihrt (Ausnahme Steroid-Gruppe mit Standzeit von 3
Monaten). Fir die histomorphometrischen Untersuchungen wurden zu den Zeitpunkten

3, 12 und 14 Monate jeweils 10 Tiere pro Gruppe euthanasiert und prapariert.

2.1.1 Tierhaltung und —fitterung

Fir die gesamte Versuchsdauer wurden die Ratten artgerecht und fachgerecht im
Zentralen Tierlaboratorium der Justus-Liebig-Universitat Giel3en gehalten. Die Haltung
erfolgte in Gruppen von 3 - 4 Tieren in mit Holzspanen ausgestreuten Makrolonkafigen
Typ Il und IV (EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG, Emmendingen;
EBECO E.Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel; Tecniplast S.p.a., Buguggiate, Italien)
aus einer Polycarbonatwanne mit einem aus Gitterstdben geformten Deckel. Die

Futterung war nicht begrenzt, erfolgte aber den jeweiligen Vorgaben der
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Versuchsgruppe. Das anfangliche unter Standardlaborbedingungen gemessene
durchschnittliche Gewicht betrug zwischen 250-290g. Identisches Leitungswasser und
das fir die Gruppe entsprechende Futter (Diatfutter oder Standardfutter: Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage) stand jederzeit ebenfalls ad libitum zur Verfigung.
Bei der Zusammensetzung des Diatfutters wurde der Vitamin D3-, Vitamin K-, Kalzium-
und Phosphatgehalt auf ein notwendiges Minimum reduziert. Die Raumtemperatur lag
bei 22°C (+/- 2C°) und die relative Luftfeuchtigkeit betrug 50% (+/- 5%) und zuséatzlich
wurde der Tag-Nacht-Rhythmus durch ein automatisch gesteuertes Lichtprogramm

simuliert mit einer 12 stindigen Beleuchtung von 6:00 — 18:00 Uhr am Tag.

2.1.2 Defizitare Diat und Steroidbehandlung

Nach zwei Wochen Heilungszeit folgte die Steroidbehandlung der Steroid-Gruppe. Im
Abstand von zwei Wochen bis zur Euthanasie erhielten die Ratten eine Injektion von 0,3
mg/kg Korpergewicht Dexamethason-21-isonicotinat (Voren® Depot, Fa. Bdhringer

Ingelheim GmbH, Ingelheim, Deutschland) in die Nackenfalte.

Um den Effekt einer Mangelernahrung auf den Knochenstatus zu untersuchen, wurde
zusatzlich die Ernahrung der Diat-Gruppe auf ein spezielles Diatfutter umgestellt. Dieses
hatte in seiner Zusammensetzung im Vergleich zum Standardfutter keine kalorischen
Unterschiede, allerdings 0% Vitamin D2/D3, 15% Calcium, 7% Phosphor, 50% Vitamin
Kund 75% Kalium und enthielt weder Soja noch Phytodstrogene. Zur Verfigung gestellt
wurde dieses Futter von der Altromin Spezialfutter GmbH (Altromin-C1034 und C100,
Fa. Altromin-Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland).

2.1.3 Ovarektomie und Sham-Operation

2.1.3.1 Narkose

Die fur die Operationen notwendige Immobilisation wurde erreicht durch eine
Vollnarkose mit intravendser Applikation einer Mischspritze mit 62.5 mg/kg
Korpergewicht Ketamine (Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden, Deutschland) und 7.5
mg/kg Koérpergewicht Xylazine (Rompun® 2%, Fa. Bayer Health Care AG, Leverkusen,
Deutschland), geldst in kérperwarmer 0,9% NaCl-Ldsung, erreicht. Fur die intravendse

Applikation wurde eine G26 Kandile in eine Schwanzvene der Tiere gelegt.
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2.1.3.2 Sham-Operation und Ovarektomie

Zur Vorbereitung wurde die Haut dorsobilateral rasiert (Rasierer fir Labornager, Indulab
Model 1574) und mit einem Povidon-lod-haltigen alkoholfreien Hautantiseptikum
(Braunol®, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Um eine
Unterkihlung zu verhindern, wurde die Ratte auf eine Heizmatte mit maximal 38°C
gelegt. Um Netzhautschaden und Austrocknung der Augen zu vermeiden, wurde kranial
ein Sichtschutz aus rotgefarbtem Plexiglas fir die Ratte installiert und die Augen mit

Panthenolsalbe geschutzt.

Fur die Operation wurde das Operationsgebiet steril abgedeckt und dann kranial der
Schenkelfalte tber der Lendenwirbelsaule mit einer Schere ein etwa 1 cm langes und
etwa 0,5 cm grof3es Stlick Haut herausgeschnitten und anschlieBend weiter stumpf das
Bindegewebe zwischen Haut und Muskelgewebe freiprapariert (Abbildung 14; A). Beim
Erreichen des Peritoneums wurde dieses mit einer Pinzette gegriffen und angehoben
und dann unter Sicht ein Scherenschlag durchgefuhrt, sodass Luft in die Bauchhohle
eindringt (Abbildung 14; B). AnschlieBend wurde durch Spreizen der Pinzette die
Offnung zur Bauchhéhle weiter prapariert, bis Uterus und Ovar sichtbar wurden. Uterus
und Ovar wurden dann mit dem umliegenden Fettgewebe mit einer zweiten Pinzette
nach auf3en gezogen (Abbildung 14; C). Das so freigelegte Ovar wurde unterhalb ligiert
und so die Gefalversorgung abgebunden (Abbildung 14; D). Anschlieend wurde das
Ovar entfernt. Je nach Grof3e des Bauchschnittes wurde dieser mit einem resorbierbaren
5-0 Faden (Vicryl UPS = 1,0 metric) mit 2 - 3 Einzelknopfnahten verschlossen. Beim
anderen Ovar wurde ebenfalls nach dem gleichen Prinzip verfahren. Bei der Sham-
Operation wurde genauso verfahren, nur dass hier die Ovarien freigelegt und
anschlielend wieder zurlick in die Bauchhohle verlagert wurden. Durch diese
Scheinoperationen sollen Begleitfaktoren wie Operation, Narkose, Schmerz und Stress,
welche potentiell Auswirkung auf die Knochendichte haben kénnten, in allen
Versuchsgruppen gleichermal3en herbeigefiihrt werden. Da Metallklammern die an die
Operation angeschlossene DXA-Messung stéren wirden, wurde zunachst ein
temporarer Wundverschluss mit 3-0 Prolene (Ethicon Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt Deutschland) Faden gewahlt. Nach Abschluss der DXA Messung
wurde die Hautwunde mit 3-4 Michel-Klammern (10x 3 mm, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) verschlossen und sorgsam nochmals desinfiziert. Postoperativ wurden die
Versuchstiere bis zum Erlangen des vollen Bewusstseins in einer warmen und sauberen
Umgebung gehalten. Zur Narkoseausleitung wurde zusatzlich eine subcutane Injektion
von Atipamezolhydrochlorid (Antisedan®, Pfizer GmbH, Berlin) vorgenommen und die

Tiere im 10 Minuten Intervall in Hinblick auf Atemfrequenz, Temperatur und Vigilanz
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Uberwacht. Um einer eventuellen Aspiration von Einstreu vorzubeugen, wurden die Tiere
erst bei ausreichender Bewusstseinslage wieder in die Kafige zurlickgebracht.
AnschlieRend wurden Allgemeinbefinden, Aktivitdt, Korpergewicht sowie der
Heilungsverlauf der OP Wunde von Tierarzten und Pflegern (berwacht und
dokumentiert. Zur Linderung der postoperativen Schmerzen wurde den Tieren das
Schmerzmittel Metacam subcutan (Meloxicam®, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH
& Co. KG, Ingelheim am Rhein) drei bis flinf Tage postoperativ nach Bedarf verabreicht.
Bei reizlosen Wundverhaltnissen wurden die Wundklammern eine Woche postoperativ

wieder entfernt.

Abbildung 14: Vorgehensweise bei der Ovarektomie und Sham-Operation. (A) zeigt das steril abgedeckte
Operationsgebiet. Die rasierte und mit Braunol desinfizierte Haut wird mit einer Pinzette gehalten und mit
einer Schere eingeschnitten. (B) stellt den Hautschnitt dar, welcher mit zwei installierten Halteféden (HF)
fixiert wird. In (C) ist ein Ovar (O) aus der Bauchhéhle freigelegt worden. Die Tube (T) ist ebenfalls zu
erkennen. Bei der Sham-Operation wurden die Ovarien in die Bauchhlhle zuriickgelagert. Bei der
Ovarektomie (D) wurden die Ovarien an der Tube ligiert und mit der Schere abgetrennt.

-32-



MATERIAL UND METHODEN

2.2 Dual-Energy X-ray Absorptiometry (DXA)

Zur Bestimmung des Knochenstatus nimmt als radiologisches Verfahren die Dual-
energy X-ray absorptiometry (DXA) einen wichtigen Stellenwert ein. Hierbei wird sich die
unterschiedliche gewebeabhangige Resorption von Rontgenstrahlen verschiedener
Wellenlangen zu Nutze gemacht. Beim Durchtritt durch Gewebe unterschiedlicher
Dichte zeigen zwei Rontgenstrahlen
eine jeweils eigene Schwachungs-
charakteristik. Ein Detektor erfasst
anschlieBend die Rdntgenstrahlen
und mit Hilfe entsprechender
Software und Computerberrechnung
kann aufgrund der charakteristischen
Abschwachung der Roéntgenstrahlen

eine Aussage Uber die Gewebeart

T4 gemacht werden. Dabei wird ein

Abbildung 15: DXA Messung einer Ratte mit dem Lunar - . . .
Prodigy®. Die Ratte (R) wurde auf dem Tisch (T) des zweidimensionales Bild erstellt, bei
Gerétes am rétlichen Laserkreuz (Lk) méglichst gerade alle : .

Extremitdten von sich streckend ausgerichtet. Der Arm (A) dem die verschiedenen Messwerte
mit der Strahlenquelle féhrt wéhrend der Messung lber das g|s Flachendichte (9 /sz) dargestellt
Versuchstier. Der Detektor ist unter dem DXA-Tisch platziert

und féahrt parallel mit dem Arm von kranial nach kaudal. werden.

Die DXA Messung verlangt fur die Gewinnung scharfer Bilder eine kurzeitige
Immobilisation, sodass eine Anasthesie notwendig war. Die Durchfiihrung der
Anasthesie erfolgte durch intraperitonealen Injektion einer Mischspritze bestehend aus
4 mg/kg KG Xylacin (Rompun® 2%, CEVA Tier-gesundheit GmbH, Disseldorf) und
100 mg/kg KG Ketamin (bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta) geldst in kérperwarmem
0,9% NaCl. Die so narkotisierte Ratte wurde auf dem Bauch liegend alle Extremitaten
von sich streckend mit dem Kopf nach vorne auf das Gerat vorsichtig hingelegt. Als
Unterlage dienten handelstbliche Auflagen flr Behandlungsliegen, um Warmeverlust zu
verhindern und um spontanen Urinabgang aufzufangen. Um weiteren Warmeverlust zu
verhindern, wurde zuséatzlich die Raumluft mit einem Heizlifter erwarmt. Beim
Ausrichten der Ratte wurde sorgsam darauf geachtet, eine moglichst gerade am
Laserkreuz des DXA Gerates orientierte Wirbelsdule zu erreichen. Anschliefend wurde
der gesamte Korper mit einem DXA Gerat (Lunar Prodigy®, GE Healthcare,
Deutschland) gescannt und mit der entsprechenden enCORE Software (GE Healthcare,

v. 13.40) analysiert.
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Der Messvorgang wurde im Kleintiermodus (unter 2 kg) mit einer durchschnittlichen
Dauer von 3 - 4 Minuten pro Versuchstier durchgefiihrt. Die Strahlenbelastung ist dabei

mit einer durchschnittlichen Dosis von 1,8 uGy sehr gering (Tabelle 4). Vor jeder

—— - Messung wurden fachgerecht eine Kalibrierung
und ein  Selbstcheck  (Qualitatssicherung)
Strom in mA 0,15 . ) ) )
durchgeflihrt. Anhand des Zeitplanes in Abbildung
Dosis in uG 1,8 , N :
osts I KBy 13 wurden die DXA Messungen durchgefuhrt. Die

Tabelle 2: Energiefluss der Strahlenquelle
in kV und mA und Strahlungsintensitat in
uGray (uGy) pro DXA gemessene Ratte.

Tiere wurden direkt nach der OP gemessen, um
eine weitere Narkose fir den Zeitpunkt t=0 zu

vermeiden. Die fir die Euthanasie vorgesehenen Tiere wurden ebenfalls vor der Tétung

gemessen.
Patient: TB-Nr. 3611, Ratte Ohrmarke 87 Patientenkennung: Sham A
Geburtsdatum: 10.07.2011 1 Jahr Uberweisender Arzt: 2869
GroBe / Gewicht: 270cm 0,2kg Gemessen: 02.08.2012  09:13:02 (13,40)
Geschl. / Ethn.: Weiblich Wei Analysiert: 21.08.2012 11:41:04 (13,40)
Korper eines kl. Tiers Custom Results
B C .8 BMD BMC Flache
Bereich (9/cm?) (9) (cm?) D
il 0,227 0,7 3
2 0,183 0,5 3
3 0,159 34 21
4 0,195 2,4 12
5 0,230 0,7 3
6 0,178 0,5 3
7 0,127 1,0 8
3 Gewebe Gewebe Fett Mager E
Bereich (%Fett) (9) (9) (9)
1 46,0 13 6 7
2 27,7 6 2 4
3 33,6 113 38 75
4 35,0 55 19 35
5 40,1 14 5 8
== — 6 24,3 6 1 5
7 57,0 12 7 5

Abbildung 16: Beispiel eines DXA Analysebogens erstellt durch die enCORE Software (GE Healthcare, v.
13.40). (A) zeigt die Infoleiste des Versuchstieres mit Alter, Identifizierungsnummer, Datum und aktuellem
Gewicht. In (B) ist das zweidimensionale Hartgewebefenster dargestellt mit den verschiedenen ROls
durchnummeriert von 1-7. Die Auflésung ist hoch genug, um einzelne kndcherne Strukturen klar zu erkennen.
Die entsprechenden Hartgewebeparameter sind in (D) als BMD, BMC und Fléche dargestellt. Analog dazu
ist das Weichteilfenster in (C) zu sehen mit den dazugehérigen Weichteilparametern in (E).

Fir die Analyse der ermittelten zweidimensionalen Bilder wurden verschiedene Regions
of Interest (ROIs) festgelegt (Abbildung 16). Diese ROIs haben eine definierte und
konstante Flache, die auf die verschiedenen Skelettanteile der Ratte projiziert wurden.
Nach jeder Messung erfolgte die manuelle Analyse durch genaue standardisierte
Ausrichtung der ROIs am Skelett der Ratte. Die Software ist nun in der Lage fir jeden

ROI einzeln folgende Messwerte zu ermitteln:

¢ Knochendichte als Bone Mineral Density (BMD) in g/cm?

e Knochenmineralgehalt Bone Mineral Content (BMC) in g
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o Korperfettanteil in %
Die ROIs wurden anhand anatomischer Landmarken wie folgt bestimmt: die Femora
wurden von den Femurkondylen bis zum Femurkopf, die Tibiae vom Sprunggelenk bis
zum Tibiaplateau und die Wirbelsdule wurde von Beginn der Beckenkdmme bis zur
Schulterhéhe gemessen. Die Beckenregion wurde ganzlich erfasst, sodass das
proximale Femur sowie die kaudalen Teile der Lendenwirbelsdule mitgemessen wurden.
Am Schluss wurde der gesamte Korper analysiert, sodass insgesamt 7 Messbereiche

festgelegt wurden.

Anzahl DXA-Messungen pro Gruppe und Zeitpunkt

30— L. B R S S S A —
25 x x
161 3 x
% 14- x
.
< 107 xx
o 3 %
7 X X
6 b 4
l I i | I
0 1 3 12 14

Zeitpunkt [Monat]
Bsham [Kontrolle] MOvx+Diat  MOVX+Steroid

Abbildung 17: Anzahl der durchgefiihrten DXA-Messungen pro Gruppe und Zeitpunkt. Da zu den
Zeitpunkten 3, 12 und 14 Monate jeweils 10 Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt fiir die histomorphometrische
Analyse euthanasiert wurden, sank die Anzahl der durchgefiihrten Messungen zu jedem spéteren Zeitpunkt.

2.3 Praparation und Entkalkung der Knochenproben

Am Ende der jeweiligen Standzeiten wurden die Versuchstiere jeweils einzeln in einen
luftdichten Kafig mit Anschluss an eine CO, Gasflasche gebracht und mit einem Fluss
von 3 - 4 I/min durch eine schmerzlose CO»-Narkose euthanasiert. Nach eindeutiger

Feststellung des Todes wurde begonnen, die Tiere zu praparieren. Hierfir wurden die
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Extremitaten mit einer Schere vom Korper getrennt. In sorgsamer Handarbeit wurde mit
einem Skalpell Fell, Muskulatur und anderes Gewebe vom Knochen sauber entfernt. Fur
die Histomorphometrie wurden das linke Femur und der 3. Lendenwirbelkdrper
vorbereitet. Zur Praparierung des Wirbelkérpers wurde die Wirbelsdule an den
angrenzenden Bandscheiben durchtrennt. AnschlieRend wurden Muskulatur,
Rickenmark, Reste der Bandscheibe und der Wirbelbogen entfernt. Das Femur wurde
zur  besseren Handhabung in einem  Kunststoff auf Basis eines
Polymethacrylsauremethylester (PMMA, Technovit® 3040, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) mit dem distalen Ende eingebettet und in einer Knochensage
(EXAKT 310, EXAKT Advanced Technologies GmbH, Norderstedt) in longitudinaler
Richtung durchsagt, um eine spatere Dekalzifizierung zu erleichtern (Abbildung 18). Das
distale eingebettete Ende wurde verworfen. Als Vorbereitung fur die anstehende
Entkalkung wurden die Knochenfragmente 24 Stunden in einer 4 %

Parafomaldehydlésung nach Lilli im Kihlschrank fixiert.

