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1 Einleitung

Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems bilden eine heterogene Gruppe
hinsichtlich ihrer Atiologie und Klinischen Manifestation. Sie treten uber alle
Altersgruppen hinweg auf, zunehmend jedoch im hohen Lebensalter. Als Folge der in
den letzten Jahrzehnten gestiegenen Lebenserwartung in den Industrienationen,
insbesondere auch in Deutschland, ist daher die Wahrscheinlichkeit grof3, im Laufe des
Lebens zumindest eine Erkrankung des Bewegungsapparates zu erleiden. So erkranken
beispielsweise mehr als 8 % der 50 bis 79-jahrigen Deutschen an einer Osteoporose, einer
der haufigsten Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems (Fuchs et al. 2013). Als
Folge von Erkrankungen des Skelettsystems besteht die Gefahr einer deutlichen
Einschrankung der Lebensqualitdt. Aufgrunddessen bedarf es der Erforschung
praventiver Malnahmen, die den Knochenstatus positiv beeinflussen und

Erkrankungsrisiken reduzieren.

Es ist allgemein bekannt, dass eine gesunde Erndhrung eine wichtige Rolle als praventiver
Faktor flr eine Vielzahl von Erkrankungen spielt. Dies gilt auch fur Erkrankungen, die
das Skelettsystem betreffen. Beispielsweise werden einer obst- und gemdisereichen
Ern&hrung praventive Effekte fir die Entwicklung einer postmenopausalen Osteoporose
zugeschrieben (Hu et al. 2018). Da eine gesunde Ernahrung fur viele Menschen in der
heutigen Zeit eine wichtige Rolle spielt, ist es naheliegend, sich diese unterstitzend flr
den Knochenstatus zunutze zu machen. So ergab eine Befragung im Rahmen des
Ernahrungsreports 2021 vom Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft, dass
91 % der Befragten ein gesundes Essen wichtig sei. Weiterhin gaben 76 % an, taglich
Obst und Gemise zu konsumieren, die Uberwiegende Mehrheit davon aufgrund
gesundheitsfordernder Effekte (Bundesministerium fur Erndhrung und Landwirtschaft
2021). Mit der vorliegenden Studie soll untersucht werden, ob speziell Heidelbeeren als

Nahrungserganzung zur Verbesserung des Knochenstatus beitragen kénnen.



1.1 Bau und Stoffwechsel des Knochens

Der Knochen erflllt neben seiner Funktion als stiitzendes Grundelement des
Bewegungsapparates vielfaltige Aufgaben im Korper. Hierzu zahlen der Schutz
lebenswichtiger Organe, die Bildung der Blutzellen im roten Knochenmark sowie die
Speicherfunktion von Calcium und anderen lonen. Embryologisch entsteht der Knochen
aus Mesenchym, das, mit Ausnahme des kndchernen Schédels (Neuralleiste des
Neuroektoderms), dem Mesoderm entstammt. Die Form eines Kochens ist sehr variabel.
Neben den in den nachfolgend beschriebenen Versuchen verwendeten unregelméRigen
Knochen (Wirbel) und den das Grundgerst der Extremitaten bildenden Rohrenknochen
(Femora) werden kurze, platte, luftgefillte und in Sehnen eingelagerte (Sesambeine)

Knochen unterschieden.

1.1.1 Makroskopie und Histologie

Umgeben wird der Knochen vom Periost, der zweischichtigen Knochenhaut aus dem
auflen liegenden Stratum fibrosum und dem innen liegenden Stratum osteogenicum.
Lediglich die Gelenkflachen sind vom Periost ausgespart. Die im Stratum fibrosum
enthaltenen Sharpey-Fasern dienen den Sehnen als Insertionsstelle, das Stratum
osteogenicum ist sowohl gut innerviert als auch vaskularisiert und fungiert als

Ausgangspunkt des Dickenwachstums des Knochens sowie der Frakturheilung.

Unter dem Stratum osteogenicum liegt mit der Substantia corticalis die stabilste Schicht
des Knochens, die im Bereich der Diaphyse der Rohrenknochen als Substantia compacta
bezeichnet wird. Sie besteht aus vertikal ausgerichteten Baueinheiten, den Osteonen. In
diesen liegen  Osteozyten lamellenformig mit der  dazwischenliegenden
Interzellularsubstanz um den zentral gelegenen Havers-Kanal mit dem darin enthaltenen
Havers-Gefél3 angeordnet. Begrenzt werden diese zirkuldr verlaufenden Speziallamellen
durch die Kittlinie. Die Bereiche zwischen den Speziallamellen werden durch
Schaltlamellen ohne Havers-Gefal} ausgefullt, welche in der Folge des Knochenumbaus
durch den Abbau &lterer Speziallamellen entstehen. Durch ein Loch in der Kompakta der
Diaphyse der Rohrenknochen, dem Foramen nutricum, zieht die den Knochen
versorgende Arteria nutricia und speist die vertikal verlaufenden Havers-Gefalle, die
weiterhin durch quer verlaufende Volkmann-Geféalie verbunden werden, sowie die

Markhohle. Nach auBen und innen wird die Kortikalis durch einige Lagen &uf3erer bzw.



innerer Generallamellen abgegrenzt. Den inneren Generallamellen liegt die Innenhaut des
Knochens, das Endost, an (Abb. 1.1).

Im Inneren des Knochens liegt die Substantia spongiosa, die aus Knochentrabekeln
gebildet wird, welche von der Kortikalis aus nach innen ziehen. Zwischen den Trabekeln,
die ebenfalls vom Endost (iberzogen sind, liegt die Markhohle (Cavitas medullaris), die
rotes Knochenmark zur Bildung der Blutzellen (in platten Knochen, Wirbelkérpern,

proximalem Femur) bzw. gelbes, fetthaltiges Knochenmark enthélt.