Um die fur die Histomorphometrie notwendigen Praparate herzustellen, mussten
zunachst aus den bisher gewonnen Proben Paraffinschnitte hergestellt werden. Hierflr
wurden die Knochenproben fur 24 Stunden in 4 %iger Paraformaldehydlésung in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH-Wert zwischen 7,2 - 7,4 im Kuhilschrank fixiert. Danach
erfolgte eine sechsmalige Waschung der Proben mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH-
Wert zwischen 7,2 - 7,4 und die Einbettung in daflr vorgesehene Kassetten. Um eine

spatere Herstellung von dinnen Schnittpraparaten am Mikrotom durchzufiihren, war

eine Entkalkung der Proben in 3,4 %iger EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) mit 10

Abbildung 18: Vorgehensweise bei der Durchfiihrung eines longitudinalen Schnittes des Rattenfemurs zur
Vorbereitung fiir die Entkalkung. In (A) ist ein prépariertes Rattenfemur zu sehen mit dem proximalen
Femurkopf (FK), der Diaphyse (D) und dem distalen Ende (dF). Das distale Ende wurde anschlieBend in
Polymethacryl-sduremethylester (PMMA; P) eingebettet, um eine Fixierung in der Bandsége zu erméglichen
(B). Um eine Erhitzung zu verhindern, wurde wéhrend des Schneidevorgangs das Prdparat mit Wasser
gekihlt (WK). (C) zeigt den fertigen Schnitt. Sichtbar sind das Knochenmark (KM), die Kompakta (K) und die
Epiphyse (E) im distalen Femur.
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%iger Tris-Losung (Entkalkungszeit ca. 3 Wochen, Lésungswechsel alle zwei Tage)

notwendig.

2.3.1 Anfertigung der Paraffinschnitte

Nach abgeschlossener Entkalkung wurden die Proben eine Stunde unter flieRendem
Leitungswasser gewaschen und wurden anschlieend fir die Einbettung in Paraffin in

den Einbettungsautomaten (Leica TP1050, Leica Biosystems Nussloch GmbH,

) Nussloch, Deutschland) gegeben. Der
Medium Dauer _ _ _
Einbettungsautomat folgte dabei dem in
70 % Alkohol 2 Stunden R
80 % Alkohol 2.5 Stunden Tabelle 5 dargestellten Entwasserungs-
96 % Alkohol 2 Stunden schema. Fir den Schneideprozess am
100 % Alkohol 3 Stunden Mikrot d di Prob . .
100 % Alkohol S Stunden ikrotom  wurden ie roben in ein
100 % Alkohol 3 Stunden Metallférmchen mit Paraffin gegeben und auf
Xylol 60 Minuten . . N
Xylol A5 Minuien einer Kalteplatte zum Ausharten gebracht.
Xylol 45 Minuten Danach wurden mit einem Rotationsmikrotom
Paraffin 40 Minuten .
Paraffin 20 Minuten (Microm HM355S Coolcutsystem Fa. Thermo
Paraffin 40 Minuten Scientific, Walldorf, Deutschland) Paraffin-
Tabelle 3: Entwédsserungsschema  des

Einbettungsautomaten Leica TP1050 fir die schnitte mit einer Starke von 5 uym hergestellit.
Herstellung der Paraffinschnitte. Uber eine Wasserrutsche gelangten die

Paraffinschnitte in ein 44°C warmes
Wasserbad, in dem diese sich durch die
Warme ausdehnten, um eine faltenfreie
Fixierung zu erleichtern (Abbildung 19).
Getrocknet wurden die so gewonnenen
Paraffinschnitte bei 37 °C im Warmeschrank
auf mit APES (3-Amino-propyltriethoxysilan)
Objekt-tragern (Fa. R.

Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland).

beschichtete

Abbildung 19: Schneiden eines WirbelkGperpréaparates
am Rotationsmikrotom Microm HM355S. Der in einer
Kassette (K) eingespannte Paraffinblock (PB) mit einem
| zweigeteilten Wirbelkérperpréparat (P) bewegt sich auf
und ab an der fest fixierten Schneideklinge entlang (K).
Die so gewonnenen 5 uym dicken Paraffinschnitte werden
auf einer Wasserrutsche (WR) in ein Auffangbecken
gegeben.
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2.3.2 Anfertigung der Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbungen

Fur die histologische Auswertung wurden die Paraffinschnitte mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt. Hierflir wurden diese mit Xylol (Merck KGaA, Darmstadt) entparaffiniert und in
der absteigenden Alkoholreihe in die wassrige Phase Uberfihrt. Die Farbung wurde mit
Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt) durchgefiihrt. Zur Waschung wurde
zunachst destilliertes Wasser verwendet und anschlieend 10 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser nachgespililt. Fur die Eosinfarbung wurde vor und nach dem Eintauchen
des Objekttragers in 1% Eosinlésung mit destillietem Wasser gewaschen.
Darauffolgend wurden die Schnitte ca. 16-25 Minuten in die aufsteigende Alkoholreihe
gegeben und mit DePex (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) eingedeckelt.
Hamatoxylin farbt typischerweise basophile Zellstrukturen wie Zellkerne (DNA und RNA)

blauviolett an. Eosin hingegen farbt azidophile Plasmaproteine gelbrétlich an.

2.4 Histomorphometrie

Ziel der histomorphometrischen Auswertung ist die moglichst genaue Bestimmung des
prozentualen Anteils der Trabekelflache in einem klassischen HE-Schnitt. Hierfir wurde
ein eigens entwickeltes Protokoll aus einer Kombination verschiedener kostenloser
Software genutzt, welches eine halbautomatische, standardisierte und reproduzierbare
Analyse der Knochenproben erméglichte. Zusammengefasst sind folgende Schritte

durchgeflihrt worden:

1. Digitalisierung der HE-gefarbten Knochenschnitte am Fotomikroskop Axioplan 2
Imaging (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) und der hochauflésenden
Digitalkamera DC500 (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim)

2. Zusammensetzen der einzelnen Bilder mit Microsoft Image Composite Editor
(ICE) Version 1.4.4 64-bit

3. Aufarbeiten der Bilder zur einfacheren spateren Bearbeitung mit PhotoScape
Version 3.6.2 von MOOII TECH 32-bit

4. Halbautomatisches Einfarben der Trabekel und Festlegung des ROIs mit GIMP
(GNU Image Manipulation Program, Fa. The GIMP Team) Version 2.8.0 freie
GNU Lizenz 64-bit

5. Automatische Flachenanalyse mit Imaged Version 1.45s ImageJ (Imaged 1.45s,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) mit Java 1.6.0_20 64-bit
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2.4.1 Digitalisierung der Praparate

Fur die rechnergestlitzte Histomorphometrie und Auswertung der H.E Schnitte ist eine
Digitalisierung der Praparate notwendig. Die Digitalisierung erfolgte unter Zuhilfenahme
des Fotomikroskop Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) und der
hochauflésenden Digitalkamera DC500 (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Bensheim). Nach anfénglicher Betrachtung der Praparate in kleiner VergroRerung um
eine korrekte Farbung, Einbettung und Zustand zu Uberprifen, wurden diese mit dem 5x
Objektiv fotografiert und im Tagged Image File Format (TIFF) gespeichert.

2.4.2 Zusammensetzen der Einzelfotos

Da der maximale Bildausschnitt des Lichtmikroskops es nicht moglich machte, ein
gesamtes Praparat in einem Bild zu fotografieren, mussten die einzelnen Bilder zu einem
Bild zusammengesetzt werden. Hierfur wurden die Fotos mit Hilfe der kostenlosen
Software von Microsoft dem Image Composite Editor (ICE) Version 1.4.4
zusammengesetzt (Abbildung 20 A-B).
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Abbildung 20: Darstellung der automatischen Zusammensetzung der einzelnen Teilbilder eines
Wirbelkdrperprédparates mit dem Microsoft Image Composite Editor (ICE) Version 1.4.4. (A) zeigt die vier
Teilbilder, bei deren Digitalisierung am Fotomikroskop auf geniigend Uberschneidungsfidche geachtet
wurde, um das spétere Zusammensetzen fehlerfrei zu gestalten. Das fertig zusammengesetzte Bild (B)
wurde auf Fehlerfreiheit Gberpriift und anschlieBend im Tagged Image File Format (TIFF) gespeichert.
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2.4.3 Digitale Aufarbeitung der Bilder

Um eine spatere halbautomatische histomorphometrische Analyse zu vereinfachen,
wurden die Fotos zur Farb- und Kontrastverstarkung mit einem standardisierten Profil
mit einer Stapelverarbeitung mit Hilfe der Software PhotoScape Version 3.6.2 von MOOI|
TECH aufgebessert. Jedes Foto wurde so exakt mit denselben Softwareoptionen
behandelt, um Verfalschungen zu vermeiden. Die Aufbesserung des Kontrastes und der
Farbsattigung erleichtert die Einfarbung der Trabekel in Schritt 4 (Abbildung 21 A-C).

C

Abbildung 21: Digitale Aufbereitung der zusammengesetzten Bilder mit Hilfe der Software PhotoScape
Version 3.6.2 von MOOII Tech zur Erleichterung der spéteren halbautomatischen Analyse mit GIMP. (A)
zeigt das unbearbeitete mit Microsoft ICE zusammengesetzte Bild. Das Ergebnis der automatischen
Stapelverarbeitung ist in (B) zu sehen. Jedes Bild wurde exakt mit demselben Filter behandelt, um
Verfdlschungen zu vermeiden. Eine deutliche Anhebung der Farbséttigung und des Kontrastes ist zu
erkennen. Die Einstellungen wurden in der Programmleiste (C) einmalig vorgenommen.
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2.4.4 Halbautomatische Analyse mit GIMP

Auf der Suche nach einer standardisierten, reproduzierbaren und effizienten Methode
zur teilautomatischen Bestimmung des prozentualen Anteils der Trabekelflache fiel die
Wahl auf die Bildbearbeitunssoftware ,GIMP*. Freie Lizenz und einfache Bedienung
beeinflussten zusatzlich die Entscheidung und ermdglichten so das Analysieren der
histologischen Praparate am eigenen Computer. Dabei wurde folgendermalien
verfahren: Zuerst wurden die Trabekel mit Hilfe des ,Zauberstab“ Tools markiert
(Abbildung 22 A-B). Das ,Zauberstab“ Tool markiert gleichfarbige, zusammenhangende
Strukturen innerhalb eines Bildes. Dabei zeigt das Tool eine gewisse Toleranz fir
Farbdifferenzen, die individuell fir die Farbgebung des Schnittes unter ,Schwellenwert®
eingestellt werden kénnen. Regelhaft wurde ein Wert zwischen 25,0 und 35,0 eingestellit.
Nach sorgfaltiger Uberpriifung der Markierung aller Trabekel wurden diese schwarz
(Farbcode: 0) gefarbt.
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Diese Schwarzfarbung erleichtert eine definitive Zuordnung der Trabekel und erméglicht
im spateren Schritt eine Herausfilterung des Knochenmarkes mit Hilfe eines
Schwellenwertes (Abbildung 22). Hierfir wurde das Bild zunachst in ein Schwarz-Weil3-
Bild mit einer 8-bit Graustufentiefe konvertiert. Anschlieend konnte durch das Setzen
des bereits erwahnten Schwellenwertes alle anderen Farben bis auf Schwarz
herausgefiltert werden, sodass nur die reinen Trabekel als Struktur erschienen und alle
Ubrigen Strukturen weil3 gefarbt wurden. Dieser Schritt erleichterte zudem die

Uberpriifung auf fehlerhaft gesetzte Markierungen.
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Abbildung 22: Bildliche Darstellung der Vorgehensweise bei der halbautomatischen Analyse mit GIMP
(GNU Image Manipulation Program, Fa. The GIMP Team) Version 2.8.0. Ein HE-geférbtes
Wirbelkérperpréparat (B) wurde in die Software geladen. Links die Werkzeugleiste (A), bei der verschiedene
Werkzeuge ausgewéhlt und in ihren Einstellungen geéndert werden kénnen. Das Zauberstab-Tool vermag
gleichfarbige Strukturen zu markieren. Dabei zeigt es eine gewisse Toleranz gegeniiber Farbdifferenzen.
Diese Toleranz kann in den Werkzeugeinstellungen unter ,Schwellenwert” gedndert werden.
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Abbildung 23: Markierung der Trabekel eines Wirbelkbérperprdparates mit Hilfe des Zauberstab-Tools. Die
markierten Strukturen werden dann mit einer gestrichelten Linie eingerahmt. Wenn ein Trabekel nicht
komplett markiert wurde, kann mit Hilfe der Umschalt-Taste eine Markierung hinzugefiigt werden, ohne dass
bereits bestehende Markierungen verloren gehen. Je nach Farbgebung und Farbintensitdt des Prédparates
kann der Schwellenwert leicht verdndert werden.
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Abbildung 24: Einfdrbung der markierten Trabekel. Die im Schritt vorher durch das Zauberstab-Tool
erstellte gestrichelte Linie markiert die Trabekel. Nun kann mit Hilfe des Farbfiller-Werkzeuges nur
innerhalb dieser Markierungen geférbt werden, sodass andere Anteile des Bildes in ihrer Originalfarbe
erhalten bleiben. Als Markierungsfarbe fiir das Farbfiiller-Werkzeug wurde schwarz gewéhlt, da diese Farbe
im geférbten Praparat nicht vorkommt. Als Ergebnis sind nun die vorher rétlichen Trabekel schwarz geférbt.
Das Knochenmark bleibt violett angeférbt.
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Abbildung 25: Transformation in 8-bit Grauwerte. Das im Schritt vorher eingeférbte Wirbelkdrperpréparat
wird nun im Menii ,Bild“ unter dem Reiter ,Modus” in Graustufen transformiert. Zum einen reduziert dieses
die Datenmenge des Bildes und zum anderen vereinfacht dies gleichzeitig im darauffolgenden Schritt das
Setzten des Schwellenwertes. Als Ergebnis bleiben die Trabekel in Schwarz, wdhrend alle anderen
Strukturen wie das Knochenmark des Préparates jetzt grau erscheinen.
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Abbildung 26: Setzen des Schwellenwertes. Das 8-bit Grauwert Bild stuft in 2565 Grauwerte ab. Wobei der
Wert ,,0“ schwarz und der Wert ,,255" weil3 darstellt. Jetzt wird mit Hilfe eines Schwellenwertes das Bild in ein
reines Schwarz-Weil3-Bild umgewandelt. Der Schwellenwert wird so eingestellt, dass die Grauwerte von 1-
255 als Weil’ erscheinen und lediglich der Wert 0 schwarz bleibt. Als Ergebnis bleiben die Trabekel schwarz
geférbt und andere nicht vorher schwarz gefarbte Strukturen (Knochenmark, Wachstumsfuge) werden
herausgefiltert und sind nicht mehr direkt sichtbar. Mit diesem Schritt kann gleichzeitig sichergestellt werden,
dass keine falschen Markierungen gesetzt wurden.
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Abbildung 26: Manuelles Entfernen der Kompakta und Festlegung des ROIls. Durch die Schritte zuvor
wurde ebenfalls die Kompakta markiert, da diese an die Trabekel unmittelbar angrenzt und dazu im HE-
geférbten Prdparat die gleiche Farbung aufzeigt. Da die schwarz gefdrbte Kompakta die Berechnung der
prozentualen Trabekelfldche im ndchsten Schritt stért, muss diese mit dem Pinsel Werkzeug weil3 geférbt
werden. Dabei sollten alle anderen Strukturen auBer der Trabekel weil8 gefarbt werden. Ubrig bleibt der
ehemalige Markraum des Knochens mit den Trabekeln.

Mit Hilfe dieser halbautomatischen Analyse mittels GIMP kénnen die Trabekel der
digitalisierten Praparate prazise hervorgehoben werden. Zudem ist diese Bearbeitung
schneller als die Markierung der Trabekel per Hand und dariiber hinaus bei Beachtung
des Protokolls auch vom Experimentator unabhangig. Alle Praparate wurden nach dem
zuvor genannten Protokoll bearbeitet und so fir die Flachenanalyse mit ImageJ

vorbereitet.

2.5 Flachenanalyse mit ImageJ

Fir die automatische Flachenanalyse wird das mit GIMP erstellte Bild als TIFF
gespeichert und in Imaged geladen (Version 1.45s ImageJ (Imaged 1.45s, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA) mit Java 1.6.0_20 64-bit). Anschliel3end
erfolgte die Festlegung des ROls, dessen Pixel mit Hilfe eines Histogramms bestimmt
werden sollten. Da Pixel das kleinste Flachenelement eines Bildes darstellen und deren

Grofe innerhalb eines Bildes nicht variiert, ist das Verhaltnis von weilten und schwarzen
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Abbildung 27: Festlegung des ROIs und Erstellen des Histogramms mit Imaged. Die vorher bearbeitete
Bilddatei wird nun in ImagedJ geladen, um ein Histogramm zu erstellen. Relevant sind dabei nur die Trabekel
und die Fldche des ehemaligen Markraumes, weswegen ein ROl festgelegt werden muss. Hierfiir wird mit
der Maus der gesamte Markraum mit seinen Trabekeln umfahren. Im ROI-Manager wird dieser festgelegte
Bereich gespeichert. Jetzt kann unter dem Reiter ,Analyze” das Histogramm aufgerufen werden, welches
nur die Pixel des vorher festgelegten ROls enthélt. Der Wert ,,0” stellt schwarz und der Wert ,,255" weil dar.

Insgesamt hat der ROl 483114 Pixel von denen 214769 schwarz sind. Das ergibt einen prozentualen Anteil
der Trabekel von 44,45%.

Pixeln im Endeffekt Ausdruck des prozentualen Anteils der Trabekelflache des
Markraumes. Hierfir wurden die Gesamtpixel des ROIs bestimmt und der Anteil der

schwarzen Pixel an den Gesamtpixeln des ROIs als Trabekelflache in Prozent gesetzt.

Anzahl der histomorphometrisch untersuchten Praparate
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Abbildung 28: Anzahl der histomorphometrisch untersuchten Préparate fiir Wirbelkdrper (dunkelgrau) und
Femur (hellgrau) der Kontrollgruppe, Sham-Gruppe (blau), Didt-Gruppe (griin) und Steroid-Gruppe (rot).

Durch Beschédigung mancher Préparate unterscheidet sich die Anzahl, da diese nicht verwertet werden
konnten.
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Durch den Verlust von Versuchstieren oder Beschadigung von Praparaten differiert die

Anzahl der histomorphometrisch untersuchten Praparate.

2.6 Statistische Auswertung

Sowohl die Daten der DXA-Messung als auch der Histomorphometrie wurden zunachst
in dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2010 von Microsoft® Version 14.0.6129
zusammengetragen und fur die Analyse mit SPSS® Statistics (IBM SPSS Statistics 20,
Fa. IBM, Ehningen, Deutschland) vorbereitet.

Als statistischer Test wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit SPSS
durchgeflihrt mit einem Post-Hoc-Test nach Bonferroni. Diese Testkombination benétigt
als elementare Voraussetzungen eine Varianzhomogenitat und eine Normalverteilung.
Fir die Uberpriifung der Normalverteilung wurde eine explorative Datenanalyse mit dem
Shapiro-Wilk  Signifikanztest angefertigt und fur die Sicherstellung der
Varianzhomogenitat ein Brown-Forsythe Test angewandt. Bei dem Vergleich der
Zeitpunkte t= 12 und t= 14 Monate zwischen der Sham- und Diatgruppe wurde ein Mann-

Whitney U Test durchgefiihrt, da nur zwei Stichproben zur Verfiigung standen.

Zur Uberpriifung einer wissenschaftlichen Vermutung wird diese in verschiedenen
statistischen Hypothesen formuliert. Die Nullhypothese besagt, dass kein Unterschied
zwischen zwei Versuchsgruppen besteht, wahrend die Alternativhypothese
Gegenteiliges behauptet. Bei Gruppenvergleichen werden haufig statistische Test
angewendet, die versuchen die Nullhypothese abzulehnen. Dabei wird ein
Signifkanzniveau festgelegt (p-Wert), welches als Fehler 1. Art die Wahrscheinlichkeit

angibt, dass die Nullhypothese irrtiimlich zuriickgewiesen wurde.

Im Ergebnisteil werden zur Uberpriifung der Signifikanzen die p-Werte angegeben. In

dieser Arbeit werden Werte kleiner oder gleich 0,05 als signifikant bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Osteodensitometrie mit DXA

Die osteodensitometrische Messung der Ratten wurden in vivo durchgeflihrt. Bei der

anschlieBenden Analyse wurden verschiedene ,Regions of Interest* (ROI) festgelegt.

1. Gesamter Korper, um besondere Rickschlisse auf den kortikalen Knochen zu
treffen

2. Wirbelsaule, klinisch bedeutsam wegen des Auftretens von Wirbelkorper-
frakturen beim Menschen

3. Proximale Femora, klinisch bedeutsam wegen des Auftretens von Schenkelhals-

frakturen beim Menschen

3.1.1 Osteodensitometrie Rattenkorper: Bone Mineral Density (BMD)

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der DXA Analyse bezuglich des BMD-Wertes
des gesamten Korpers der Ratte dargestellt (Abbildung 30). Die vorher durchgefiihrte
explorative Datenanalyse zeigt keine signifikante Abweichung zur Normalverteilung.
Dargestellt werden die BMD Mittelwerte der entsprechenden Gruppen als Box-Plot. Der
Vergleich der Mittelwerte aller ROls zeigt sich anfangs zum Zeitpunkt t= 0 sehr homogen
und es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Allerdings ist
bereits nach einem Monat ein hochsignifikanter Abfall (p<0,001) des BMD in der OVX +
Diat Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen zu beobachten. Die mit
Dexamethason behandelte Versuchsgruppe verhalt sich konstant hinsichtlich des BMD
Wertes ohne signifikante Anderung des BMD-Wertes nach einem Monat (p= 0,683) und
nach drei Monaten (p= 0,874). Innerhalb der Sham Gruppe nimmt der BMD-Wert bis
zum Zeitpunkt t= 12 nahezu linear zu und scheint anschlieRend wieder leicht abzufallen.
Dieser Abfall ist allerdings nicht signifikant (p= 0,201). Der Unterschied zwischen der
Sham Gruppe und der OVX + Diat Gruppe ist zu den Zeitpunkten t= 1, 3, 12 und 14
hochsignifikant (p<0,001).

-47 -



ERGEBNISSE

BMD (Bone Mineral Density) gesamter Korper

*
,20— . T
* * *
18- = i ‘ —
o =
E ie .
S 16
D —‘7
E 14
12
,10 I \ I ' I
0 1 3 12 14
Zeitpunkt [Monat]

Bsham [Kontrolle] Movx+Diat  MOVX+Steroid

Abbildung 29: Box-Plot der BMD-Mittelwerte des gesamten Kérpers der Sham-Gruppe (blau), Di&t-Gruppe
(griin) und der Steroid-Gruppe (rot). Zum Zeitpunkt t=0 bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Bereits einen Monat post interventionem besteht ein signifikanter Unterschied der BMD-
Mittelwerte zwischen der Sham-Gruppe und der Didt-Gruppe. Dieser Unterschied vergréRert sich weiter zu
den Zeitpunkten 3, 12 und 14 Monate. Die Steroid-Gruppe verhélt sich hinsichtlich des BMD-Wertes
konstant.

3.1.2 Osteodensitometrie Wirbelsaule: Bone Mineral Density (BMD)

Ein klinisch relevanter Manifestationsort der Osteoporose beim Menschen ist die
Wirbelsaule. Um die Qualitéat des Tierversuchsmodells weiter herauszuarbeiten, wurde
der BMD-Wert der verschiedenen Gruppen flr die Lenden- und Brustwirbelsaule
ermittelt (Abbildung 31). Eine Differenzierung zwischen Lenden- und Brustwirbelsaule
ist aufgrund der Grof3e der Versuchstiere nur allzu ungenau durchfuhrbar und deshalb
verzichtbar. Die Darstellung erfolgt als Box-Plot. Die vorher durchgeflihrte explorative

Datenanalyse zeigt keine signifikante Abweichung zur Normalverteilung.

Bei genauer Betrachtung des ROlIs ,Wirbelsdule* lassen sich die bereits oben fir den
ROI ,gesamter Kérper ermittelten Ergebnisse Ubertragen. Der fur den BMD gemessene
Ausgangswert bei t=0 ist homogen und es besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. Bereits nach einem Monat fallt der BMD-Wert der Diat-Gruppe
im Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant ab (p<0,001). Dieser signifikante Unterschied
bleibt bis zum Ende der Versuchszeit bestehen. Der BMD-Wert der Diat-Gruppe zeigt

im weiteren Veruchsablauf keine wesentlichen Anderungen, wahrend der BMD-Wert der
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Sham-Gruppe signifikant weiter steigt (t= 3 Monat, p<0,001) und um den Zeitpunkt t= 3
Monate den Zeitpunkt der maximalen Knochendichte (peak bone mass) erreicht. Erst
zum Zeitpunkt t= 14 Monate fallt der BMD-Wert der Sham-Gruppe wieder ab ohne
Nachweis einer Signifikanz (p= 0,102). Die Steroid-Gruppe zeigt hinsichtlich des BMD

einen konstanten Verlauf des gemessenen Wertes.

BMD (Bone Mineral Density) Wirbelsaule
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Abbildung 30: Box-Plot der BMD-Mittelwerte der Wirbelsédule der Sham-Gruppe (blau), Di&t-Gruppe (griin)
und der Steroid-Gruppe (rot). Zum Zeitpunkt t= 0 bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Bereits nach einem Monat féllt der BMD Wert der Didt-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe
signifikant ab. Dieser signifikante Unterschied bleibt bis zum Ende der Versuchszeit bestehen. Die Steroid-
Gruppe verhélt sich hinsichtlich des BMD-Wertes konstant.

3.1.3 Osteodensitometrie Femora: Bone Mineral Density (BMD)

Ein weiterer klinisch relevanter Manifestationsort der Osteoporose beim Menschen ist
das Femur. Fir die Analyse des BMD in den ROI ,Femora“ wurden beide Femora
gemessen und die Werte anschlieRend mathematisch gemittelt. Die Darstellung erfolgt
als Box-Plot (Abbildung 32). Die vorher durchgeflihrte explorative Datenanalyse zeigt
keine signifikante Abweichung zur Normalverteilung. Auch hier ist der Verlauf des BMD
Wertes der verschiedenen Gruppen analog zu den beiden bereits analysierten ROIs
.gesamter Korper‘ und ,Wirbelsdule®. Anfangs besteht auch hier kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Gruppen. Der BMD-Wert der Diat-Gruppe fallt hier
ebenso zum Zeitpunkt t= 1 Monat signifikant ab (p<0,001), bleibt anschlieRend zum

Messzeitpunkt t= 3 Monate gleichbleibend (p= 1,00) und zeigt zu den spateren
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Messzeitpunkten t= 12 (p<0,001) und t= 14 Monate den typisch deutlicheren Abfall. Die
Steroid-Gruppe zeigt einen Uber drei Monate nahezu gleichbleibenden BMD-Wert,
wahrend der BMD-Wert der Sham-Gruppe bezogen auf den Ausgangswert bis t= 12
Monate konstant zunimmt (p<0,001) und mit anschlieRend abnehmender Tendenz
stagniert (p= 0,33).

BMD (Bone Mineral Density) Mittelwert Femora
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Abbildung 31: Box-Plot der BMD-Mittelwerte der Femora rechts und links der Sham-Gruppe (blau), Diét-
Gruppe (griin) und der Steroid-Gruppe (rot). Zum Zeitpunkt 0 Monate verhélt sich der BMD-Wert homogen.
Nach einem Monat féllt die Didt-Gruppe analog zur Wirbelsdule und ROl ,gesamter Kérper” im Vergleich
zur Sham-Gruppe im BMD Wert signifikant ab. Auch bei den spéter gemessenen Zeitpunkten bleibt dieser
signifikante Unterschied (p<0,001) bestehen.

3.1.4 Diat-Gruppe: BMD-Wert im Verlauf

Der erhebliche Verlust an Knochenmasse innerhalb der Diat-Gruppe Uber den
Versuchszeitraum soll im Folgenden genauer untersucht werden. Dabei soll dieser
Ruckgang quantifiziert werden und die drei ROIs ,gesamter Kérper®, ,Wirbelsaule* und
,Femora“ miteinander verglichen werden (Abbildung 33). Nach einem Monat post
interventionem ist in allen gemessenen ROIs ein starker prozentualer Verlust der
Knochendichte zu beobachten. Dieser Abfall der Knochendichte verlauft allerdings nicht
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum linear, sondern zum Zeitpunkt t= 3 Monate
ist ein deutlicher Riickgang des Knochendichteverlustes zu erkennen. Erst am Ende des
Beobachtungszeitraumes zeigen alle ROls einen erneuten Anstieg der Geschwindigkeit

des Knochendichteverlustes. AuRerdem fallt auf, dass der Verlust an Knochendichte
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auch im Verlauf unterschiedlich stark ausgepragt ist. Nach einem Monat erleidet die

Wirbelsaule den gréften Verlust mit 14%.

Prozentualer Verlust des BMD-Wertes aller ROI
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Abbildung 32: Verlauf des prozentualen Verlustes des BMD-Wertes der Diét-Gruppe. Die Prozentzahl ist
bezogen auf den jeweiligen Messzeitpunkt im Vergleich zum Ausgangswert (t= 0 Monate) der gemessenen
ROI. Die im ROI ,Wirbels&ule” (grtin) ermittelte Knochenmasse erleidet zuné&chst bis zum Zeitpunkt t= 3
Monate den gré6Bten prozentualen Verlust an Knochendichte. Die im ROl ,Femora* (beige) bestimmte BMD-
Wert nimmt bis zum Zeitpunkt t= 3 Monate vergleichsweise weniger stark ab, zeigt aber zu den spéteren
Messzeitpunkten den grél3ten prozentualen Verlust an Knochendichte. Im ROl ,gesamter Kérper” (blau) ist
der Verlust zu allen Zeitpunkten am geringsten ausgeprégt.

Der weitere auftretende Verlust an Knochendichte wird anschlieRend geringer und
betragt zum Zeitpunkt t= 3 Monate 15%, zum Zeitpunkt t= 12 Monate 20% und zum
Endzeitpunkt t= 14 Monate 24%. Die beiden Femora verlieren nach einem Monat 10%
und nach drei Monaten 11% Knochendichte. Besonders beachtet werden muss der
darauffolgende Abfall der Knochendichte, der von 11% ausgehend, zum Zeitpunkt t= 12
Monate 28% und zum Zeitpunkt t= 14 Monate 33% betragt. Zu diesen Zeitpunkten
zeigen die Femora auRerdem mit insgesamt 33% die starkste prozentuale Abnahme der
Knochendichte aller gemessenen ROI. Etwas aulRen vor steht der ermittelte prozentuale
Verlust an Knochendichte des ROI ,gesamter Kérper®, der zu allen Zeitpunkten am

geringsten ausgepragt ist (t= 1;3 Monate 8%, t= 12 Monate 16% und t= 14 Monate 23%).

-51-



ERGEBNISSE

3.1.5 Sham-Gruppe: BMD-Wert im Verlauf

Prozentualer Verlauf des BMD-Wertes aller ROI
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Abbildung 33: Vergleich des Verlaufes der prozentualen Verlustwerte des BMD-Wertes der verschiedenen
ROI der Sham-Gruppe. Die Prozentzahl ist bezogen auf den jeweiligen Messzeitpunkt im Vergleich zum
Ausgangswert t= 0 Monate. Verglichen werden die ROls ,gesamter Kérper“ (blau), ,Wirbelsdule“ (griin) und
Femora” (beige). Gemeinsam ist bei allen ROI ein deutlicher Zuwachs des BMD-Wertes bis zum Zeitpunkt
t= 3 Monate zu beobachten. Der Effekt der langen Standzeit macht sich dadurch bemerkbar, dass in allen
ROI nach 12 Monaten ein Abfall der Knochendichte zu erkennen ist. Im ROl ,Femora*“ist der gré8te Zuwachs
von insgesamt 25% an Knochendichte zu beobachten, besonders deutlich erkennbar bei Betrachtung des
Zeitpunktes t= 12 Monate.

Dem erheblichen Verlust an Knochenmasse innerhalb der Diat-Gruppe sollen nun auch
eine differenzierte Betrachtung und ein Vergleich der gemessenen ROIs der Sham-
Gruppe folgen (Abbildung 34). Zum einen ist so eine Gegenuberstellung zur Diat-Gruppe
madglich und zum anderen soll der Effekt der langen Standzeit auf die Knochenmasse
der verschiedenen ROIs untersucht werden. Wie auch bei der Diat-Gruppe werden die
bereits bekannten ROIls ,gesamter Kérper®, ,Wirbelsaule* und ,Femora“ miteinander

verglichen.

Nach einem Monat post inferventionem ist ein deutlicher Anstieg der Knochendichte
innerhalb aller ROl zu beobachten (,gesamter Kérper‘ 5%, ,Wirbelsdule* 6% und
.Femora“ 9%), der sich bis zum Zeitpunkt t=3 Monate weiter fortsetzt (,gesamter Kérper®
12%, ,Wirbelsaule 14% und ,Femora“15%). Anschlie®end verlangsamt sich der Anstieg
fur die ROIs ,Wirbelsaule® und ,gesamter Kérper”. Ausnahme stellt hier ,Femora“ dar,

wo ein weiterer Anstieg von 15% auf 25% bezogen auf den Ausgangswert bis zum
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Zeitpunkt t=12 Monate zu beobachten ist. Zum Ende des Versuchszeitraums verlieren
bezogen auf den Ausgangswert alle ROl gemeinsam an Knochendichte (,gesamter
Kérper® 11%, ,Wirbelsdule* 8% und ,Femora“ 20%), sodass die lange Standzeit der
Ratten einen Effekt auf die Knochendichte zu haben scheint. Beim Vergleich des ROls
,Femora“ von Diat-Gruppe und Sham-Gruppe fallt auf, dass bei der Diat-Gruppe dort mit
33% der starkste Verlust an Knochendichte zu verzeichnen ist, wahrend bei der Sham-
Gruppe hier ein deutlicher Zuwachs von 25% bis zum Zeitpunkt t=12 Monate und
anschlielend beim Zeitpunkt t=14 Monate nur ein schwacher Verlust um 5

Prozentpunkte zu beobachten ist.

3.1.6 Osteodensitometrie Rattenkorper: Bone Mineral Content (BMC)

Der BMC (Bone Mineral Content) dient als wichtiger Marker fur das Knochenwachstum,
da er im Gegensatz zum BMD keine Flachendichte, sondern den absoluten
Mineralgehalt widerspiegelt. Aus diesem Grund soll das Hauptaugenmerk auf den ROI
.,gesamter Korper‘ gelegt werden. Der Vergleich der Uber allen ROI ermittelten

Mittelwerte bezuglich des BMC lasst fir den Zeitpunkt t=0 keinen signifikanten

BMC (Bone Mineral Content) gesamter Kérper
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Abbildung 34: Box-Plot der BMC-Mittelwerte des gesamten Kérpers der Sham-Gruppe (blau), Diédt-Gruppe
(griin) und der Steroid-Gruppe (rot). Der Startzeitpunkt ist homogen. Der BMC-Wert der Sham-Gruppe legt
kontinuierlich liber die Versuchszeit zu. Der BMC-Wert der Di&t-Gruppe steigert sich bis zum Zeitpunkt t= 3
Monate unwesentlich und nimmt danach ab. Der BMC-Wert der Steroid-Gruppe steigt langsamer als der
BMC-Wert der Sham-Gruppe.
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Unterschied beobachten (Abbildung 35). Die Ausgangswerte zeigen sich homogen. Im
weiteren Verlauf steigt der BMC jeweils bezogen auf den Ausgangswert fir die Sham-
Gruppe nahezu linear an (t= 3 Monate p= 0,01; t= 12 Monate p<0,001) und erreicht
seinen Spitzenwert mit einer Zunahme des BMC von 5,49 fiir t=14 Monate (p<0,001). Im
Gegensatz dazu zeigt die Diat-Gruppe bezlglich des BMC in den ersten 3 Monaten
einen relativ konstanten Wert, der aber zu den spateren Zeitpunkten t=12 und t=14
Monate deutlich abnimmt (signifikanter Unterschied zwischen t=3 Monate und t=14
Monate mit p= 0,002). Bereits zu dem Zeitpunkt t=1 Monat bestehen hochsignifikante
Unterschiede (p=0,01) zwischen der Sham-Gruppe und der in der Knochenmineralgehalt
deutlich schwacheren Diat-Gruppe. Die Steroid-Gruppe lasst sich analog zum BMD
wieder zwischen der Sham-Gruppe und der Diat-Gruppe einordnen. Zum Zeitpunkt t=1
Monat Iasst sich hier im Gegensatz zur Diat-Gruppe kein signifikanter Unterschied im

BMC-Wert im Vergleich zur Sham-Gruppe messen (p= 0,606).