Knochentrabekel

Knochenmark

Endost
Kortikalis
Periost

100 pm

Abb. 1.1: Bau des Knochens am Beispiel eines 3. Lumbalwirbels (a) und vergroRerter
Ausschnitt des Wirbelkdrpers (b bzw. rotes Quadrat in a), Toluidinblau-Farbung



1.1.2 Bau eines Femurs

Der Femur ist wie alle Réhrenknochen in mehrere Abschnitte unterteilt. Mittig liegt die
Diaphyse, was dem Knochenschaft entspricht. Proximal und distal schlief3t sich die
Metaphyse an, die bei Rohrenknochen das dichte Trabekelwerk der Spongiosa enthélt.
Von der Metaphyse wiederum wird beidseits durch die Epiphysenfuge, an der bis zum
Ende der Wachstumsphase das Langenwachstum stattfindet, die Epiphyse abgegrenzt,
welche dem gelenkbildenden Abschnitt des Knochens entspricht. Weiterhin haben die
Réhrenknochen morphologisch variable, in ihrer Lokalisation jedoch klar determinierte
Apophysen. Diese Knochenvorspriinge dienen dem Ansatz von Sehnen, tber die die
Muskulatur Kraft und Bewegung ausibt (Abb. 1.2).

Apophyse

Diaphyse ===

Metaphyse mit

Knochentrabekeln Epiphysenfuge

Abb. 1.2: Bau eines Réhren-
knochens am Beispiel eines
Femurs, Mikro-CT

Epiphyse 1




1.1.3 Bau eines Wirbels

Der Wirbel setzt sich aus zwei Bauelementen zusammen, dem ventral gelegenen Corpus
vertebrae und dem dorsal gelegenen Arcus vertebrae. Letzterem sitzen mit den Processus
arcus vertebrae verschiedene Fortsatze zur Gelenkbildung und als Ursprungs- bzw.
Ansatzpunkt fur Bander und Muskulatur auf. Die Gesamtheit der durch die Arcus
vertebrae gebildeten Foramina vertebralia ergeben den Canalis vertebralis, der als
knocherner Kanal das Rickenmark enthalt und schitzt (Abb. 1.3). Der in der
vorliegenden Studie vorwiegend genutzte Corpus vertebrae ist nach kaudal durch die
knorpelige Grundplatte, nach kranial durch die ebenfalls knorpelige Deckplatte begrenzt.

Corpus vertebrae

Arcus vertebrae

Nervengewebe

Canalis vertebralis

5 — Processus tranversus

75 ag

Muskelgewebe

; / Processus spinosus
0 . .
> Abb. 1.3: Bau eines Wirbels,

20um | 3, Toluidinblau-Férbung

1.1.4 Interzellularsubstanz

Das Knochengewebe besteht, genauso wie alle anderen Formen des Binde- und
Stlitzgewebes, aus Zellen und Interzellularsubstanz. Die Interzellularsubstanz bzw.
Matrix des Kochens wiederum setzt sich aus verschiedenen Bestandteilen zusammen, 50-
70 % machen hierbei anorganische (Hydroxylapatit), 20-40 % organische Substanzen
sowie 5-10 % Wasser und <3 % Fette aus. Die organischen Substanzen unterteilen sich

weiterhin in Kollagen Typ 1 zu 85-90 % und nichtkollagene Proteine (Clarke 2008).



1.1.5 Khnochenzellen

Die Zellen, die am Bau und Stoffwechsel des Knochens beteiligt sind, unterteilen sich in
Osteoblasten, Osteoztyen, endostale Saumzellen (bone lining cells, BLCs) und
Osteoklasten (Abb. 1.4, S. 11).

Osteoblasten: Aus mesenchymalen Stammzellen entwickeln sich Gber mehrere Vorstufen
(osteochondrale  Vorlauferzelle, Préosteoblast) reife Osteoblasten, die der
Knochenoberflache anliegen und ihre Funktion im Kochenauf- und -umbau haben
(Bellido 2014). Die Differenzierung zu Osteoblasten erfolgt durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren, deren Expression durch bone morphogenic proteins (BMPs), die
zur transforming growth factor  (TGF-R)- Familie gehdren, reguliert werden (Chen et
al. 2012). BMP 2 und 7 kamen bereits in der Behandlung von Frakturen am Menschen
zum Einsatz (Hausmann et al. 2014). BMP 2 fordert zunédchst die Expression von runt-
related transcription factor 2 (Runx2) und distal-less homeobox 5 (DIx5), durch die die
Expression des fir die Osteoblastendifferenzierung zentralen Transkriptionsfaktors Sp7,
auch als Osterix bezeichnet, induziert wird (Sinha et al. 2013). Weiterhin wird Osterix
auch durch den Einfluss von Msh homeobox 2 (Msx2) verstarkt exprimiert (Matsubara et
al. 2008). Osterix kann zudem die Expression von Runx2 vermindern, woraus letztlich
ein enges Zusammenspiel von Osterix und Runx2 fir die Regulation der

Osteoblastendifferenzierung und -aktivitat resultiert (Vimalraj et al. 2015).

Daneben spielt fur die Aktivierung der Osteoblasten der Wnt-Signalweg eine wichtige
Rolle (Karner et al. 2017). Die durch Wnt induzierte Signalkaskade flhrt letztlich dazu,
dass der Abbau von BR-Catenin verhindert wird, dieses intrazellular akkumuliert und
schlielich Uber verschiedene Zielgene das Knochenwachstum férdert (Maupin et al.
2013, Chen et al. 2015). Des Weiteren ist Wnt in der Lage, die Expression von Runx2 zu

steigern und dadurch auf die Osteoblastentatigkeit einzuwirken (Gaur et al. 2005).

Aktivierte Osteoblasten synthetisieren zundchst das Osteoid, was der unverkalkten
Knochenmatrix aus Kollagen 1 und nichtkollagenen Proteinen, darunter vor allem
Osteocalcin, Osteonektin sowie den small integrin-binding ligand, N-linked
glycoproteins (SIBLING-Proteine) Osteopontin und Bone sialoprotein (BSP), entspricht.
Eine entscheidende Funktion der nichtkollagenen Proteine des Knochens ist die
Anlagerung von Hydroxylapatit an das Kollagen im Rahmen der Knochenmineralisation.