3.1.7 Zusammenfassung der Osteodensitometrie-Ergebnisse

Die dargestellten Ergebnisse rechtfertigen die Aussage, dass es durch Ovarektomie und
defizitare Diat zu einem erheblichen Verlust von Knochenmasse und Knochendichte
gekommen ist. Bereits nach einem Monat kommt es in der Diat-Gruppe zu signifikanten
Verlusten von BMD und BMC im Vergleich zur Sham-Gruppe. Auch nach langerer
Standzeit aggraviert diese Einbuf’e. Dabei zeigen beide Femora hier die grofte

Empfindlichkeit auf die durchgefuhrte Intervention.

Des Weiteren wird bei der Sham-Gruppe nach 14 Monaten ein Rickgang der
Knochendichte in allen ROl beobachtet. Hieraus ergibt sich, dass die lange Standzeit
ebenfalls einen Effekt auf die Knochenmasse hat. Dennoch hatte die Sham-Gruppe zu

allen Messzeitpunkten ab einem Monat eine héhere Knochendichte als die Diat-Gruppe.

3.2 Histomorphometrie

Die histomorphometrische Analysen der Rattenknochen wurden ex vivo anhand von HE-
Schnitten durchgefuhrt. Dabei wurden das Femur und der dritte Lendenwirbelkdrper
untersucht. Besonderes Augenmerk wurde bei der histomorphometrischen Analyse auf
die Trabekelflache gelegt. Als Ausgangswert diente eine Kontrollgruppe von 10 Tieren,
die ohne Behandlung euthanasiert wurde. Zu den Zeitpunkten 3, 12 und 14 Monate

wurden Praparate der Sham-Gruppe und Diat-Gruppe gewonnen und analysiert. Fir die
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Steroid-Gruppe standen lediglich Praparate fiir den Zeitpunkt t=3 Monate zur Verfligung.
Alle Praparate wurden mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

3.2.1 Deskriptive Histologie der Kontroll-Gruppe

Die Tiere der Kontroll-Gruppe wurden direkt nach der Einstallung euthanasiert und das
Femur sowie der dritte Lendenwirbelkdrper flr die Histologie vorbereitet. Die Kontroll-
Gruppe soll als Ausgangspunkt dienen, an der der Effekt der Behandlung der anderen
Gruppen verglichen werden soll. Bei der Betrachtung der H.E. gefarbten Schnitte vom
linken Femur und dritten Lendenwirbelkérper ist zunachst eine korrekte Farbung des
Praparates zu erkennen (Abbildung 36). Die Trabekel und die Kompakta farben sich
eosinophil (magenta), wahrend sich die zellularen Anteile besonders im Knochenmark
basophil (blauviolett) anfarben. Osteoid und die Epiphysenfuge stellen sich in violetter
Farbe dar. Bei Betrachtung des Knochenstatus sind eine starke und kraftige Kompakta
und ein dichtes regular verzweigtes Trabekelwerk zu erkennen. Die Kontroll-Gruppe

zeigt also einen gesunden regelrechten Knochenstatus.

Kontroll-Gruppe: Startzeitpunkt, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkérper

A

Abbildung 35: H.E. Farbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B) der
Kontroll-Gruppe zum Startzeitounkt. Zusammengesetztes Bild aus mehreren Einzelfotos aufgenommen in
x5 VergréBerung. Die Kontrollgruppe erfuhr keine Behandlung und dient als Ausgangspunkt fiir den
Vergleich mit den Préparaten der Versuchsgruppe. Sowohl beim Femur als auch beim Wirbelkérper sind
eine starke Kompakta (K) und ein dichtes Trabekelwerk (T) zu erkennen. Da es sich um Jungtiere handelt,
ist eine Epiphysenfuge in Abbildung 36 A (E) zu sehen. Insgesamt handelt es sich hierbei um einen
gesunden Knochenstatus.
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3.2.2 Deskriptive Histologie der 3 Monatsgruppen

Nach drei Monaten wurden jeweils 10 Ratten der Sham-Gruppe, Diat-Gruppe und
Steroid-Gruppe euthanasiert und wieder das linke Femur und der dritte
Lendenwirbelkdrper fiir die Histologie vorbereitet. Gefarbt wurden die Praparate mit
Hamatoxylin-Eosin.

3.2.2.1 Sham-Gruppe

Bei Betrachtung des proximalen Femurs der Sham-Gruppe nach 3 Monaten zeigt sich
eine starke Kompakta und ein gesundes dichtes Trabekelwerk mit regelhaftem
Knochenmark (Abbildung 37). Die Trabekel sind im Bereich des Femurhalses anhand
der trajektoriellen Linien ausgerichtet und untereinander dicht verzweigt. Beim
Wirbelkérper hat sich die Kompakta im Vergleich zur Kontroll-Gruppe bei weiterhin
bestehenden dicht verzweigtem Trabekelwerk verstarkt. Die Epiphysenfuge des
Trochanter majors hat sich bereits verschlossen, wahrend die Epiphysenfuge des
Femurkopfes weiterhin besteht. Die Epiphysenfuge des Femurkopfes hat sich allerdings
im Vergleich zur Kontroll-Gruppe verschmalert. Insgesamt ist nach 3 Monaten in der

Sham-Gruppe ein gesunder Knochenstatus zu beobachten.

Sham-Gruppe: Zeitpunkt 3 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkérper

Abbildung 37: H.E. Férbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B)
der Sham-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate. Zusammengesetzt aus Einzelfotos aufgenommen in x5
VergréBerung. Beim proximalen Femur sind eine starke Kompakta (K) und ein gesundes dichtes
Trabekelwerk (T) mit regelhaftem Knochenmark (KM) zu erkennen. Die Epiphysenfuge (E) des Trochanter
majors ist bereits verschlossen. Die Epiphysenfuge des Femurkopfes besteht weiterhin und hat sich im
Vergleich zum Zeitpunkt t= 0 Monate verschmélert. Beim WirbelkGrper hat sich die Kompakta verstarkt und
das Trabekelwerk bleibt weiterhin dicht und regelméBig. Insgesamt handelt es sich hierbei um einen
gesunden Knochenstatus.
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3.2.2.2 Diat-Gruppe

Bei Betrachtung des proximalen Femurs der Diat-Gruppe nach 3 Monaten zeigt sich eine
im Vergleich zur Sham-Gruppe verschmalerte Kompakta (Abbildung 38). Die Struktur
der Trabekel erscheint aufgelockerter und ungeordneter. Die Trabekel sind weiterhin
anhand der trajektoriellen Linien organisiert. Die Epiphysenfugen des Trochanter majors
und des Femurkopfes sind noch nicht verschlossen. Beim 3. Lendenwirbelkdrper ist
ebenfalls eine dinnere Kompakta zu erkennen, bei einem deutlich aufgelockerten
Trabekelwerk. Dabei fallt besonders auf, dass die Trabekel untereinander weniger
verzweigt sind als bei der Sham-Gruppe zum gleichen Versuchszeitpunkt.

Diat-Gruppe: Zeitpunkt 3 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

A

Abbildung 36: H.E. Farbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B) der
Diét-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate. Zusammengesetzt aus Einzelfotos aufgenommen in x5 Vergré3erung.
Die Kompakta (K) hat sich im Vergleich zur Sham-Gruppe etwas verschmélert, die Struktur der Trabekel (K)
scheint ungeordneter und aufgelockerter. Epiphysenfuge (E) von Trochanter major und Femurkopf sind noch
nicht verschlossen.

3.2.2.3 Steroid-Gruppe

Nach 3 Monaten zeigen sich im proximalen Femur und im 3. Lendenwirbelkdrper bei der
Steroid-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe eine deutlich verschmalerte Kompakta
bei einem ausgediinnten Trabekelwerk (Abbildung 39). Des Weiteren ist eine Verfettung
des Knochenmarkes zu beobachten, bei der die zellularen Anteile des Markraumes
weitestgehend durch Fettzellen verdrangt worden sind. Im Vergleich zu den anderen 3
Monatsgruppen ist in dieser Gruppe Trabekelwerk am dinnsten.
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Steroid-Gruppe: Zeitpunkt 3 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

A

Abbildung 37: H.E. Farbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B)
der Steroid-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate. Zusammengesetzt aus Einzelfotos aufgenommen in x5
VergréBerung. Beim proximalen Femur ist eine Auflockerung der Trabekel (T) zu erkennen. Die zelluldren
Anteile des Markraumes (KM) wurden durch Fettzellen verdrdngt. Beim Wirbelkérper sind ebenfalls
Verfettung des Knochenmarkes (KM) und eine Rarefizierung der Trabekel (T) zu beobachten.

3.2.3 Deskriptive Histologie der 12 Monatsgruppen

Nach 12 Monaten wurden jeweils 10 Ratten der Sham-Gruppe und Diat-Gruppe
euthanasiert und wieder das linke Femur sowie der dritte Lendenwirbelkdrper fiir die

Histologie vorbereitet. Gefarbt wurden die Praparate mit Hamatoxylin-Eosin.

3.2.3.1 Sham-Gruppe

Bei Betrachtung des proximalen Femurs der Sham-Gruppe nach 12 Monaten zeigt sich
weiterhin eine kraftige Kompakta bei einem verzweigten und dichten Trabekelwerk
(Abbildung 40). Die Epiphysenfuge des Trochanter majors hat sich verschlossen. Im
Knochenmark finden sich nur vereinzelt Fettzellen. Auch beim dritten
Lendenwirbelkdrper beobachtet man ein dichtes Trabekelwerk, welches in Richtung der
axialen Belastung ausgerichtet ist. Allerdings sind die Trabekel im Vergleich zum

Zeitpunkt t= 3 Monate etwas dinner geworden.

Zusammenfassend beobachtet man nach 12 Monaten im proximalen Femur und im

dritten Lendenwirbelkdrper einen gesunden Knochenstatus.
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Sham-Gruppe: Zeitpunkt 12 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

A

Abbildung 38: H.E. Férbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B) der
Sham-Gruppe zum Zeitpunkt 12 Monate. Beim Femur ist eine héufig verzweigte dichte Trabekelstruktur (T)
besonders im Trochanter zu erkennen. Das proximale Femur wurde bei der Prédparation beschédigt. Beim
Wirbelkérper ist das Trabekelwerk ebenfalls sehr dicht und héufig verzweigt und in Richtung der axialen
Belastung ausgerichtet. Insgesamt sind die Trabekel im Vergleich zum Zeitpunkt t= 3 Monate etwas diinner
und weniger geworden.

Bei der Betrachtung des proximalen Femurs der Diat-Gruppe nach 12 Monaten zeigt
sich im Vergleich zur Sham-Gruppe eine deutliche Verdickung der Trabekel bei fast
vollstandiger Verdrangung des Markraumes. Die Struktur der Trabekel ist gestort und
die typische Schwammstruktur des spongiésen Knochens ist kaum noch zu erkennen.
Die Ausrichtung des Trabekelnetzwerkes folgt nicht den trajektoriellen Linien. Wie in
Abbildung 41 (A) zu erkennen ist, es bei der Praparation des sehr empfindlichen
Knochens zum Bruch einzelner Trabekel gekommen. Bei der Vorbereitung des
proximalen Femurs flir die Histologie zeigt sich bereits makroskopisch ein weicher und

empfindlicher Knochen.

Die Trabekel des 3. Lendenwirbelkorpers der Diat-Gruppe haben sich nach 12 Monaten
rarefiziert und sind weniger verzweigt. Allerdings haben sich die wenig verbliebenen
Trabekel kompensatorisch verdickt. Die Kompakta ist im Vergleich zur Sham-Gruppe
deutlich verschmalert. Im Markraum des proximalen Femurs und des Lendenwirbel-
korpers sind nur vereinzelt Fettzellen zu finden. Dadurch, dass Ratten ein lebenslanges

GroRRenwachstum aufzeigen, sind in beiden Praparaten noch die Epiphysenfugen offen.
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Diat-Gruppe: Zeitpunkt 12 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

Abbildung 39: H.E. Farbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelk6rpers (B)
der Diat-Gruppe zum Zeitpunkt 12 Monate. Im Vergleich zum Zeitpunkt t= 3 Monate haben sich die Trabekel
(T) deutlich verdickt. Es ist kaum noch eine fiir den spongiésen Knochen typische Schwammstruktur zu
erkennen. Bei der Préparation der sehr empfindlichen Knochen ist es sogar zu einzelnen Trabekelbriichen
gekommen. Beim Wirbelkérper ist eine Rarefizierung der Trabekel (T) zu erkennen, die dafiir aber
kompensatorisch verdickt sind. Insgesamt sind die Trabekel weniger verzweigt.

3.2.4 Deskriptive Histologie der 14 Monatsgruppen

Nach 14 Monaten wurden jeweils 10 Ratten der Sham-Gruppe und Diat-Gruppe
euthanasiert und wieder das linke Femur und der dritte Lendenwirbelkorper fir die

Histologie vorbereitet. Gefarbt wurden die Praparate mit Hamatoxylin-Eosin.

3.2.4.1 Sham-Gruppe

Nach 14 Monaten ist weiterhin im proximalen Femur und im dritten Lendenwirbelkérper
der Sham-Gruppe ein dichtes Trabekelwerk bei starker Kompakta zu erkennen
(Abbildung 42). Im Vergleich zu den vorrangegangenen Zeitpunkten hat sich das
Trabekelwerk etwas aufgelockert. Im Wirbelkérperpraparat finden sich vereinzelnd

Fettzellen. Insgesamt ist der Knochenstatus gesund.
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Sham-Gruppe: Zeitpunkt 14 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

A

Abbildung 40: H.E. Farbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B)
der Sham-Gruppe zum Zeitpunkt 14 Monate. Beim Femur fallen eine starke Kompakta (K) und ein
regelméaBliges und dichtes Trabekelwerk (T) auf. Beim Wirbelkérper ist das Trabekelwerk (T) ebenfalls dicht
und héufig verzweigt. Im Vergleich zum Zeitpunkt t=12 Monate sind wenige Verénderungen zu erkennen.

3.2.4.2 Diat-Gruppe

Bei Betrachtung des proximalen Femurs der Diat-Gruppe nach 14 Monaten fallt analog
zu den Beobachtungen zum vorrangegangenen Zeitpunkt eine diinne Kompakta mit
einem strukturell gestérten Trabekelwerk auf (Abbildung 43). Die Trabekel sind
wucherartig verandert und verdrangen den Markraum ohne dabei einer trajektoriellen
Ausrichtung zu folgen. Im Wirbelkérper ist die Rarefizierung der Trabekel weiter
vorrangeschritten. Darlber hinaus ist eine Verfettung des Knochenmarkes zu erkennen.
Bei der deskriptiven Histologie lasst sich flr das proximale Femur der Diat-Gruppe nach
14 Monaten zusammenfassen, dass es durch die Behandlung zu einer Ausdinnung der
Kompakta mit wucherartig veranderten trabekuldaren Netzwerk gekommen ist. Beim
Lendenkorperpraparat kommt es zu einer deutlichen Rarefizierung der Trabekel mit
kompensatorischer Verdickung derselben bei einer gleichzeitigen Verfettung des

Markraumes.
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Diat-Gruppe: Zeitpunkt 14 Monate, proximales Femur, 3. Lendenwirbelkorper

A

Abbildung 41: H.E. Férbung des linken proximalen Femurs (A) und des dritten Lendenwirbelkérpers (B)
der Diét-Gruppe zum Zeitpunkt 14 Monate. Beim Femur sind die Trabekel (T) in ihrer Struktur gestért. Es
findet keine trajektorielle Ausrichtung der Trabekel mehr statt und die Abgrenzung von Kompakta (K) und
Spongiosa féllt gerade am Oberschenkelhals schwer. Die wucherartig verénderten Trabekel (T) verdréngen
den Markraum (KM). Im Wirbelkérper ist eine Rarefizierung der Trabekel (T) zu erkennen. Die verbleibenden
Trabekel (T) sind kompensatorisch verdickt. Es ist eine Verfettung des Markraumes (KM) zu erkennen.

3.2.5 Analyse des Mineralisationsgrades des Osteoids

Zur Anfertigung der in dem Kapitel 3.2.6 Histomorphometrische Analyse der
Trabekelflache analysierten Praparate wurden die Paraffinschnitte vorher entkalkt,
sodass keine Aussage Uber den Mineralisationsgrad des Osteoids getroffen werden
kann. Aus diesem Grund wurden von Kossa Farbungen von Trabekeln des Femurs von
Sham- und Diat-Gruppe durchgefiihrt (Abbildung 44). In der Versilberung nach Kossa
farbt sich die mineralisierte Knochengrundsubstanz schwarz und das unmineralisierte
Osteoid magentafarben. Nach 3, 12 und 14 Monaten zeigen sich die Trabekel der Sham-
Gruppe vollstdndig mineralisiert. In der Diat-Gruppe kann nach 3 Monaten kein
Relevanter Unterschied bezlglich des Mineralisierungsgrades der
Knochengrundsubstanz festgestellt werden. Zu den Zeitpunkten 12 und 14 Monaten
zeigt sich jedoch zunehmend eine unvollstandig mineralisierte Knochengrundsubstanz
bei kompensatorisch verdickten Trabekeln dar.
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Abbildung 42: Von Kossa Farbung von Trabekeln des Femurs von Sham-Gruppe und Di&t-Gruppe nach
3, 12 und 14 Monaten Standzeit. Mineralisierte Knochengrund-substanz wird schwarz dargestellt, wdhrend
unvollstédndig mineralisiertes Osteoid magenta angeférbt ist. Nach 12 und 14 Monaten zeigen sich die
Trabekel der Di&t-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe verdickt aber unvollstédndig mineralisiert. Diese
osteomalatisch verdnderten Bereiche erkldren sich durch die defizitdre Didt mit dem daraus resultierenden
Kalzium- und Vitamin D Mangel.