Osteocalcin hat unter den nichtkollagenen Proteinen des Knochens den grofiten Anteil
und spielt neben der Bindung des Hydroxylapatits eine entscheidende Rolle in der
Knochenmorphologie. In Studien konnte nachgewiesen werden, dass in Abwesenheit von
Osteocalcin eine groflere Knochenmasse bei einer geringeren Mineralisation mit
Hydroxylapatit resultierte (Ducy et al. 1996, Hoang et al. 2003, Bailey et al. 2017). Des
Weiteren fordert Osteocalcin die Insulin-Sekretion und erhoht die Insulin-Sensitivitat.
Uber diesen Mechanismus sind Osteoblasten in die Glucosehoméostase eingebunden
(Hwang et al. 2009, Ferron et al. 2010, Wei et al. 2015). Osteonectin fordert neben der
Mineralisation den Knochenumbau mittels Matrix-Metalloproteasen und ist an der
Regulation der Angiogenese beteiligt (Termine et al. 1981, Tremble et al. 1993, Rivera
et al. 2011, Bradshaw 2012, Ciceri et al. 2016). Das Fehlen von Osteonectin fuhrt unter

anderem zu einem biomechanisch schwécheren Knochen (Rosset et al. 2016).

Fur die Regulation sowie als Ansatzpunkt des Hydroxylapatits bei der Mineralisation sind
hauptsachlich die SIBLING-Proteine Osteopontin und BSP zustandig. BSP vermittelt die
Interaktion von Kollagen 1 und Hydroxylapatit im Rahmen kndcherner Umbauprozesse
sowie der Knochenheilung (Hunter et al. 1993, Baht et al. 2008, Monfoulet et al. 2010).
Es gibt zudem Hinweise auf eine Verstarkung der Insertionsstelle der Sehnen durch BSP
(Marinovich et al. 2016). Osteopontin hingegen hat einen hemmenden Einfluss auf die
Bildung von Hydroxylapatit im Knochen (Gericke et al. 2005, Hunter 2013, Hoac et al.
2017). Auch zeigte sich, dass in Abwesenheit von BSP Osteopontin verstarkt
nachweisbar war, was auf das Zusammenwirken der beiden Proteine Im
Mineralisationsprozess hindeutet (Granito et al. 2014). Weitere Bestandteile des Osteoids
sind die Proteoglykane Decorin und Biglycan, welche ebenfalls die Knochenentwicklung

und -morphologie beeinflussen (Waddington et al. 2003).

Der Prozess der Mineralisation umfasst die Bildung von Hydroxylapatit aus Calcium und
Phosphat in Matrixvesikeln in den Osteoblasten und die Ausschleusung der Matrixvesikel
in den Extrazellularraum. Hier wird das Hydroxylapatit aus den Vesikeln freigesetzt,
sodass es sich Giber BSP an das Kollagen anlagern kann (Orimo 2010, Baht et al. 2008).
Eine wichtige Rolle fiir die ausreichende Mineralisation spielt das Enzym tissue-
nonspecific alkaline phosphatase (alkalische Phosphatase, ALP), das das durch
nucleoside pyrophosphohydrolase 1 (NPP1) von ATP abgespaltene Pyrophosphat,
welches hemmend auf die Mineralisation wirkt, abbaut (Millan 2013). Osteoblasten

sezernieren receptor activator of nuclear factor B ligand (RANKL) und Osteoprotegerin



(OPG) zwecks Aktivierung und Hemmung der Osteoklasten, woraus eine Férderung bzw.

Hemmung des Knochenumbaus resultiert.

Spéter verbleiben Osteoblasten als in der Knochenmatrix eingemauerte Osteozyten,
gehen den Weg der Apoptose oder liegen dem Endost als BLCs an (Bellido 2014).
Studien zeigen, dass auch BLCs Funktionen im Knochenumbau durch Beseitigung von
Resten abgebauter Knochenmatrix in den von Osteoklasten hinterlassenen howship-
Lakunen ausuben (Everts et al. 2002). Des Weiteren scheinen sie die Fahigkeit zu haben,
sich unter bestimmtem Umstanden zu teilen und erneut als Osteoblastenvorlaufer zu
fungieren (Matic et al. 2016).

Osteozyten: Nach ihrer Tétigkeit als Osteoblasten in der Knochenmatrix eingemauerte
Osteozyten sind zwecks Kommunikation untereinander tber Gap junctions aus Connexin
43 durch zahlreiche, in Knochenkanélchen (Canaliculi) gelegene Ausléufer miteinander
verbunden (Xu et al. 2015). Studien zeigen, dass sowohl fur die Entwicklung des
Osteoblasten zum Osteozyten als auch zur Formierung dieses kommunikativen
Netzwerkes zwischen den Osteozyten die membrane-type matrix metalloproteinase 1
(MT1-MMP) eine wichtige Rolle einnimmt (Karsdal et al. 2004, Holmbeck et al. 2005).

Uber verschiedene Mechanismen steuern die eingemauerten Osteozyten den
Knochenstoffwechsel. So sind sie wie ihre Vorlduferzellen, die Osteoblasten, durch die
Sekretion verschiedener Proteine in die Regulation der Kochenmineralisation
eingebunden. Dies geschieht zum einen durch die Expression des phosphate-regulating
gene with homologies to endopeptidases on the X chromosome (PHEX), bei dessen
Funktionsverlust es zum Phosphatdiabetes kommt (Francis et al. 1995, Yuan et al. 2008).
Weiterhin sind die SIBLING-Proteine dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP1)
und matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE), auch als osteoblast/osteocyte
factor 45 (OF45) bezeichnet, an der Mineralisation beteiligt. DMP1 wird dabei ein
férdernder, MEPE ein hemmender Einfluss zugeschrieben (Gowen et al. 2003, Feng et
al. 2006, Addison et al. 2008).

Osteozyten fungieren zudem uber den Wnt-Signalweg als Sensor fir mechanische
Belastung und kommunizieren zwecks Anpassung der Kochenmorphologie an die
entsprechend notwendige Belastbarkeit nicht nur untereinander, sondern auch mit
Osteoblasten und Osteoklasten (Bonewald et al. 2008, Duan et al. 2016). Durch die



Sekretion  von  Sclerostin  bewirken  Osteozyten eine  Hemmung  der
Osteoblastendifferenzierung und -aktivitat Uber die Blockierung des Wnt-Signalweges
der Osteoblasten (Chen et al. 2015, Delgado-Calle et al. 2017). Die Hemmung der
Sclerostin-Wirkung mittels Antikorpern zur Osteoporose-Behandlung wird derzeit in
Studien erforscht (Clarke 2014, Appelman-Dijkstra et al. 2016). Wie die Osteoblasten
sezernieren auch die Osteozyten RANKL und OPG und regulieren so den Knochenumbau

durch die Osteoklasten.

Osteoklasten: Osteoklasten sind als funktioneller Gegenspieler der Osteoblasten im
Prozess des Knochenumbaus flr die Resorption des Knochens zustandig. Sie entwickeln
sich zundchst aus h&dmatopoetischen Stammzellen tber multipotente und myeloische
Progenitorzellen, aus denen sich in Anwesenheit von macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF) Osteoklasten-Vorlaufer und durch deren Zusammenschluss
Osteoklasten, mehrkernige Riesenzellen, entwickeln. Eine entscheidende Rolle fir diesen
Zusammenschluss zu Osteoklasten sowie deren Aktivierung spielt die Sekretion von
RANKL durch Osteoblasten und Osteozyten. RANKL bindet an seinen entsprechenden
receptor activator of nuclear factor xB (RANK), was Uber den tumor necrosis factor
receptor associated factor 6 (TRAF6) zur Aktivierung sowohl des nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)- als auch des mitogen-activated protein
kinase (MAPK)-Weges flhrt. Beide Wege fiihren zu einer verstarkten Expression des
nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1 (NFATc1), woraus die Transkription
verschiedener fur die Osteoklastogenese entscheidender Gene resultiert. Das ebenfalls
von Osteoblasten und Osteozyten sezernierte OPG hemmt die Entwicklung und Aktivitat
der Osteoklasten durch Bindung an RANKL, das somit nicht mehr mit RANK
interagieren kann (Ono et al. 2018, Park-Min 2018). Klinisch werden in der Osteoporose-
Behandlung seit mehreren Jahrzehnten Bisphosphonate zur Hemmung der
Osteoklastenaktivitdt verwendet. Des Weiteren wurde im Lauf des vergangenen
Jahrzehnts mit Denosumab ein Antikdrper gegen RANKL zugelassen. In der optimalen
Dauer der Anwendung von Denosumab gibt es bisher keinen eindeutigen Konsens,
jedoch existieren Hinweise auf vermehrte Osteoporose-assoziierte Frakturen nach dem
Absetzen des Medikaments (Russell 2011, McClung et al. 2017).



Die Zellmembran des reifen Osteoklasten weist eine charakteristische Polarisation auf.
Die dem Knochen zugewandte ruffled border und die dem Knochen abgewandte
basolaterale Doméne werden durch die sealing zone, die, bestehend aus einem Aktin-
Ring und weiteren Proteinstrukturen, die Anhaftung des Osteoklasten am Knochen

vermittelt, getrennt (Luxenburg et al. 2006, VVaanénen et al. 2008).

Die ruffled border ist der Ort der Knochenresorption und unterteilt sich weiter in die
fusion zone und die central zone. In der fusion zone erfolgt die Sekretion von CI™ durch
den chloride channel 7 (CIC7) sowie H* durch die H™-ATPase zur extrazellularen
Bildung von HCI, die zum Herauslésen des Hydroxylapatits notwendig ist. Die
verbliebene Knochenmatrix wird im Wesentlichen durch die Enzyme Cathepsin K,
tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) 5b und Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9)
abgebaut, deren Sekretion im Bereich der central zone erfolgt (Vdananen et al. 2008,
Florencio-Silva et al. 2015). Neben dem Abbau von Kollagen 1 ist Cathepsin K dartiber
hinaus in der Lage, TRAP durch proteolytische Spaltung zu aktivieren (Littlewood-Evans
et al. 1997, Ljusberg et al. 2005). TRAP sorgt durch Dephosphorylierung des
Osteopontins auch fur eine verminderte Bindung der Osteoklasten am Knochen und
ermoglicht ihnen dadurch die weitere Zellmigration (Ek-Rylander et al. 2010).

Die in der howship-Lakune anfallenden Abbauprodukte des Hydroxylapatits und der
Knochenmatrix werden transzytotisch durch den Osteoklast zur functional secretory
domain, einem Bereich innerhalb der basolateralen Domaéne, transportiert. An der
basolateralen Doméne erfolgt auch die Aufnahme von CI™ im Austausch gegen HCO3~
flr die im Bereich der ruffled border folgende HCI-Bildung. HCO3™ wird in der durch das
Enzym Carboanhydrase 2 katalysierten Reaktion CO, + H.O - HCOs™ + H" abgespalten,
in der auch das H* fiir das HCI entsteht (Arana-Chavez et al. 2009, Florencio-Silva et al.
2015).
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Osteoblasten / Resorbierender In den Knochen ein-
Bone Lining cells Osteoklast gemauerter Osteozyt

Abb. 1.4: Knochenzellen, enzymhistochemischer Nachweis von TRAP

1.1.6 Regulation des Knochenumbaus

Der Knochen unterliegt wahrend des gesamten Lebens einem kontinuierlichen
Umbauprozess, der sich in mehrere Phasen gliedert. Zu Beginn erfolgt ein Stimulus, der
den Umbau induziert. Dieser Stimulus kann mechanischer oder hormoneller Genese sein.
Daraufhin werden die auf den Knochenauf- und -abbau spezialisierten Zellen aktiv.
Zunéchst wird altes Knochengewebe durch die Osteoklasten ab-, danach neues
Knochengewebe in den entstandenen Lakunen durch die Osteoblasten wieder aufgebaut
(Katsimbri 2017). Viele Regulationsmechanismen des Knochenumbaus wurden bereits
zur Entwicklung von Pharmazeutika genutzt, welche inzwischen Einzug in die klinische

Medizin gefunden haben. Dies soll im Folgenden lediglich exemplarisch erwéhnt werden.