3.2.6 Histomorphometrische Analyse der Trabekelflache

Die deskriptive Histologie hat bereits die Veranderungen des Knochenstatus
aufgegriffen, die jetzt weiter histomorphometrisch analysiert und statistisch ausgewertet
werden soll. Im Vordergrund steht hierbei der Vergleich der Trabekelflache in Prozent,
da diese standardisiert und reproduzierbar durch die bereits im Kapitel 2.4.4

halbautomatische Analyse mit GIMP (S. 40) vorgestellte Methode ermittelt werden kann.

3.2.6.1 Histomorphometrie: Proximales Femur

Zum Startzeitpunkt zeigt die Kontrolle einen prozentualen Anteil der Trabekelflache von
ca. 42%. Nach drei Monaten post interventionem, wo bereits im DXA ein deutlicher Abfall
der Knochendichte zu beobachten war, ist auch in der Histomorphometrie ein
signifikanter Abfall der Trabekelflache in der Diat-Gruppe auf 36% (p= 0,044) und in der
Steroid-Gruppe auf 32% (p= 0,028) im Vergleich zur Sham-Gruppe zu beobachten
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Histomorphometrie: Proximales Femur
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Abbildung 43: Prozentuale Bestimmung der Trabekelfliche des proximalen Femurs der Kontroll-Gruppe
(grau), Sham-Gruppe (blau), Didt-Gruppe (griin) und Steroid-Gruppe (rot). Zum Startzeitpunkt machen die
Trabekel ca. 40% der Fldche des Markraumes aus. Zum Zeitpunkt t= 3 Monate zeigt die Sham-Gruppe
signifikant die héchste prozentuale Trabekelfldche, wéhrend die Steroid-Gruppe die niedrigste prozentuale
Trabekelflache aufweist. Besonders auffallend ist der deutliche Anstieg der Trabekelfliche zum Zeitpunkt
t= 12 Monate innerhalb der Di&t-Gruppe, die signifikant h6her ist als die der Sham-Gruppe. Zum Zeitpunkt
t= 14 Monate gleicht sich dieser Unterschied wieder etwas aus.

(Abbildung 45). Die Steroid-Gruppe hat hier die niedrigste Trabekelflache. Zum Zeitpunkt
t= 12 Monate fallt besonders der signifikante (p= 0,048) Anstieg der Trabekelflache von
36% auf 50% in der Diat-Gruppe auf. Als Reaktion auf die Rarefizierung der Trabekel
zum Zeitpunkt t=3 Monate zeigen die weniger vorhandenen Trabekel nun als
Kompensation ein deutliches Dickenwachstum. Dieser Befund deckt sich ebenfalls mit
den aus der deskriptiven Histologie gewonnenen Erkenntnissen.

Zum Zeitpunkt t= 14 Monate gleicht sich dieser Unterschied etwas aus, wobei der
Mittelwert der Diat-Gruppe (43%) immer noch groRer ist als der der Sham-Gruppe (41%).
Allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant (p= 0,363).
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3.2.6.2 Histomorphometrie: 3. Lendenwirbelkérper

Zum Startzeitpunkt zeigt die Kontroll-Gruppe fir den dritten Lendenwirbelkdrper eine
prozentuale Trabekelflache von ca. 38% (Abbildung 46). Nach drei Monaten zeigt die
Sham-Gruppe mit 34% signifikant (p= 0,032) die héchste prozentuale Trabekelflache im
Vergleich zur Diat-Gruppe (30%) und Steroid-Gruppe (22%). Die Steroid-Gruppe zeigt
hier die niedrigste prozentuale Trabekelflache. Nach 12 Monaten ist auch, wie beim

Femur, in der Diat-Gruppe eine signifikant héhere (p= 0,002) Trabekelflache gemessen

worden.
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Abbildung 44: Prozentuale Bestimmung der Trabekelfldche des dritten Lendenwirbelkérpers der Kontroll-
Gruppe (grau), Sham-Gruppe (blau), Di&t-Gruppe (griin) und Steroid-Gruppe (rot). Zum Startzeitpunkt
machen die Trabekel 38% der Fldche des Markraumes aus. Zum Zeitpunkt t= 3 Monate zeigt die Sham-
Gruppe signifikant (p= 0,032) die héchste prozentuale Trabekelfldche, wéhrend die Steroid-Gruppe wie
auch beim Femur die niedrigste prozentuale Trabekelfldche aufweist. Zum Zeitpunkt t= 12 Monate zeigt die
Diat-Gruppe wie beim Femur die signifikant (p= 0,002) h6chste prozentuale Trabekelflache. Zum Zeitpunkt
t= 14 Monate gleicht sich dieser Unterschied auch hier wieder etwas aus.

Wie auch beim Femur passen die gewonnenen Erkenntnisse zu den Befunden der
deskriptiven Histologie, wo ein Dickenwachstum der im Vergleich zur Sham-Gruppe
weniger vorhandenen Trabekel zur Kompensation stattfindet. Zum Zeitpunkt t= 14

Monate gleichen sich die Trabekelflachen von Sham-Gruppe (30%) und Diat-Gruppe
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(28%) wieder etwas an, wobei der Mittelwert der Sham-Gruppe (30%) etwas grof3er ist
(p= 0,546). Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant. Besonders zu erwahnen
ist, dass die Diat-Gruppe im Zeitraum von 12 bis 14 Monate an Trabekelflache verliert
(p=0,07).

3.2.7 Zusammenfassung: Histomorphometrie

Beim Vergleich der Histomorphometrie des proximalen Femurs mit dem drittem
Lendenwirbelkérper fallen Parallelen auf. Zum Startzeitpunkt zeigen beide
Kontrollgruppen mit 42% und 38% ahnlich hohe prozentuale Anteile der Trabekelflache.
Zum Zeitpunkt t= 3 Monate zeigen beide Messorte eine Analogie beziglich des Anteils
der Trabekelflache: allen voran die Sham-Gruppe mit der signifikant (p= 0,032) héchsten
Trabekelflache gefolgt von der Diat-Gruppe, die die signifikant (p= 0,032) niedrigere
Trabekelflache aufweist. Schlusslicht ist die Steroid-Gruppe mit der am niedrigsten
gemessenen Trabekelflache. Besonders erwahnenswert sind die Ergebnisse zum
Messzeitpunkt t= 12 Monate. Hier zeigt die Diat-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe
bei beiden Messzeitpunkten eine signifikant (p= 0,002) héhere Trabekelflache. Die
deskriptive Histologie zeigt eine Rarefizierung der Trabekel mit kompensatorischer
Verdickung, sodass letztendlich in der histomorphometrischen Analyse mehr
prozentuale Trabekelflache gemessen werden konnte. Zum Zeitpunkt t= 14 Monate
scheinen sich jedoch die verdickten Trabekel wieder auszudlinnen, sodass die
histomorphometrische Analyse eine Angleichung der Sham-Gruppe und Diat-Gruppe

ergibt.
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4 Diskussion

Der demographische Wandel unserer alternden Gesellschaft schreibt der Krankheit
Osteoporose wachsende Bedeutung zu. Um fir Osteoporose gefahrdete oder bereits
erkrankte Patienten auch in Zukunft eine gute Lebensqualitat zu ermdglichen, sind neue
Mdglichkeiten sowohl in Pravention als auch der Therapie des frakturierten systemisch
erkrankten Knochens dringend notwendig. Leider ist verhaltnismaRig wenig Uber die
Pathophysiologie der Osteoporose oder Frakturheilung im osteoporotischen Knochen
bekannt. Fur die Entwicklung neuer Medikamente und Werkstoffe ist eine Erforschung
im Tiermodell unerlasslich. Es gibt einige Tiermodelle mit unterschiedlichen Ansatzen,
doch es existiert bisher noch kein definitiv etabliertes, durch verschiedene Methoden
gesichertes und reproduzierbares Tiermodell. Schwerpunkt der Diskussion ist die
Evaluierung des in der tierexperimentellen Arbeit genutzten Kleintiermodells durch DXA-

Messung und histomorphometrische Analysen.

4.1 Ovarektomierte Ratte in Kombination mit einer defizitaren Diat als
Modell der postmenopausalen Osteoporose

Zundachst soll dargelegt werden, warum sich die ovarektomierte Ratte in Kombination mit
einer defizitdren Diat zur Induktion eines Zustandes besonders eignet, der einer
postmenopausalen Osteoporose beim Menschen sehr nahekommt. Dabei sollen
ebenfalls die Vorziige der Ratte als Spezies im Kleintiermodell zur Osteoporoseinduktion
hervorgehoben werden, sowie die Mdglichkeiten, den erreichten osteoporotischen
Knochenstatus durch DXA, klassische Lichtmikroskopie und Histomorphometrie zu

sichern.

Tiermodelle zur Erforschung der Osteoporose

Die Erforschung der Osteoporose stellt viele Tiermodelle vor einige Schwierigkeiten, da
nach dem derzeitigen Kenntnisstand eine senile und postmenopausale Osteoporose als
Erkrankung in dieser Haufigkeit nur den Menschen betrifft. Der Grund hierfir liegt
wahrscheinlich in der im Vergleich zu Tieren {berproportional angestiegenen
menschlichen Lebenserwartung und darin, dass viele Tiere nicht in die Menopause
kommen, sondern ihren Sexualzyklus bis zum Tod fortsetzten [Thompson et al 1995].
Um also im Tier einen mit einem humanen osteoporotischen Knochenstatus
vergleichbaren Zustand zu induzieren, bendtigt es drastischer Malkhahmen wie einer

Ovarektomie, defizitdren Diat und der Applikation von Glukokortikoiden.
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Bei der Auswahl eines passenden Tiermodells ist eine sichere Reproduzierbarkeit der
Erkrankung nach humanem Vorbild von héchster Wichtigkeit. Saugetiere zeigen bei der
Adaptierung ihrer Knochenqualitédt an die jeweilige Beanspruchung grundsatzlich zwei
Wege auf: bone modeling und bone remodeling. Im adulten menschlichen Skelett wird
die Knochenqualitat via bone remodeling angepasst, dabei sind Knochenformation und
Knochenresorption zeitlich und lokal in einer festen Sequenz aneinandergekoppelt. Im
Gegensatz dazu sind beim bone modeling diese beiden Prozesse der Resorption und
Formation voneinander unabhangig und laufen parallel tGber einen langen Zeitraum ab.
Bei der Auswahl eines angepassten Tiermodells muss also darauf geachtet werden,
welche Art der Knochenadaptation die vorliegende Spezies aufweist, wobei es durchaus
moglich ist, dass beim bone modeling im juvenilen Alter als hauptsachlicher Prozess

vorliegt und dann spater beim Heranwachsen in bone remodeling wechselt.

Die Auswahl des geeigneten Tiermodells muss demnach fir die formulierten Ziele der
Studie angepasst sein. Die Richtlinien der FDA (Food and Drug Administration) von 1995
schreibt zur Entwicklung neuer Medikamente und Therapien der Osteoporose, dass
keine Spezies allein wohl die vollstindige Charakteristik einer menschlichen
Osteoporose ausbilden wird. Die Richtlinie empfiehlt mindestens zwei Spezies (Kleintier
und  Groldtier) bezlglich  Knochenqualitdt bei der  Effektivitdt  neuer
Behandlungsmdglichkeiten zu testen. Als Kleintier empfiehlt die FDA die ovarektomierte
Ratte [Thompson et al 1995].

Die ovarektomierte Ratte als Modell der postmenopausalen Osteoporose

Die ovarektomierte Ratte ist auch aufgrund der Empfehlung der FDA das meist genutzte
Tiermodell zur Erforschung der Pathophysiologie der Osteoporose, sodass bereits sehr
viele Erkenntnisse Uber Physiologie und Pharmakologie in der Literatur zu Laborratten
existieren und in der Literatur und in den Laboren auf einen groRen Erfahrungsschatz

zuruckgegriffen werden kann.

Weibliche Ratten sind genauso wie Frauen polydstrisch, das heifdt, sie verfliigen Gber
eine Spontanovulation mit mehreren Sexualzyklen pro Jahr, die sie bis zum Tod
fortflhren. Um einen Vergleich mit der humanen Menopause zu erzielen, missen die
Tiere daher ovarektomiert werden. Dies schafft ahnliche hormonelle Verhaltnisse wie bei
der postmenopausalen Frau. Durch die Ovarektomie wird, wie Kalu 1991 zeigte, ein
Knochenmasseverlust hervorgerufen, der durch eine erhdhte Knochenresorption

aufgrund einer schwacheren Hemmung der Osteoklasten durch Ostrogene bedingt ist,
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wahrend die Knochenformation gleich bleibt. Dies entspricht der Situation einer

humanen postmenopausalen Osteoporose.

Der Knochenmasseverlust durch die Ovarektomie verlauft bei der Ratte laut Egermann
et al. 2005 biphasisch. Ein rapider Verlust von Knochenmasse ist bei der
ovariektomierten Ratte nach drei Monate zu beobachten, der sich anschlieRend auf
osteopenem Niveau stabilisiere [Wronski 1989; Egermann 2005]. Nach 9 Monaten setze
ein erneuter aber langsamerer ablaufender Knochenmasseverlust ein, der aber
insgesamt niedriger als beim Menschen ist. Wie Kalu 1991 und Duque 2011 zeigten, ist
der rapide Verlust von Knochenmasse zunachst auf den Verlust von trabekularen
Knochen zurlckzuflihren, da erst langere Standzeiten nach Ovariektomie einen
Knochenmasseverlust des kortikalen Knochens bedingen [Kalu 1991; Duque et al 2011].
Grynpas 2000 und Turner 2001 untersuchten dies genauer und stellten fest, dass das
Modell der ovariektomierten Ratte weitere Limitierungen erfahrt und dass es
Unterschiede im kortikalen und trabekularen Remodeling bei der Ratte gibt [Grynpas et
al 2000; Turner et al 2001]. In der Ratte finden sich im kortikalen Knochen nur wenige
Havers-Systeme mit BMU’s im Gegensatz zum trabekularen Knochen, wo nicht nur
aufgrund der grofRen Oberflache viele BMU's zu finden sind und so dort deutlich haufiger
ein Remodeling stattfindet. Resultat ist, dass der trabekuldare Knochen durch den
Ostrogenmangel deutlich empfindlicher und friiher als der kortikale Knochen mit einem

Knochenmasseverlust reagiert.

Dies entspricht grundsatzlich der Situation einer postmenopausalen Osteoporose beim
Menschen, wo laut Sornay-Rendu 2007 es ebenfalls zu einem Verlust von trabekularen
Knochenmasse kommt [Sornay-Rendu et al 2007]. Dennoch ist der allein durch
Ovariektomie bewirkte Knochenmasseverlust bei einer Ratte nicht so hoch wie beim
Menschen, sodass weitere Interventionen neben einer Ovariektomie nétig sind, um den

Knochenstatus einer humanen Osteoporose zu erreichen.

Das Skelett der Ratte zeigt die Besonderheit, dass Art und Weise der Knochenadaption
nach 3 bis 9 Monaten je nach Typus des Knochens wechseln. Ab einem Alter von 12
Monaten kann allerdings sicher davon ausgegangen werden, dass bone remodeling als
vorherrschender Prozess vorliegt. Kritisch betrachtet gibt es nur wenige Studien, die
dieses Faktum bei der Induktion der Osteoporose bei der Ratte beachten. Viel haufiger
wird mit den Interventionen begonnen, wahrend bone modeling noch als
vorherrschender Prozess vorliegt. Ein weiterer Unterschied zum Menschen ist, dass
Ratten die Mdoglichkeit des Langenwachstums von Knochen auch nach der
Geschlechtsreife noch lange beibehalten und sich die Wachstumsfugen erst sehr spat

oder sogar bei manchen langen Réhrenknochen sich Uberhaupt nicht schlielen, wie
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auch auf den H.E. gefarbten Knochenschnitten im Kapitel 3.2.1 Deskriptive Histologie
der Kontroll-Gruppe (S. 55) ebenfalls bei den in dieser Studie untersuchten Ratten zu
erkennen ist. Allerdings ist der Umfang dieses Wachstums bei der Ratte nicht sehr grof3,
sodass bei densitometrischen Untersuchungen keine Anpassung erforderlich ist
[Levolas 2008].

Vor- und Nachteile des Rattenmodelles im Vergleich zu anderen Speziesmodellen

Viele verschiedene Spezies wurden als Tiermodell flr die Erforschung der Osteoporose
eingesetzt wie zum Beispiel Schafe, Affen, Ziegen, Meerschweinchen, Ratten und
Mause [Egermann 2005]. Kleintiere wie die Ratte erfreuen sich zur Erforschung der
Osteoporose nicht nur wegen ihrer einfachen und kostengiinstigen Haltung grof3er
Beliebtheit, sondern auch wegen der im Vergleich zu Groftieren weniger grof3en
ethischen Bedenken. Des Weiteren kann ein mdglicher Einfluss von Umweltfaktoren
durch eine standardisierte Kéfighaltung sehr gering gehalten werden. Die Beliebtheit von
Kleintieren, insbesondere der Ratte, bewegte Firmen schon lange, durch spezielle
Zichtung entsprechende Tiere mit groRer genetischer Ahnlichkeit kommerziell
anzubieten. Nachteilig ist allerdings, dass aufgrund der kleinen Kdrpergrof3e weniger
interventionellen Mdglichkeiten zur Verfigung stehen und Probleme bei der Testung von

neuen Implantaten, Werkstoffen und Biomaterialien auftreten kénnen.