Die fur den Knochenumbau essentielle mechanische Beansprung wird zunachst von den

im Knochen eingemauerten Osteozyten registriert. Diese kommunizieren im Folgenden
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mit den anderen am Knochenstoffwechsel beteiligten Zellen. Durch die Registrierung der
entsprechenden mechanischen Beanspruchung sezernieren die Osteozyten und auch die
Osteoblasten RANKL bzw. OPG, was zu einer Forderung bzw. Hemmung der
Entwicklung der Osteoklasten flhrt. Aus diesem Mechanismus resultiert letztlich eine

Steigerung bzw. Verminderung des Knochenumbaus.

Hormonell wird der Knochenumbau durch mehrere Hormone reguliert, die die
Aufrechterhaltung der Calciumhomaoostase des Blutes bewerkstelligen. Entscheidend ist
hierbei der Antagonismus der beiden Gegenspieler Calcitonin und Parathormon.
Calcitonin wird aus den C-Zellen der Schilddrise ausgeschdittet und senkt den Plasma-
Calcium-Spiegel durch die Hemmung der Osteoklasten. Es wirkt somit hemmend auf den
Knochenabbau (Naot et al. 2019). Parathormon wird aus den Nebenschilddriisen
freigesetzt und hat die Aufgabe, den Plasma-Calcium-Spiegel zu erhéhen. Dies geschieht
zum einen durch eine indirekte Stimulation der Osteoklasten. Da diese selbst keinen
Parathormon-Rezeptor haben, ist die stimulierende Wirkung durch die Aktivierung des
Parathormon-Rezeptors der Osteoblasten und der Osteozyten zu erkléren, die ihrerseits
vermehrt RANKL und weniger OPG ausschutten, was die Osteoklasten aktiviert und den
Knochenumbau fordert (Silva et al. 2015). Dass im Zuge der Osteoklasten-Aktivierung
auch die Osteoblasten stimuliert werden und somit der Knochenumbau gesteigert wird,
wird therapeutisch durch Gabe des Parathormon-Fragments Teriparatid in der
Osteoporose-Behandlung genutzt (Hodsman et al. 2005). Zum anderen fiihrt Parathormon
zu einer verstarkten Ausschittung von Calcitriol aus der Niere. Calcitriol fordert den
Knochenumbau zum einen direkt tber die Stimulation der Osteoblasten, die unter dem
Einfluss von Calcitriol verstarkt Kollagen 1 und andere Proteine der Knochenmatrix
synthetisieren und Uber die Sekretion von ALP auch die Mineralisation férdern. Zum
anderen werden Osteoklasten indirekt aktiviert, da diese entsprechend des Parathormon-
Rezeptors auch keinen Rezeptor fur Calcitriol aufweisen. Auch hier ist die Osteoklasten
aktivierende Wirkung durch eine vermehrte Expression von RANKL durch die

Osteoblasten zu erkléren (von Driel et al. 2017).

Nach seiner Aktivierung nimmt der Osteoklast seine Arbeit auf und resorbiert altes
Knochengewebe (siehe 1.1.5, S. 10). Infolgedessen wird aus dem Knochen TGF-R
freigesetzt und bewirkt wiederum eine Hemmung der Osteoklasten und Stimulation der
Osteoblasten (Bonewald et al. 1990, Crane et al. 2014). Aktivierte Osteoblasten
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synthetisieren im Folgenden neues Osteoid und bewirken die Mineralisation des neu
gebildeten Knochens (siehe 1.1.5, S. 6 ff).

Der Knochenstoffwechsel wird auch durch die Steroidhormone Cortisol, Ostrogen und
Testosteron beeinflusst. Cortisol verhindert die Proliferation von Zellen, die sich zu
Osteoblasten und damit auch zu Osteozyten differenzieren, wodurch der Knochen nicht
mehr in der Lage ist, ausreichend neues Knochengewebe zu bilden (Funktion der
Osteoblasten) und auf mechanische Stimulation adaquat zu reagieren (Funktion der
Osteozyten). Des Weiteren bewirkt Cortisol eine vermehrte Freisetzung von M-CSF und
RANKL. Durch die verminderte Produktion von OPG kommt es zu einer vermehrten
Bindung von RANKL mit RANK und dadurch zu einer Férderung der Osteoklastogenese
sowie zu einer Stimulation der Aktivitat der Osteoklasten. Aus einem (ber einen langeren
Zeitraum andauernden Hypercortisolismus kann dadurch eine Osteoporose entstehen
(Canalis et al. 2007). Ostrogen und Testosteron wirken der Knochenresorption entgegen,
Ostrogen durch Hemmung der Osteoklastogenese Uber die Verringerung des
Ansprechens der Osteoklasten auf RANKL, Testosteron durch die direkte Stimulation der
Osteoblasten und auch indirekt durch seine Aromatisierung zu Ostrogen (Srivastava et al.
2001, Mohamad et al. 2016). Die knochenprotektive Wirkung des Ostrogens wird
klinisch mit dem selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulator Raloxifen zur Behandlung der

Osteoporose genutzt (Lee et al. 2008).

13



1.2 Heidelbeeren

Heidelbeeren (Vaccinia) umfassen mehrere hundert Arten und bilden eine
Pflanzengattung innerhalb der Unterfamilie der Heidelbeer-Ahnlichen (Vaccinioideae),
welche wiederum der Familie der Heidekrautgewéchse (Ericacea) untergeordnet sind. Sie
wachsen an ca. 50 cm hohen Strauchern, welche im Frihling Bliten tragen. Zu Beginn
des Sommers sind die Friichte mit der charakteristischen dunkelblauen Farbe ausgereift.
Die bekannteste in Europa vorkommende Art ist die europédische Wildheidelbeere
(Vaccinium myrtillus, engl. bilberry), wobei der Begriff Blaubeere synonym verwendet
wird. Eine entsprechende, hé&ufig in Nordamerika anzutreffende Art, ist die
Wildheidelbeere Vaccinium angustifolium (engl. wild lowbush blueberry). Von diesen
Arten muss die amerikanische Kulturheidelbeere (Vaccinium corymbosum, engl.
blueberry) abgegrenzt werden, welche hauptsachlich gezuchtet und vertrieben wird. Im
Gegensatz zur Kulturheidelbeere, welche lediglich eine blaue Schale bei ansonsten
hellem Fruchtfleisch aufweist, ist bei der Wildheidelbeere auch dieses blau. Dies ist auf
Anthocyane zurtickzufuhren, welche den Friichten die blaue Farbe verleihen und bei der
Wildheidelbeere sowohl in der Schale als auch im Fruchtfleisch, bei der

Kulturheidelbeere vor allem in der Schale enthalten sind (Riihinen et al. 2008).

1.2.1 Inhaltsstoffe

Neben Vitaminen und Mineralstoffen enthalten Heidelbeeren als sekundare
Pflanzenstoffe verschiedene Anthocyane, welche aus einem Anthocyanidin und
angehdngten Zuckern bestehen. Das Anthocyanidin als zuckerfreier Anteil des
Anthocyans verleiht den Pflanzen die unterschiedliche Farbe und enthalt als Grundgerst

das Flavan, weshalb die Anthocyane zur Gruppe der Flavonoide gehdren (Abb. 1.5).

Abb. 1.5: Flavan als Grundgerlst der Anthocyane, erstellt mit
ChemSketch (Version 2019.2, ACD/Labs, Toronto, Ontario, Canada)
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An das Grundgerist wiederum sind mehrere Hydroxygruppen sowie weitere
unterschiedliche funktionelle Gruppen angehdngt. Durch die direkte Bindung der
Hydroxygruppen am aromatischen Ring sind die Anthocyane strukturell den
Polyphenolen zuzuordnen. Je nachdem, welche funktionellen Gruppen ([R] in Abb. 1.6)
an das Anthocyanidin angehéngt sind, ergeben sich als am hdufigsten vorkommende
Anthocyanidine das Cyanidin, Delphinidin, Malvidin, Pelargonidin, Peonidin und das
Petunidin.

Abb. 1.6: Grundgerist der Anthocyanidine Cyanidin, Melphinidin,
Malvidin,  Pelargonidin,  Peonidin  und  Petunidin  mit
unterschiedlichen  funktionellen Gruppen [R], erstellt mit
ChemSketch (Version 2019.2, ACD/Labs, Toronto, Ontario, Canada)

Weiterhin sind den Anthocyanidinen am C3-Atom O-glykosidisch die Zucker Glucose,
Galactose oder Arabinose angehéngt, was den Anthocyanen eine gute Wasserloslichkeit
vermittelt (Abb. 1.7).

Abb. 1.7: Malvidin-3-O-Galactosid, Beispiel eines in Heidelbeeren
vorkommenden Anthocyans, erstellt mit ChemSketch (Version
2019.2, ACD/Labs, Toronto, Ontario, Canada)
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Mittels chromatografischer Bestimmung konnten weitestgehend die gleichen Anthocyane
in amerikanischen Kultur- und européischen Wildheidelbeeren nachgewiesen werden. Es
konnten jedoch Unterschiede im Verhaltnis der vorkommenden Anthocyane zueinander
sowie in deren Gesamtkonzentration festgestellt werden. Letzteres wird darauf
zurlckgefuhrt, dass die als Kulturheidelbeere gezilichteten Arten verstarkt Licht und
hohen Temperaturen ausgesetzt ist, was zum Zerfall der Anthocyane und zu einer
Gesamtkonzentration an Anthocyanen von lediglich ca. einem Drittel verglichen mit der
europdischen Wildheidelbeere fiihrt (Muller et al. 2012). Bei der in der vorliegenden
Studie zur Herstellung des Heidelbeerextraktes verwendeten Heidelbeere handelt es sich
um die amerikanische Kulturheidelbeere Vaccinium corymbosum (Shukitt-Hale et al.
2015).

1.2.2 Rolle der Anthocyane

Sekundare Pflanzenstoffe, insbesondere Anthocyane, spielen aufgrund ihrer
polyphenolischen Struktur eine wichtige préventive Rolle im Rahmen entzindlicher
Prozesse sowie vieler chronischer Erkrankungen verschiedener Organsysteme,

beispielsweise des kardiovaskularen Systems (Ma et al. 2018).

Anthocyane vermitteln den gesundheitsfordernden Effekt der Heidelbeere im
Wesentlichen durch ihre Funktion als naturliches Antioxidanz. Aufgrund ihrer
polyphenolischen Struktur und der daraus resultierenden reduzierenden Eigenschaften
sind Anthocyane in der Lage, freie Radikale zu neutralisieren (Speer et al. 2020). Diese
freien Radikale, auch als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet, fallen als
Stoffwechselprodukte im Organismus fortlaufend an, kénnen dem Korper jedoch auch
exogen zugefiihrt werden. Beispiele hierfir sind das Hyperoxid-Anion sowie das
Hydroxyl-Radikal. Durch deren hochreaktive Struktur kommt es im Organismus zur
Schédigung von DNA, Proteinen und Lipiden, was wiederum zu DNA-Mutationen,
strukturveranderten Proteinen und Schaden an Zellmembranen fiihrt, letztlich mit der
Folge einer beschleunigten Zellalterung. Bis zu einem gewissen Grad ist der Organismus
in der Lage, ROS mittels korpereigenen Antioxidanzien zu neutralisieren, vor allem durch
die Enzyme Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalase. Kommt es jedoch
zu einem vermehrten Anfall an ROS, auch als oxidativer Stress bezeichnet, bedarf es
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zusatzlicher, extern zugefuhrter Stoffe mit antioxidativem Potential, um dem Prozess der

Zellalterung entgegenzuwirken.

Hinweise auf positive Effekte von heidelbeerreicher Ernéhrung sind insbesodere im
Rahmen internistischer Erkrankungen sowohl in Tierstudien als auch an Menschen
bereits vielfach untersucht worden. So wiesen Liu et al. 2019 bei fettreich ernédhrten
Mausen unter zusatzlicher Gabe von Heidelbeeren eine erhohte Insulin-Sensitivitat sowie
eine verringerte GrolRe und Apoptose-Rate von pankreatischen 3-Zellen im Vergleich zu
lediglich fettreich erngdhrten Mausen nach. Dies weist auf eine verbesserte Funktion der
R-Zellen unter heidelbeerreicher Dié&t hin (Liu et al. 2019). Ebenfalls anhand von M&usen
konnte unter heidelbeerreicher Diét eine verédnderte Morphologie des Darm-Epithels
nachgewiesen werden. Es zeigten sich signifikant tiefere Krypten und vermehrtes
Vorkommen von Becherzellen und dadurch eine erhdhte Sekretionsleistung von Schleim
(Paturi et al. 2012).