Fur die Erforschung der Osteoporose ist die Ratte geeignet, da aufgrund der
Korpergroflie im Vergleich zu Mausen viele verschiedene Methoden und Eingriffe bis
zum Setzten kinstlicher Knochendefekte zur Erforschung der Frakturheilung
durchflihrbar sind. Ein wesentlicher Vorteil bei Mausen ist jedoch zurzeit die Mdglichkeit
mit Hilfe von "Knock-out Mausen" bestimmte Gene auszuschalten, und so ein breites
Spektrum an Interventionen zu ermdglichen. Dem gegenuber steht jedoch die
eingeschrankte Lebenserwartung von Knock-Out Mausen [Matsushita 1986], sodass
Schwierigkeiten auftreten konnen, Uberhaupt ein ausreichendes Skelettalter zu
erreichen. Allerdings bestehen aufgrund der Kérpergrofie bei Kleintieren naturlich auch
Grenzen. Die kleinen Dimensionen bewirken eine hdhere Anfalligkeit fur
Ungenauigkeiten, sodass mitunter eine groRere Anzahl an Versuchstieren benétigt wird,
um statistische Unterschiede zu erfassen. Dennoch sind Eingriffe wie eine
intramedullare Schienung, Verplattung und sogar ein Fixateur externe madglich [Zhao
2009]. Kompliziertere Operationen, bei denen beispielsweise neue Werkstoffe oder
Materialen ausfihrlicher getestet werden sollen, bedirfen weiterhin eines

Groldtierversuches, da anatomische Gegebenheiten und mechanische Belastung
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erheblich ndher an die humanen Verhaltnisse herankommen. Aber auch hier kénnen
Erfahrungen, die im Kleintier Ratte gesammelt wurden, zum Teil auf ein Grotiermodell
Ubertragen werden und so sehr haufig einen wertvollen Beitrag zum Erfolg einer Studie

leisten.

Die defizitdre Diét als sinnvolle Ergdnzung zur Ovariektomie

Diatetische MalRnahmen sind ebenfalls ein wichtiges Werkzeug, um in Versuchstieren
einen osteoporotischen Knochenstatus zu induzieren. Sinnvoll sind Didten mit wenig
Kalzium, Vitamin D, Phosphat und ohne Phytodstrogene. Letztere kdnnen den Effekt
einer Ovariektomie abschwachen oder gar aufheben, da in kommerziell erhaltlichem
Tierfutter sehr haufig Sojaproteine mit besonders hohem Gehalt an Phytodstrogenen
verarbeitet werden [Harrison et al.1998]. Eine alleinige Diat bewirkt, wie Harrison 1960
zeigte, sowohl beim Menschen als auch beim Tier das Auftreten einer Osteomalazie,
sodass eine defizitdre Diat nur in Kombination mit anderen Mallnahmen zur
Osteoporoseinduktion sinnvoll scheint [Harrison 1960]. Zudem stellte Han et al. 1998
fest, dass eine alleinige Diat keine signifikante Auswirkung auf den BMD Wert ermittelt
durch Q-CT zu haben scheint [Han et al. 1998].

Die Kombination einer Ovariektomie mit einer defizitdren Diat ist eine etablierte
Intervention und entspricht in ihrer Auswirkung bei der Ratte der klinischen Situation
einer senilen und postmenopausalen Osteoporose beim Menschen [Bryére et al 2007].
Haufig tritt beim a&lteren Menschen neben dem physiologischen Abfall der
Sexualhormone zusatzlich durch Mangel an Sonnenlicht eine Hypovitaminose D auf
[Hyppdnen 2007 et al.]. Der Vitamin D Mangel bewirkt eine schwachere Resorption von
Kalzium in Darm und Nieren und wird haufig noch zusatzlich durch eine falsche
Ernahrung verstarkt, sodass altere Menschen haufig durch einen sekundaren
Hyperparathyreoidismus auffallen [Nordin 1997]. Um sich also dem Bild der humanen
Osteoporose anzunahern, ist die defizitare Diat bei der Ratte kein Kompromiss, sondern

eine sinnvolle Erganzung.

4.2 Sicherung des osteoporotischen Knochenstatus durch DXA

DXA als radiologisch-diagnostische Methode zum in vivo Monitoring und Sicherung des

osteoporotischen Knochenstatus

Nicht ohne Grund hat die WHO die Osteodensitometrie mittels DXA als Goldstandard

fur die Diagnose der Osteoporose festgelegt. Als preiswerte und ubiquitar verfliigbare
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Methode mit geringer Strahlenbelastung kann schnell in vivo eine Aussage Uber
Knochenstatus und -dichte gemacht werden. Schon seit geraumer Zeit gibt es grolde
Datenbanken mit reprasentativen  Stichproben, mit der die ermittelten
Knochenparameter des Patienten verglichen werden. Entscheidend hierbei ist, wie viele
Standardabweichungen die Knochendichte des Patienten von der Stichprobe abweicht.
Diese Abweichungen werden als T- und Z-Werte formuliert, wobei der T-Wert die
Standardabweichung im Vergleich zu jungen gesunden Frauen darstellt und der Z-Wert
die Standardabweichung zur gleichen Altersgruppe misst. 1994 definierte die WHO,

dass bei einem T-Wert kleiner als -2,5 die Diagnose Osteoporose gestellt wird.

Dual Energy X-ray absorptiometry (DXA): Mdéglichkeiten und Grenzen

DXA ist ein rontgendiagnostisches Verfahren bei dem zwei ROntgenstrahlen
unterschiedlicher Energie durch das zu untersuchende Gewebe gebracht werden und
anschlielend von einem Detektor erfasst werden. Réntgenstrahlen werden je nach
Harte (Energie) unterschiedlich vom Gewebe resorbiert, sodass je nach Gewebe eine
individuelle Restmenge der jeweiligen Réntgenstrahlung vom Detektor erfasst wird. Mit
entsprechender Software und Rechenleistung kann nun eine Aussage Uber die
Beschaffenheit und Dichte der Gewebe gemacht werden. Dabei wird wie bei einem
Standardréntgenbild ein zweidimensionales Bild erzeugt und die verschiedene Intensitat
der Grauténe spiegelt die Dichte der Gewebe wider. Des Weiteren kann durch die
Verwendung zweier ROntgenstrahlen verschiedener Harte zwischen einem
Weichteilfenster und einem Hartgewebefenster differenziert werden. Die
Strahlenbelastung ist dabei mit ungefahr 5—7 uSv sehr gering. Messorte sind entweder
der gesamte Korper oder die Regionen von groRer klinischer Relevanz, wie das
proximale Femur oder die Wirbelsdule. Der Ganzkoérperscan ermdglicht zudem
Aussagen Uber die Fett-, Muskel- und Knochenmasse und wird deswegen auch bei
ernahrungsmedizinischen Fragestellungen genutzt. Die Knochendichtemessung
bestimmter Regionen hat den Vorteil einer hdheren Auflésung, sodass auch im Rahmen
der Mdglichkeiten von DXA zwischen kortikalen und spongiésen Knochen differenziert
werden kann. Ergebnis einer Messung speziell bei der Diagnostik der Osteoporose ist
die Bone Mineral Density (BMD) mit der Einheit g/cm? (Fldchendichte), die anschlieRend
zum Mittelwert einer Stichprobe gesunder pramenopausaler Frauen in statistischen
Bezug gesetzt wird. Liegt der ermittelte BMD-Wert 2,5 Standardabweichungen unterhalb

dieses Mittelwertes, spricht man definitionsgemaf von einer Osteoporose.
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Maximale Knochendichte/ -masse und deren Regulation von Auf- und Abbau

Die Osteoporose ist als Erkrankung gekennzeichnet durch eine qualitative
Verschlechterung der Trabekel in ihrer Architektur sowie durch eine quantitative
Verminderung der Knochenmasse. Letztere kann ermittelt werden durch DXA und
definiert die Osteoporose als Abfall der Knochendichte um 2,5 Standardabweichungen
unter dem statistischen Mittelwert gesunder pramenopausaler Frauen [Kanis: WHO
1994]. Die Regulation von Auf- und Abbau von Knochenmasse steht unter vielen
intrinsischen und extrinsischen Beeinflussungsfaktoren. Besonders entscheidend ist die
in der Adoleszenz erreichte ,peak bone mass®, also die im Wachstum erreichte maximale
Knochenmasse. Der Mensch erreicht die maximale Knochendichte in einem Alter von
ca. 25-30 Jahren, die Ratte nach 6-9 Monaten. Dies entspricht auf die jeweilige
Lebenserwartung bezogen einen in etwa gleichen Lebenszeitpunkt. Danach schlief3t
sich bei beiden Geschlechtern ein zunachst physiologischer Verlust der Knochenmasse
im Bereich von ungefahr 1% jahrlich an. Unterschreitet die Knochenmasse einen
kritischen Punkt, die sog. Frakturschwelle, wird die Osteoporose klinisch manifest.
Demnach ist eine in jungen Jahren erreichte hohe maximale Knochendichte von
entscheidender Bedeutung, um das Risiko einer osteoporosebedingten Fraktur im Alter
zu verringern. Nach Erreichen der Menopause ist jedoch bei Frauen, hervorgerufen
durch den Abfall des Ostrogenspiegels, ein deutlich hdherer Verlust von Knochenmasse
mit 4% jahrlich zu beobachten, so dass gerade postmenopausale Frauen besonders
haufig von osteoporosebedingten Frakturen betroffen sind. Deshalb ist es fir beide
Geschlechter von essentieller Bedeutung, in jungen Jahren eine ausreichende maximale
Knochendichte zu erreichen, und diese zu erhalten. Neben genetischen Faktoren
spielen auch beeinflussbare Faktoren wie Bewegung und Ernahrung eine entscheidende
Rolle, wobei Zwillingsstudien [Dequeker 1987] darauf hinweisen, dass Umweltfaktoren
den grofieren Einfluss auf die Knochendichte haben [Duque 2011; Bartl 2011].

Herausforderungen bei der Osteodensitometrie mittels DXA im Kleintier

Wahrend sich beim Menschen DXA als preiswertes und schnell verfligbares Verfahren
zum Goldstandard zur Diagnose von Osteoporose entwickelt hat, birgt die DXA Messung
im Kleintier, bedingt durch die kleine KorpergroRe der Versuchstiere, neue
Herausforderungen. Yamauchi et al. zeigte 1997, dass DXA im Kleintier Ratte eine
wertvolle Methode darstellt, den Knochenstatus in vivo zu messen. Um trotz der
Kérpergrofe eine ausreichende Aufldsung zu garantieren, sollten die verwendeten DXA-

Gerate einen Kleintiermodus aufweisen. Die Vorteile des Kleintier DXA’s sind eine
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schnelle Messung in ca. 3-4 Minuten, die in vivo durchgefihrt werden kann, sodass keine
Euthanasie notwendig ist und die Versuchstiere liber einen langeren Zeitraum mehrmals
gemessen werden konnen. Da das Versuchstier wahrend der Messung immobilisiert
sein muss, ist eine Sedierung erforderlich, die aber insgesamt wenig Stress fir das Tier
bedeutet. Ein Nachteil von DXA ist, dass die ermittelten Bilder zweidimensional bleiben
und trotz des Kleintiermodus die Auflésung nicht hoch genug ist, um zwischen kortikalem
und spongiosem Knochen im Kleintier zu unterscheiden. Ein weiterer Nachteil ist, dass
bisher fir die Ratte keine ausreichend groRe Stichprobe vorhanden ist, um einen T-
Score zu generieren. Als Ausblick fur die Zukunft ware dieses aber ein zu I6sendes
Problem, wenn beispielsweise alle weltweit getatigten Messungen von Kontrolltieren in
einer Datenbank gesammelt und ausgewertet werden wuirden. Eine solche Datenbank
hatte groRen Mehrwert flr die Etablierung und Qualitatssicherung eines DXA gestutzten
Kleintiermodelles fir die Osteoporoseforschung. Zudem kdnnten theoretisch auch in
einigen Bereichen Kontrollgruppen nicht mehr notwendig sein, sodass Tiere verschont

und Kosten gespart werden kdnnten.

Vergleich von DXA mit anderen réntgendiagnostischen Verfahren: pQCT und uCT

Periphere quantitative Computertomographie (pQCT) und Mikro-CT (uCT) arbeiten nach
einem ahnlichen Prinzip: Rontgenstrahlen werden aus verschiedenen Winkeln durch das
Gewebe gebracht und so abgeschwacht sowie von einem Detektor erfasst und
anschlieBend von einem Computer in ein dreidimensionales Bild umgewandelt. Das
pQCT kann in vivo angewendet werden, erlaubt aber durch die niedrige Auflésung nur
schlecht eine Aussage uber den trabekuldaren Knochen, zeigt dafir aber niedrigere
Strahlenbelastung als das uCT. Das uCT kann ex vivo und in vivo angewendet werden,
wobei die Aufldsung der dreidimensionalen Pixel (Voxel) ex vivo héher ist als in vivo.
Nichtsdestotrotz ist die Aufldsung des in vivo Scans hoch genug, um bei der Analyse
zwischen kortikalem und spongiésem Knochen zu unterscheiden. Nachteil dieser relativ
neuen Methode ist die hohe Strahlenbelastung, die bei haufigen in vivo Messungen zu
Gewebsveranderungen fihren kénnte. Wie gravierend die Auswirkungen sind, ist

Bestandteil der aktuellen Forschung [Duque 2011].

-74 -



DISKUSSION

4.3 Sicherung des osteoporotischen postmenopausalen Knochenstatus
im Kleintiermodell der Ratte durch DXA

Das réntgendiagnostische Verfahren DXA hat sich in Klinik und Praxis als Goldstandard
durchgesetzt und vermag in vivo die Knochendichte mit niedriger Strahlenbelastung zu
ermitteln. Mit der Entwicklung von DXA-Geraten, die auch beim Kleintier eine gentigend
hohe Auflésung generieren, bietet sich die Mdglichkeit, speziell bei der Ratte ein

osteoporotisches Tierversuchsmodell zu etablieren.

Homogene Ausgangsituation als Grundlage fiir eine belastbare Verlaufsanalyse der

Knochendichteparameter

Ein qualitativ hochwertiges und belastbares Tierversuchsmodell muss darlegen, dass es
zum Startzeitpunkt vor jeglicher Intervention keinerlei Unterschiede beziiglich der
Knochendichteparameter zwischen den einzelnen Versuchsgruppen gibt. Um die
Qualitat des hier verwendeten Tierversuchsmodells zu unterstreichen, soll zunachst ein
Blick auf die initialen Knochendichteparameter geworfen werden. Zum Startzeitpunkt préa
interventionem lag der Ausgangswertes des BMD-Wertes in allen beobachteten ROI
gleich. Die Mediane der jeweiligen Gruppen liegen dicht beieinander und es finden sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Messung zum Startzeitpunkt soll eine gleiche
Ausgangsposition garantieren und mdgliche Verfalschungen und deren Auswirkungen
auf die spateren Messergebnisse aufdecken. Zudem liegt eine Normalverteilung mit
niedriger Streuung der Messergebnisse vor. Diese homogene Ausgangssituation wurde
durch strikte Randomisierung und gleiche Umweltbedingungen bei der Aufzucht der
Ratten erreicht und ermdglicht so den Grundstein fir eine valide und belastbare

Verlaufsanalyse der Knochendichteparameter.

Osteodensitometrisch gesicherter und zur humanen postmenopausalen Osteoporose

dquivalenter Knochenstatus im Kleintiermodell der Ratte

Ein Tierversuchsmodell, welches versucht, der humanen postmenopausalen
Osteoporose gerecht zu werden, sollte nicht nur quantitativ eine niedrige Knochendichte
aufzeigen, sondern auch in Dynamik und Lokalisation des Knochendichteverlustes mit
der humanen Situation bei einer Osteoporose Ubereinstimmen. Als Referenz soll an
dieser Stelle die Untersuchung der WHO von 2003 gewahlt werden, bei der die Inzidenz

von Frakturen in postmenopausalen Frauen untersucht wurde. Optimal ware eine
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quantitative und chronologische Analogie des Knochendichteverlustes im Tiermodell zur

Frakturinzidenz der postmenopausalen Frauen.

In der ovariektomierten Diatgruppe fallt der BMD-Wert nach einem Monat signifikant
(p>0,001) in allen beobachteten ROI ab. Prozentual am deutlichsten ist der Verlust in
der Wirbelsaule mit 14%. Hier scheinen Diat und Ovariektomie die hauptsachlich aus
trabekuldaren Knochen bestehende Wirbelsdule besonders zu betreffen.
Interessanterweise deckt sich diese Auffalligkeit mit Beobachtungen der WHO 2003
beim Menschen (Abbildung 11), bei der bei Frauen in der frihen Phase der
postmenopausalen Osteoporose besonders haufig Wirbelkdrperfrakturen auftreten
[WHO Technical Report Series 921 von 2003]. Am geringsten ist der prozentuale Verlust
bezogen auf den ROI ,gesamter Kérper*. Bei der Ganzkdrpermessung wird die Mehrheit
der gemessenen Knochenmasse durch den kortikalen Knochen bedingt, dessen
Mineralgehalt im kompletten Skelett groRer ist als der des trabekuldren Knochens.
Analog zur postmenopausalen Osteoporose scheint das in dieser Arbeit verwendete
Tierversuchsmodell mit einer Kombination aus Ovariektomie und Diat zunachst den

trabekularen Knochen zu betreffen.

Nach 3 Monaten post interventionem ist in allen gemessenen ROI ein dhnlicher BMD-
Wert gemessen worden. Das Rattenskelett in der Diatgruppe zeigt eine Stabilisierung
auf osteopenem Niveau und deckt sich so mit den Feststellungen Egermanns et al. 2005.

Die Unterschiede zur Sham-Gruppe bleiben signifikant (p>0,001).

Erst nach 12 Monaten ist ein erneutes Absinken des BMD-Wertes zu beobachten.
Allerdings ist dieser Verlust nicht in allen ROI gleich. Besonders die Femora verlieren
deutlich an Knochendichte und zeigen zu diesem Zeitpunkt den gréften prozentualen
Verlust bezogen auf den Ausgangswert 0 Monate. Auch hier deckt sich diese
Beobachtung mit den Analysen der WHO von 2003 und Beobachtungen von Riggs et al.
von 1995 und Cummings et al. von 2002, bei der zu spateren Zeitpunkten ein deutlicher
Anstieg der proximalen Femurfrakturen ermittelt wurde. Ebenfalls wurde auch ein
deutlicher Verlust von Knochendichte im ROI ,gesamter Kérper® gemessen, sodass
formuliert werden kann, dass Ovariektomie und Diat bei der Ratte nach 12 Monaten auch

zu einem deutlichen Verlust von Knochendichte im kortikalen Knochen fiihren.