Hinsichtlich gesundheitsfordernder Effekte heidelbeerreicher Erndhrung beim Menschen
wurde die Wirkung héaufig im Zusammenhang mit Patienten untersucht, die unter einer
oder mehrer Komponenten des metabolischen Syndromes litten. So untersuchten Curtis
et al. 2019 die Wirksamkeit von Heidelbeeren an Patienten, die an Adipositas, arterieller
Hypertonie, Dyslipidamie und einer pathologischen Niichternglugose litten. Die
Patienten erhielten tdglich 150 g ganze Heidelbeeren tber einen Zeitraum von 6 Monaten.
Das Ergebnis waren signifikant verbesserte Flusseigenschaften des Blutkreislaufes und
ein erhdhtes HDL (high density lipoprotein) im Vergleich zu den Patienten der
Kontrollgruppe, welche ein Placebo erhielten. Korrespondierend dazu zeigten sich die
entsprechenden Anhocyane im Serum signifikant erhoht (Curtis et al. 2019). Bei
Patienten mit Gonarthrose konnte nach einem téglichen Verzehr von 40 g
Heidelbeerextrakt tber 4 Monate im Vergleich zur Placebo-Gruppe neben reduzierten
korperlichen Beschwerden auch ein signifikant verringerter Blutdruck festgestellt werden
(Du et al. 2019). Weiterhin zeigten sich bei postmenopausalen Frauen mit leichter
arterieller Hypertonie nach einem Verzehr von 22 g Heidelbeerextrakt iber 4 Wochen
reduzierte Laborparameter fur Schaden an der DNA, nach einem Verzehr tiber 8 Wochen
war der Effekt hingegen nicht nachweisbar (Johnson et al. 2017). Auch am Menschen
konnten Hinweise auf gesundheitsfordernde Effekte heidelbeerreicher Erndhrung auf den

Darm nachgewiesen werden. So zeigte sich bei Patienten mit Sinusvenenthrombose nach
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einem Verzehr von 10 mg Heidelbeerextrakt Uber 3 Monate signifikant verringerte
pathogene Darmbakterien, was auf ein verringertes Risiko gastrointestinaler Infektionen
hinweist (Xu et al. 2017).

1.2.3 Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel

Zunehmend wurden in der Vergangenheit die Effekte polyphenolreicher Erndhrung auch
auf den Knochenstoffwechsel untersucht. In Meta-Analysen konnten vielversprechende
positive Effekte sowohl im Rahmen von Tierstudien als auch am Menschen gezeigt
werden (Hubert et al. 2014, Brondani et al. 2019).

Die positive Wirkung polyphenolreicher Erndhrung auf den Knochenstoffwechsel ist, wie
auch deren Effekte im Rahmen internistischer Erkrankungen, auf die antioxidative
Wirkung und die damit verbundene antagonisierende Wirkung auf ROS zurtickzufthren.
So scheint ein vermehrter Anfall von ROS unter anderem mit einem gesteigerten Risiko
fiir eine Osteoporose im hoheren Alter einherzugehen (Melough et al. 2017). ROS fiihren
durch eine gesteigerte Osteoklastendifferenzierung letztlich zu einem Ungleichgewicht
zwischen den Knochenzellen zugunsten der Osteoklasten gegenuber den Osteoblasten
und Osteozyten, wodurch sich der Knochenstoffwechsel in Richtung des Knochenabbaus
verschiebt. Des Weiteren fordern ROS die Apoptose von Osteoblasten und Osteozyten,
wodurch das Verhéltnis von RANKL zu OPG ansteigt. Infolgedessen kommt es Uber die
vermehrte Bindung von RANKL an RANK zu einer verstarkten Aktivierung des NF-«xB-
Signalweges, was das Ungleichgewicht der Knochenzellen und somit des
Knochenstoffwechses noch weiter verstarkt (Domazetovic et al. 2017). Durch ihre
Funktion als natirliches Antioxidanz sind Polyphenole in der Lage, dem beschriebenen

Ungleichgewicht entgegenzuwirken.

Polyphenole entfalten ihre positive Wirkung auf den Knochenstoffwechsel jedoch nicht
nur durch den Fang von ROS, sondern sind dartiber hinaus auch in der Lage, die
Osteoblastendifferenzierung direkt zu foérdern, indem sie auf deren aktivierende
Transkriptionsfaktoren wie BMPs, Runx2 und Osterix sowie auch auf den Wnt-
Signalweg einwirken (Torre 2017). Weiterhin wirken Polyphenole auch tber eine
Ostrogen-ahnliche Wirkung fordernd auf den Knochenaufbau (Weaver et al. 2012).
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1.3 Fragestellung

Die positiven Auswirkungen einer polyphenolreichen Ern&hrung zur Prévention
chronischer Erkrankungen unterschiedlicher Organsysteme wurde bereits vielfach
anhand von Tierstudien sowie auch anhand von Studien am Menschen belegt.
Insbesondere gibt es vielfaltige Hinweise auf den gesundheitsfordernden Effekt von
Heidelbeeren, welche ebenfalls reichhaltig an Polyphenolen sind. Zunehmend sind in den
letzten Jahren auch die Auswirkungen einer polyphenolreichen Erndhrung auf
Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems in den Fokus geruckt. In der vorliegenden
Studie soll daher die konkrete Auswirkung einer heidelbeerreichen Erndhrung auf den

Knochenstatus von Mausen anhand folgender Fragen untersucht werden:

- Kann eine heidelbeerreiche Erndhrung die biomechanischen Eigenschaften eines
Knochens hinsichtlich ihrer Stabilitat beeinflussen?

- Hat eine heidelbeerreiche Erndhrung Einfluss auf die Morphologie der Kortikalis
und der trabekularen Struktur?