Zum Endzeitpunkt 14 Monate post interventionem schreitet der Verlust von
Knochendichte in allen ROI weiter voran, im Vergleich zu den Zeitpunkten 3 und 12
Monate aber etwas schneller. Klinisch zeigten die Tiere im Vergleich zur Sham-Gruppe
Bewegungsarmut und Apathie, sodass von erneuten Messungen zu spateren
Zeitpunkten aus ethischen Gesichtspunkten Abstand genommen wurde. Die DXA-

Messungen zu dem Zeitpunkt 14 Monate zeigten bei einigen Tieren deutliche Skoliosen
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mit vorwiegend kyphotisch versteiften Brust- und Lendenwirbelsdulen, sodass diese
teilweise nicht gerade liegend gemessen werden konnten. Die durchgefiihrte
Intervention scheint auch die Tiere in ihrer tatsachlichen Lebensweise zu beeinflussen
und sie zeigen ein ahnliches Erscheinungsbild, wie an Osteoporose erkrankte
Menschen, die durch Knochenschmerzen und durch bereits aufgetretene schmerzhafte
Wirbelkérperfrakturen ebenfalls haufig einen verstandlichen Unwillen zur Bewegung

aufzeigen.

Zusammenfassend lasst sich formulieren, dass das Tiermodell eine quantitative und
dynamische Analogie des Knochendichteverlustes zur humanen postmenopausalen
Osteoporose zeigt. Eine Kombination aus defizitarer Diat und Ovariektomie fiihrt nach
dem durchgefiihrten bereits genannten Protokoll zu einem deutlichen Verlust von
Knochendichte. Dabei zeigt sich der Verlust zunachst am deutlichsten in der vorwiegend
aus trabekularen Knochen bestehenden Wirbelsdule und zum Endzeitpunkt der
Messung am groéfRten in den Femora. Die Ergebnisse zeigen dabei eine deutliche
Analogie zu den Beobachtungen der WHO bezlglich der Frakturinzidenz bei Frauen
nach der Menopause, wo zunachst Wirbelkérperfrakturen und spater proximale
Femurfrakturen auftraten. Dartber hinaus waren die Versuchstiere in ihrer Lebensweise
im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich beeinflusst. Das Tiermodell zeigt eine
quantitative und dynamische Analogie des Knochendichteverlustes zur humanen

postmenopausalen Osteoporose.

Senile Osteopenie im Kleintiermodell der Ratte gesichert durch DXA

Als Kontrolle zur Diat-Gruppe erhielt die Sham-Gruppe eine Sham-Operation nach
ahnlicher Vorgehensweise wie bei der Ovariektomie, um Stress und Belastung fir beide
Gruppen gleich zu halten. Dennoch stieg die Knochendichte in allen gemessenen ROI
einen Monat post interventionem signifikant an (p=0,029). Der beobachtete Anstieg
setzte sich nahezu linear bis zum Zeitpunkt 12 Monate fort. Nach 12 Monaten erreichte
die Sham-Gruppe ihre ,peak bone mass“ mit dem Zeitpunkt der maximalen
Knochendichte und zeigt keine Abweichungen bezuglich dieses Zeitpunktes zur Literatur
[Duque 2011]. Die ROI stiegen im Vergleich untereinander gleichmaflig an. Nach
weiteren zwei Monaten sanken die Mediane der gemessenen BMD-Werte in allen ROI
etwas ab, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,201). Dennoch
beschreibt diese Beobachtung den Beginn einer senilen Osteopenie, bei der durch den
physiologischen Alterungsprozess die Knochendichte im Laufe der Zeit abnimmt.

Extrapoliert man die Abnahme der Knochendichte, wiirde allerdings die dafiir benétigte

-77 -



DISKUSSION

Zeit bis zum Auftreten eines tatsachlich osteoporotischen Knochenstatus die

Lebenserwartung der Ratte tbertreffen.
BMC als Marker fiir das Knochenwachstum im Tierversuchsmodell

Der BMC (Bone Mineral Content) dient als wichtiger Marker fur das Knochenwachstum,
da er im Gegensatz zum BMD keine Flachendichte darstellt, sondern den absoluten
Mineralgehalt des Skelettes. Damit ist er aber abhangig von Korpergrofie und
Kdrpergewicht, stellt aber dennoch einen wertvollen Parameter zur Beurteilung des
Knochenstatus dar [Glastre et al. 1990]. Da hier besonders das ganze Skelett von
Interesse ist und sich zudem in den durchgeflihrten Analysen alle gemessenen ROIls
analog verhielten, sollen nur die Ergebnisse des ROls ,gesamter Kérper® dargestellt und

diskutiert werden.

Zu Beginn starten alle Gruppen homogen ohne signifikante Unterschiede. Analog zum
BMD ist in der Sham-Gruppe ein nahezu linearer Anstieg des BMC zu beobachten, mit
dem Unterschied, dass beim Vergleich des Endzeitpunktes, der Median beim BMC nicht
signifikant ansteigt, hingegen jedoch der BMD-Wert abnimmt. Dies ist damit zu erklaren,
dass bei Ratten die Wachstumsfugen nicht schliefen und diese ein lebenslanges
Wachstum zeigen [Levolas 2008]. Bei der Diat-Gruppe zeigt sich der BMC-Wert bis zum
Zeitpunkt 3 Monate homogen ohne signifikante Unterschiede der Zeitpunkte
untereinander, aber in Bezug zum steigenden Kérpergewicht kdnnen die Ratten lediglich
den Mineralgehalt konstant halten, sodass sich, wie der BMD-Wert zeigt, die
Mineralmasse auf ein grofieres Skelett verteilt. Erst zu den spateren Zeitpunkten sinken
die Mediane und zeigen den groRten signifikanten Unterschied zur Sham-Gruppe.
Ursachlich dafur ist wohimdglich der schon langer bestehende Vitamin D Mangel in
Kombination mit einer Hypokalzdmie, der bei den Ratten einen sekundaren
Hyperparathyreoidismus hervorgerufen hat, mit dem Versuch, die plasmatische
Kalziumhomdoostase auf Kosten des Knochens instand zu halten [Nordin 1997]. Zur
Verdeutlichung des Unterschiedes fallt bei der Betrachtung der jeweils erreichten
Mediane auf, dass der Median der Diat-Gruppe nur die Halfte des Medians der Sham-

Gruppe erreicht.

4.4 Qualitatssicherung des densitometrisch gesicherten Tiermodells

durch deskriptive Lichtmikroskopie

Die Osteodensitometrie mittels DXA ist ein wichtiger Blickwinkel, aus dem ein

Knochenstatus begutachtet werden muss, doch ersetzt sie gerade in der Forschung

-78 -



DISKUSSION

nicht klassische Methoden wie die Lichtmikroskopie, da hier Strukturen bis auf zellulare
Ebene verfolgt werden kénnen und durch spezielle Farbungen genaue Gewebsanalysen
mdglich sind. Zur weiteren Qualitatssicherung wurde deshalb in dieser Arbeit eine
lichtmikroskopische deskriptive Analyse der gleichen Versuchstiere ex vivo anhand von
HE gefarbten Schnitten durchgefiihrt. Untersucht wurden das Femur und der dritte

Lendenwirbelkorper.

,Osteoporomalazie” durch Kombination einer Ovariektomie und defizitdren Diat bei der
Ratte

Hypovitaminose D und Kalziummangel haben, wie viele Studien zeigen konnten, sehr
haufig drastische Auswirkungen auf den Knochenstatus beim Menschen [Nordin 1997;
Lips et al. 2001; Bryére et al. 2007]. Es liegt deswegen auf der Hand, bei dem Versuch
eine moglichst aquivalente Situation in der Ratte zu induzieren, zusatzlich zur
Ovariektomie eine defizitare Diat in Kombination einzusetzen. Besonderes Augenmerk
soll bei der folgenden deskriptiven Histologie auf die Kompakta, Trabekelflache sowie

das Knochenmark gelegt werden.

Nach einer Standzeit von drei Monaten zeigt sich im Vergleich zur Sham-Gruppe sowohl
im Femur als auch in der Wirbelsaule eine Rarefizierung der Trabekel, allerdings mit der
Besonderheit, dass die verbliebenen Trabekel verdickt sind. Die Sham-Gruppe zeigt
auch insgesamt ein deutlich feineres und quervernetzteres Trabekelwerk. Die
kompensatorische Verdickung der Trabekel erscheint kontraintuitiv, da in der Literatur
zusatzlich zur Rarefizierung auch von einer Ausdiinnung gesprochen wird [Morris et al.
1992; Laib et al. 2000; Yang et al. 2003]. Zu beachten ist, dass die vorliegenden
Paraffinschnitte demineralisiert sind und dementsprechend keine Aussage Uber den
Mineralisationsgrad der Knochenmatrix gemacht werden kann. Dennoch kann
lichtmikroskopisch von dem typischen Erscheinungsbild einer Osteoporose gesprochen

werden.

Nach einer Standzeit von 12 und 14 Monaten aggravierten die bereits beobachteten
Veranderungen weiter. Dazu sind vermehrt Adipozyten im Knochenmark zu finden. Im
Femur zeigen sich die Trabekel kompensatorisch derart verdickt, dass kaum noch ein
trabekulares Netzwerk auszumachen ist. Histologisch passt diese Erscheinung zu dem
Bild einer Osteomalazie mit dicken Trabekeln und einer nur unvollstandig mineralisierten
Knochengrundsubstanz. Zur weiteren Differenzierung kénnen H.E. gefarbte und
entmineralisierte Paraffinschnitte keine ausreichende Erkenntnis bringen, sodass El

Khassawna et al. 2013 weiterfihrende Untersuchungen mit der Anfertigung von ,von
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Kossa“ gefarbten Versilberungen durchfilhrte. Bei der von Kossa Farbung wird die
mineralisierte = Knochengrundsubstanz  schwarz  angefarbt, @ wahrend sich
unmineralisiertes Osteoid magenta darstellt. Als Ergebnis zeigten die von Kossa
gefarbten Praparate eine unvollstandig mineralisierte Knochengrundsubstanz nach 12
und 14 Monaten Standzeit [El Khassawna et al. 2013]. Diese Untersuchung deckt sich
mit Ergebnissen von Zhang 2009 und Govindarajan 2014, wo ovarektomierte und mit

einer defizitdren Diat behandelte Ratten eine vermehrte Kollagen | Synthese aufzeigten.

Durch die defizitare Diat litten die Ratten der Diat-Gruppe unter einem Kalzium- und
Vitamin D Mangel und entwickelten eine Osteomalazie mit einem sekundaren
Hyperparathyreoidismus. Kritisch betrachtet kdnnte nun angefiihrt werden, dass dieses
Erscheinungsbild, bestehend aus einer Mischkomponente aus Osteoporose und
Osteomalazie, dem humanen Phanotyp der Osteoporose nicht gerecht wird. Doch wie
Untersuchungen von Lips et al. 2001 gezeigt haben, gibt es eindeutige Evidenz dafir,
dass der alternde Mensch sehr haufig an einem Vitamin D Mangel in Kombination mit
einem sekundaren Hyperparathyreoidismus leidet, sodass insgesamt von einer
sinnvollen Anndherung an den humanen Phanotyp gesprochen werden kann [Lips et al.
2001]. Der ausgepragte osteomalatische Effekt der defizitaren Diat konnte mit dem
frihen Beginn der diatetischen Intervention erklart werden. Zu Beginn der Intervention
waren die Versuchstiere 14 Wochen alt und somit deutlich vor ihrer ,peak bone mass®,
welche ungefahr in einem Alter von 6 - 9 Monaten erreicht wird. Diesem Kritikpunkt kann
allerdings entgegengehalten werden, dass auch im jugendlichen Alter und sogar bei
Kindern eine Hypovitaminose D haufig ist, wie Untersuchungen von Ghada El-Hajj
Fuleihan et al. 2001, Rovner et al. 2008 und Mithal et al. 2009 zeigten. Hinzu kommt,
dass der klinische Goldstandard DXA zwischen einer Osteoporose, Osteomalazie oder
einer Mischform nicht unterscheiden kann, da strikt die Mineraldichte des Knochens
gemessen wird und so keinerlei Aussage Uber den Mineralisationsgrad der
Knochenmatrix gemacht werden kann. Des Weiteren sind diagnostische Biopsien mit
Hilfe von Knochenstanzen gerade bei der primaren Osteoporose eher eine Seltenheit,
sodass es denkbar ist, dass eine gewisse Anzahl von Patienten mit der Diagnose
Osteoporose eigentlich von einer Mischform von Osteomalazie und Osteoporose

(,Osteoporomalazie®) betroffen sind.
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4.5 Evaluierung der H.E. Farbungen durch histomorphometrische
Analysen der Trabekelflache

Die deskriptive Histologie hat bereits Veranderungen im Knochenstatus aufgegriffen, die
durch die Histomorphometrie genauer analysiert und statistisch ausgewertet wurden.
Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf den Vergleich der prozentualen

Trabekelflache innerhalb der verschiedenen Gruppen gelegt.

,Peak bone mass*“ und Beginn einer senilen Osteopenie in der Kontrollgruppe

Bei der Kontroll-Gruppe handelt es sich um juvenile Tiere mit einem Alter von 10
Wochen, die also noch nicht ihren Zeitpunkt der maximalen Knochendichte erreicht
haben (,peak bone mass*). Nach drei Monaten Standzeit steigt der prozentuale Anteil
der Trabekelflache in der Sham-Gruppe signifikant an. Dies deckt sich mit Erkenntnissen
aus der Literatur nach der Ratten nach ca. 6-9 Monaten ihre ,peak bone mass* erreichen,

sodass dieser Anstieg als regelrecht zu bewerten ist [Egermann et al. 2005].

Nach einer Standzeit von 12 Monaten fallt der prozentuale Anteil der Trabekelflache in
der Sham-Gruppe wieder ab. Nach dieser Zeit setzt auch in der Ratte der physiologische
Alterungsprozess mit dem einhergehenden Verlust an Knochenmasse und Ausdinnung
des Trabekelwerkes ein. Die DXA Analysen zeigen jedoch hier keinen Abfall der
Knochenmasse. Diese Besonderheit beobachtet ebenfalls Pietschmann et al. 2007 bei
der Untersuchung von senilen Sprague Dawley Ratten mit Hilfe eines pQCTs. Dadurch,
dass bei Ratten und anderen Nagetieren intrakortikales Remodeling fehlt, kommt es zu
einem altersbedingten Abfall der Trabekelflache, wahrend der kortikale Knochen, wie
Pietschmann darlegt, keinen Verlust an Zirkumferenz und Starke verzeichnet. Betrachtet
man zusatzlich die Tatsache, dass die Hauptmasse des Knochens die Kortikalis
ausmacht und DXA als zweidimensionales Verfahren hier zwischen Trabekeln und
Kortikalis nicht unterscheiden kann, ist es ersichtlich, dass diese Veranderungen nicht
detektiert werden kénnen. Der Abfall der Trabekelflache ist allerdings vergleichsweise
gering ausgepragt und zeigt sich zum Zeitpunkt 14 Monaten hinsichtlich des
prozentualen Anteils der Trabekelflache sogar konstant, sodass bis zum Erreichen eines
voll ausgepragten histologischen Erscheinungsbildes einer Osteoporose die

Lebenserwartung der Ratte Uberschritten wird.
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Osteoporose und Osteoporomalazie durch Ovariektomie in Kombination mit defizitdrer

Diét der Ratte durch Histomorphometrie quantifiziert

Die Diat-Gruppe zeigt nach drei Monaten im Vergleich zur Kontrollgruppe in beiden ROls
einen signifikant niedrigeren Anteil an Trabekelflache. Diese Beobachtung deckt sich mit
der deskriptiven Histologie und den zusatzlich durchgefiihrten ,von Kossa“ Farbungen,
bei denen nach dieser Zeit noch keine osteomalatischen Veranderungen nachgewiesen
werden kdnnen und sich die Knochengrundsubstanz noch vollstandig mineralisiert zeigt.
Diese Beobachtung entspricht der gangigen Ansicht eines osteoporotischen

Knochenstatus mit Rarefizierung und Ausdiinnung der Trabekel.

In der Diat-Gruppe steigt nach einer Standzeit von 12 Monaten der prozentuale Anteil
der Trabekelflache in beiden ROls signifikant an. Wie bereits erwahnt, zeigen sich in der
deskriptiven Histologie die Trabekel mit einer deutlichen kompensatorischen Verdickung
osteomalatisch verandert. Eine mogliche Erklarung ist, dass eine Reaktion des
Organismus auf den Kalzium- und Vitamin D Mangel durch die defizitdre Diat
stattgefunden hat, die eine Osteoblastenstimulation zur Synthese von extrazellularer
Matrix zur Folge hat. Durch den Mangel an Kalzium kann diese letztendlich nicht
mineralisiert werden und erscheint in den H.E.-Schnitten als deutlich verdickt. Da der
alternde Mensch haufig Mischformen einer Osteoporose, Osteomalazie und sekundaren
Hyperparathyreoidismus aufweist, kommt auch dieses Erscheinungsbild der humanen
Situation nahe [Hyppdnen et al. 2007, Bartl et al. 2011].

Nach einer Standzeit von 14 Monaten nimmt die Trabekelflache innerhalb der Diat-
Gruppe im proximalen Femur nicht signifikant ab (p=1,00), zeigt aber zum Endzeitpunkt
immer noch mehr Trabekelflache als die Sham-Gruppe. Im Lendenwirbelkérper jedoch
beobachtet man nach einer Standzeit von 14 Monaten in der Diat-Gruppe schon in der
deskriptiven Histologie eine derartig starke zentrale Rarefizierung der Trabekel im
Wirbelkérper, dass nur noch vereinzelte verdickte Trabekel kortikal zu finden sind.
Zentral ist der Lendenwirbelkérper nahezu komplett trabekuldr ausgehohlt. Insgesamt
zeigt hier die Diat-Gruppe eine niedrigere Trabekelflache als die Sham-Gruppe und
verliert signifikant zum vorigen Messzeitpunkt. Besonders wenn man die Beobachtungen
aus beiden Methodiken zusammenfugt, wird klar, dass einige wenige, wohlgemerkt
dickere, Trabekel die gesamte intrakortikale Kraftlibertragung leisten. Treten bei einem
solchen Knochenstatus trabekulare Mikrofrakturen auf, ist ein statischer Kollaps des

Wirbelkdrpers, wie er auch beim Menschen zu beobachten ist, wahrscheinlich.
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4.6 Induktion einer Osteopenie durch eine Kombination aus Ovariektomie

und einer Applikation von Dexamethason in der Ratte

Kortikosteroide verandern den Knochenmetabolismus in dem Sinne, dass sie in erster
Linie den Knochenaufbau bei nahezu gleichbleibenden Knochenabbau hemmen und so
beim Menschen bei Langzeitbehandlungen einen osteoporotischen Knochenstatus
erzeugen. Die Behandlung mit Kortikosteroiden allein bewirkt bei der Ratte keinen
nennenswerten Verlust an Knochendichte, sondern muss mit einer defizitaren Diat oder
Ovariektomie kombiniert werden [Egermann et al. 2005]. Die Kombination aus
Ovariektomie und Kortikosteroiden kommt laut Egermann et al. sogar beim Schaf dem
osteoporotischen Knochenstatus des Menschen am nachsten, allerdings haben
Kortikosteroide ein breit gefachertes Wirkungssprektrum und bringen neben einer
Immunsupression und verminderter Kalziumaufnahme noch weitere
Stoffwechselveranderungen mit sich. Um bei der Ratte eine Osteoporose durch
Kortikosteroide zu induzieren, muss neben dem geeigneten Steroid auch die passende
Dosis gewichtsadaptiert sowie die Art und Weise (parenteral oder enteral) sowie

Haufigkeit der Applikation beachtet werden.

Unzureichender Effekt einer Ovariektomie in Kombination mit einer Applikation von

Dexamethason auf die Knochendichte in der Ratte

Die Auswirkung einer Kombination aus Ovariektomie und einer Applikation von
Dexamethason auf die Knochendichte sollte flr einen Zeitraum von drei Monaten
untersucht werden. Nach einem Monat post interventionem steigt der Median der
gemessenen BMD-Werte etwas an. Allerdgins ist dieser Unterschied nicht signifikant.
Die Messung nach weiteren zwei Monaten zeigt einen ahnlichen Wert im Vergleich zu
dem Messzeitpunkt nach einem Monat. Alle drei gemessenen ROI verhalten sich gleich
und zeigen im Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant niedrigere BMD-Werte. Bei der
Gegenuberstellung zur Diat-Gruppe zeigen sich die BMD-Werte nach einem und drei
Monaten signifikant héher, sodass der Effekt des Dexamethasons auf die Knochendichte
nicht ganz den Effekt einer defizitaren Diat zu haben scheint. Kritisch betrachtet hat das
gewahlte Glukokortikoid in der durchgefihrten Applikation bei der Ratte nicht die
Auswirkungen wie beim Menschen, dessen Knochen deutlich empfindlicher reagieren.
Als Ausblick auf die Zukunft und als Vorbereitung flir weitere Untersuchungen wurde ein
Pilot-Projekt von drei Tieren durchgefihrt, die ebenfalls nach dem gleichen Protokoll mit

der Besonderheit behandelt wurden, dass anstatt des Dexamethasons das
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Glukokortikoid Prednisolon appliziert wurde. Aber auch hier zeigen erste

Untersuchungen nicht den gewlinschten Effekt auf die Knochendichte.

Rarefizierung der Trabekel und Verfettung des Knochenmarkes analysiert durch

klassische deskriptive Lichtmikroskopie und Histomorphometrie

In der Steroid-Gruppe nach einer Standzeit von drei Monaten fallen im Vergleich zur
Sham-Gruppe dinne und rarefizierte Trabekel auf. Die Rarefizierung ist zentral Im
Knochen am ausgepragtesten mit einer zusatzlichen Abnahme der Quervernetzungen
und zeigt so ebenfalls wie bei der Diat-Gruppe das typische Erscheinungsbild einer
Osteoporose. Rauch et al. 2010 konnten die Ursache der Rarefizierung und Ausdiinnung
in der Hemmung des Transkriptionsfaktor AP-1 in Osteoblasten finden. AP-1 induziert
die Bildung von Interleukin 11, welches die Osteoblastenausdifferenzierung steuert. Wird
AP-1 durch Kortikosteroide herunterreguliert, ist das Resultat eine insuffiziente Funktion

der Osteoblasten mit gestorter Osteogenese [Rauch et al. 2010].

Dariiber hinaus erkennt man schon in der Ubersicht eine deutlich sichtbare Verfettung
des Knochenmarkes. Der Markraum erscheint durch die leeren Fettvakuolen hell und
die Adipozyten haben die restlichen zellularen Bestandteile des Knochenmarkes
verdrangt. Eine moégliche Erklarung dafir ist, dass sich die Steroidapplikation auf den
Fettstoffwechsel der Ratte auswirkt und eine Hyperlipidamie bewirkt mit der Konsequenz
einer vermehrten Adipogenese auch im Knochenmark. Diese Beobachtungen decken
sich mit der Erkenntnis von Cui et al. 1997. Cui et al. behandelten pluripotente, aus
Knochenmark gewonnene Stammzellen mit Dexamethason und konnte dort ebenfalls
eine Adipogenese nachweisen. Die Differenzierung der Stammzellen zu Adipozyten ging
zu Lasten der Osteoblastendifferenzierung, sodass neben der primar
knochenschadigenden Wirkung durch Hemmung der Osteoblastendifferenzierung auch
von einer sekundaren Schadigung durch Verdrangung der Osteoblasten ausgegangen
werden muss [Cui et al. 1997]. Die Verfettung des Knochenmarkes tritt beim Menschen
klinisch durch das Auftreten von aufwandig therapierbaren Osteonekrosen in
Erscheinung und ist demnach nicht eine reine histologische Besonderheit ohne klinische

Relevanz.

In der Histomorphometrie zeigt die Steroid-Gruppe nach 3 Monaten signifikant die
niedrigste Trabekelflache, obwohl in der Osteodensitometrie hier nicht die niedrigste
Knochendichte detektiert wird. Die Knochenmatrix scheint hier durch die fehlende
defizitare Diat vollstdndig mineralisiert und eine osteomalatische Komponente ist nicht

anzutreffen. Dadurch, dass Osteoporose definiert durch die WHO eine
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osteodensitometrische Diagnose ist, wurde der Effekt von Dexamethason Gber 3 Monate
hinausgehend nicht mehr untersucht. Abschliellend soll an dieser Stelle formuliert
werden, dass Glukokortikoide als Intervention erganzend zu einer defizitaren Diat und

Ovariektomie dennoch sinnvoll zu sein scheinen.

4.7 Ausblick

Die stetig wachsende Anzahl der an Osteoporose erkrankten Patienten mit ihren
komplexen und schlecht heilenden Frakturen stellt die heutige Medizin vor die
anspruchsvolle Aufgabe, auch diese Frakturen suffizient zu versorgen, und damit dem
Patienten Mobilitat und Lebensqualitdt zu erhalten. Essenziell zur Bewaltigung dieser
Herausforderung sind belastbare, gesicherte und verlasslich reproduzierbare
Tierversuchsmodelle. Der Knochen stellt ein strukturell aulerordentlich komplexes
Konstrukt dar mit mannigfaltiger Regulation und Reaktion auf endogene sowie exogene
Reize, dass zurzeit in vitro Zellkulturen ohne Tierversuche allenfalls erganzend sinnvoll
erscheinen.

Wie die FDA bereits darlegte, kann kein einzelnes Tierversuchsmodell die vollstandige
Charakteristik einer humanen Osteoporose abbilden. Die Erfahrungen, Ergebnisse und
Techniken aus dem Kleintiermodell der Ratte dienen dabei als wertvolle Grundlage fiir
ein qualitativ hochwertiges Groftiermodell [Thompson et al. 1995]. Nicht nur aufgrund
der gréRReren ethischen Bedenken, sondern auch wegen eines deutlich umfangreicheren
Kosten- und Arbeitsaufwandes sind Schwachen im Studiendesign bei Grotiermodellen
nicht akzeptabel, sodass das Kleintiermodell mit seinen Erkenntnissen wegbereitend ist.
Konkret ausgehend von dieser Studie kénnte beispielsweise ein Schafmodell etabliert
werden, in dem durch eine Triple-Therapie bestehend aus Ovariektomie, defizitarer Diat
und Steroidapplikation eine Osteoporose induziert wird.

Dem Groldtiermodell kommt insbesondere die Aufgabe zu, die Entwicklung neuer
Werkstoffe und Materialen fiir den osteoporotischen Knochen zu erméglichen. Aufgrund
der Grole kdnnen Materialbelastung und Biomechanik besser der humanen Situation
angepasst werden. Aulerdem koénnen in vivo im Groldtier Gewebeproben durch
Biopsien und Knochenstanzen gewonnen werden, oder gréRere Operationen am
Knochen durchgeflihrt werden. Insbesondere die Alterstraumatologie wird mit ihren
zuklnftig immer steigenden Frakturzahlen einen grof3en Bedarf an wirkungsvollen
Osteosyntheseverfahren sowie Knochenersatzmaterialien haben, da osteoporotische
Frakturen haufiger komplexe Triummerfrakturen aufgrund eines Low-Energy-Traumas
darstellen, bei denen zusatzlich durch eine altersbedingte nachlassende Vitalitat es

immer schwieriger werden wird, eine suffiziente Frakturheilung im metaphysarem
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Bereich zu erreichen. Am wiinschenswertesten ware nattrlich eine adaquate Pravention
von osteoporotischen Frakturen, sei es durch Anderung des Lebensstiles oder
pharmazeutische Intervention. Dennoch bleiben belastbare und reproduzierbare
Tierversuchsmodelle die Grundlage der Frakturversorgung bei dem an Osteoporose

leidenden Patienten in der modernen und zukunftigen Traumatologie.
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5 Zusammenfassung

Osteoporose betrifft ein Viertel der Bevolkerung ab dem 50. Lebensjahr. Ziel der
prospektiven experimentellen Studie ist die Etablierung eines Tierversuchsmodelles zur
Osteoporoseinduktion in der Ratte durch Ovarektomie und defizitare Diat gesichert
durch Osteodensitometrie mittels Dual-X-ray-absorptiometry (DXA) und klassischer

Histomorphometrie am Lichtmikroskop.

80 weibliche Sprague Dawley Ratten wurden im Alter von 14 Wochen in vier Gruppen
aufgeteilt. Gruppe 1 (n= 30) stellte die Sham-Gruppe dar, wurde einer Scheinoperation
(Sham-OP) unterzogen und erhielt Standardfutter. Gruppe 2 (n=30) wurde zur
Simulation einer Menopause ovarektomiert und erhielt ein Kalzium-, Phosphor- und
Vitamin D3-armes Spezialfutter (Diat-Gruppe). Gruppe 3 wurde ebenfalls ovariektomiert
und erhielt Standardfutter. In einem Zeitintervall von 2 Wochen wurden 0,3 mg/kg
Korpergewicht Dexamethason (Voren-Depot®) s.c. appliziert (Steroid-Gruppe). Die
Kontroll-Gruppe (n=10) wurde zum Anfang der Studie euthanasiert und gemessen um
Daten zum Zeitpunkt t= 0 zu gewinnen. Sham- und Diat-Gruppe wurden Uber 14 Monate
beobachtet und es wurden zu den Zeitpunkten t= 1 (Zeitpunkt der Operationen), 3, 12
und 14 Monate DXA Messungen angefertigt. Fiur die DXA Messungen war eine
Kurznarkose mit Medetomidinhydrochlorid (Domitor®) gewichtsadaptiert erforderlich.
Des Weiteren wurden jeweils 10 Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt euthanasiert und fir
die Histomorphometrie vorbereitet. Die Trabekelflache wurde in anschlielend
angefertigten HE-Schnitten mit Hilfe der Software GIMP und ImagedJ bestimmt. Die
Analyse der DXA-Messungen erfolgte mit enCORE. Untersucht wurden mit beiden

Verfahren die Wirbelkérper und die Femora.

Die Analyse der DXA Daten zeigte bezogen auf die Wirbelsaule zu den Zeitpunkten t=1,
3, 12 und 14 Monate einen hochsignifikant (p< 0,001) niedrigeren Wert der
Knochendichte ermittelt als Bone Mineral Densitiy (BMD) in g/cm? in der Diatgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Der BMD fiel ebenfalls signifikant bereits einen Monat post
interventionem um 14% ab und erreichte zum Endzeitpunkt der Studie einen Ruckgang
um 24% und hat einen um 29% niedrigeren Wert als die Kontrollgruppe gleichen Alters.
Analog verhielt sich der BMD der beiden Femora. Hier erreichte die Diatgruppe sogar
einen 44% kleineren Wert am Endzeitpunkt. Bei der Histomorphometrie der Wirbelkorper

und der proximalen Femora war nach 3 Monaten zunachst eine signifikant kleinere
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Trabekelflache bei der Diatgruppe im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Im weiteren
Verlauf stieg die Trabekelflache bei der Didtgruppe jedoch deutlich an und erreichte nach
12 Monaten einen signifikant hdheren Wert. Nach 14 Monaten war dieser Unterschied

nicht mehr zu beobachten.

Eine Kombination aus bilateraler Ovariektomie und defizitarer Diat bewirkte 3 Monate
post interventionem bei jungen gesunden Ratten einen signifikanten Abfall der
Knochendichte gemessen als BMD mit weiterer Abnahme im Verlauf. Prozentual war
der Verlust an Knochendichte in allen gemessenen klinisch relevanten ROIls so
ausgepragt, dass von einem osteoporotischen Knochenstatus ausgegangen werden

kann.

Nach 12 und 14 Monaten post interventionem bestatigten die histologischen Analysen
in der Diat-Gruppe besonders im proximalen Femur einen osteomalatischen Effekt. Eine
Kombination aus bilateraler Ovariektomie und einer Steroidapplikation von
Dexamethason fuhrte zwar zu einer signifikant niedrigeren Knochendichte im Vergleich
zur Kontroll-Gruppe, blieb aber hinter den Erwartungen zurlick. Allerdings zeigte die

histomorphometrische Analyse hier das dinnste Trabekelwerk.

Zur weiteren Etablierung der Ratte als Standardkleintierversuchsmodell in der
Osteoporoseforschung muss ein statistisch verlasslicher T-Wert ermittelt werden.
Hierbei missten alle weltweit getatigten DXA-Messungen in einer Open Access
Datenbank zusammengefasst werden.

Gegebenenfalls ist eine Anpassung des Startzeitpunktes der Intervention erforderlich,
um den osteomalatischen Effekt der defizitaren Diat zu vermindern. Zur weiteren
Darstellung des Kalziumgehaltes sollten weitere Farbemethoden wie ,von Kossa“ mit
eingebunden werden, sowie weitere andere technische Analysemethoden wie
beispielsweise die Raman-Spektroskopie.

Beim Transfer ins Grolftiermodell, unter Beriicksichtigung der aus dem Kleintiermodell
gewonnenen Erfahrungen, sollte eine Triple-Therapie aus bilateraler Ovariektomie,
defizitarer Diat und Steroidapplikation eingesetzt werden, um einen osteoporotischen

Knochenstatus zu erreichen.
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6 Summary

Osteoporosis is a systemic skeletal disease with rising prevalence in postmenopausal
women but also in the senescent men with direct effect on the quality of life of our patients
and great impact on our modern healthcare systems in our overaging society. The aim
of the study was the establishment of osteoporotic small animal rat model validated by
the clinical gold standard method Dual-Energy X-ray Absorptiometry (DXA) and a

classical histomorphometrical analysis by light microscopy.

80 female Sprague-Dawley rats with an age of 18 weeks where randomly divided into
four groups. The sham-group was only laparotomized to simulate the same stressful
conditions as for the treatment group. For the simulation of menopause rats were treated
with a bilateral ovariectomy and an additional deficient diet with low phosphate, calcium
and vitamin D (diet-group) or steroid application 0,3 mg/kg bodyweight of
dexamethasone every two weeks (steroid-group). The control-group was euthanized
directly at the beginning of the study to maintain data for timepoint t= 0. DXA scans of
important skeletal sites were performed at the beginning and after 1 (timepoint of
operation), 3, 12 and 14 months to investigate with the help of enCORE software the
impact on radiological bone density parameters such as BMD (bone mineral density) and
BMC (bone mineral content). Furthermore at each time point rats were euthanized and
prepared for histomorphometrical analysis. Concerning the histomorphometrical analysis
trabecular area from proximal femur and lumber vertebra was analyzed with a special
self-developed protocol combining software like GIMP and ImagedJ for fast half-

automated, standardized and reproducible data acquisition.

As a result BMD and BMC values in comparison to sham-group were significantly lower
in the diet-group already three month after treatment with decreasing momentum at
further time points. BMD and BMC values for the sham-group increased permanently
reaching its peak at 12 month but is then about to begin a slight decrease at the end of
observation. The steroid-groups shows no great changes in BMD and BMC values
keeping a steady level. Nevertheless after 3 month there was a significant difference in
comparison to sham-group.

Three month after treatment steroid-group and diet-group showed significant lower
trabecular area compared to sham-group. Considering the facts that the steroid-group
presented a steady BMD-value and the definition of osteoporosis is validated by bone

densitometry there was no follow up of histomorphometrical analysis for the steroid-
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group for time point 12 and 14 month after treatment. 12 month after treatment diet-group
showed significant higher trabecular area compared to sham-group due to the early
performed diet leading to combined phenotype of osteoporosis and osteomalacia
(“osteoporomalacia”). 14 month after treatment both groups converged slightly while the
diet-group still keeping a little bit more trabecular area. Further performed stainings with
v. Kossa indicated decalcified bone tissue 12 and 14 month after treatment and verifying
the compounding effect of osteomalacia.

In accordance with the facts that deficiency of calcium and vitamin D is common in elderly
and even in period of growth this animal model still representing a comparable bone

status observed in the human suffering from osteoporosis.
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