- Gibt es auf histologischer Ebene Auswirkungen auf die Knochenzellen, zum
Einen was deren Anzahl, zum Anderen was deren Tatigkeit im Knochenumbau
betrifft?

- Lassen sich Veranderungen hinsichtlich der Expression von Genen des

Knochenstoffwechsels feststellen?

Die Effekte einer heidelbeerreichen Erndhrung auf den Knochenstatus von Mausen sollen
als Grundlage dafur dienen, diese idealerweise auch fir die Erndhrung des Menschen als
praventive Malinahme gegen chronische Erkrankungen des Skelettsystems zu nutzen,
beispielsweise im Hinblick auf die Osteoporose, einer haufigen Erkrankung insbesondere

im hohen Lebensalter.
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere und Studiendesign

Die fur die Versuche verwendeten Knochen entstammten ausschlie3lich weiblichen
NMRI-Méausen (Abb. 2.1, S. 21) und wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Gunter P. Eckert vom Pharmakologischen Institut fir
Naturwissenschaftler der Goethe-Universitat Frankfurt a.M. bereitgestellt. Dort erfolgten
Tierhaltung und -versuch, genehmigt durch das Regierungsprasidium Darmstadt
(Genehmigungsnummer FU/1062), nach dem aktuellen Tierschutzgesetz.

Fur die Studie wurden Femora sowie Wirbelkdrper von 42 Maéusen, unterteilt in 3

Gruppen, verwendet:

Heidelbeergruppe | Alte Junge
(n=14) Kontrollgruppe Kontrollgruppe
(n=14) (n=14)

Alter zu Beginn der | 13 Monate 13 Monate 1 Monat
Fdtterung
Alter am Ende der 20 Monate 20 Monate 3 Monate
Fdtterung
(Euthanasie)

Tab. 2.1: Versuchsgruppen

Das Futter der Heidelbeergruppe bestand aus einer modifizierten Spezialdidt C1000
(Altromin, Lage, Deutschland). Pro kg wurden der Spezialdiat 20 g Heidelbeerextrakt
hinzugefig. Die Herstellung des Heidelbeerextraktes erfolgte durch Barbara Shukitt-Hale
nach von ihr beschriebenem Vorgehen (Shukitt-Hale et al. 2015) und wurde von der
Firma Altromin in das Futter gepresst. Die alte und die junge Kontrollgruppe erhielten
eine polyphenolarme Diét, ebenfalls auf der Grundlage der Spezialdiat C1000, welche

frei von Vitamin C und synthetischen Antioxidantien, jedoch im Vergleich zum Futter
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der Heideleergruppe mit zusétzlichen 2500 IE Vitamin A, 20 mg Vitamin E und 150 pg

Selen pro kg Futter angereichert war.

Abb. 2.1: Heidelbeermause (a) und junge Kontrollmause (b) mit Futter

Bei der Euthanasie wurden zur Auswertung folgende Knochen entnommen:

Knochen Fixierung und Lagerungstemperatur Verwendung

Femur links | in NaCl getrankte Kompresse bei -20°C | Biomechanik

Femur rechts | 4% PFA bei 4°C uCT

Wirbel L 1 4% PFA bei 4°C pCT

Wirbel L 3 4% PFA bei 4°C Histologie (Paraffin)

Wirbel Th 12 | 4% PFA bei 4°C Histologie (Technovit 9100)
Wirbel Th 10 | RNA-Later bei -80°C real-time RT-PCR

Tab. 2.2: Zur Auswertung verwendete Knochen (PFA: Phosphat-gepuffertes
Paraformaldehyd)
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2.2 Biomechanik

Zur biomechanischen Untersuchung wurde ein Dreipunkt-Biegetest zur Analyse der
Parameter Maximalkraft und Biegesteifigkeit durchgefuhrt. Die Versuche erfolgten mit
freundlicher Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Anita Ignatius und
Herrn Prof. Dr. Lutz Dirselen am Institut fir Unfallchirurgische Forschung und

Biomechanik des Universitatsklinikum Ulm.

2.2.1 Probeneinbettung und Versuchsaufbau

Der bei -20°C in der NaCl-getrankten Kompresse gelagerte linke Femur wurde zunéchst
auf Raumtemperatur aufgetaut. Nach sorgfaltiger Entfernung des umliegenden
Weichgewebes wurden sowohl ein Femur (axial, der Femurkopf zeigte nach unten) als
auch eine Aluminiumhilse (Durchmesser 8 mm) in einer Klemmbhalterung (beides
Eigenbau des Institutes fir unfallchirurgische Forschung und Biomechanik des
Universitatsklinikum  Ulm)  eingespannt.  Auf die  Aluminiumhilse  wurde

Zahnzementkleber iCem Self Adhesive (Kulzer, Hanau, Deutschland) aufgetragen und

der Femur in der Klemmbhalterung so weit auf die Aluminiumhiilse heruntergelassen, dass
der Femurkopf komplett mit Kleber bedeckt war (Abb. 2.2).

Abb. 2.2: Aluminiumhilse mit linkem Femur und Zahnzementkleber in der
Klemmhalterung (a) sowie zur Messung vorbereiteter Femur (b)

Der Kleber hartete 1 min unter der UV-Polymerisationslampe (Exakt, Norderstedt,
Deutschland) aus, danach wurde eine weitere Schicht Kleber aufgetragen, die nochmals

1 min unter UV-Licht aushértete.
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Die Messung erfolgte an der Materialprifmaschine AllroundLine Z010 (Zwick-Roell,
Ulm, Deutschland):

Abb. 2.3: Materialprifmaschine mit Druckfinne (c), Stitzweite (L),
Hebelarm (a) und Differenz (b) aus Stitzweite und Hebelarm

Die Aluminiumhilse wurde links in der Halterung fixiert, die Femurkondylen lagen
rechts auf der mobilen Auflageflache der Priifmaschine. Die Stiitzweite (L) wurde auf 20
mm eingestellt. Anhand der Stellung der Druckfinne (c), deren Positionierung mittig tiber
dem Femur erfolgte, wurde der Hebelarm (a) gemessen (Abb. 2.3). Beide Werte wurden
in die mit der Prifmaschine verbundenen Prifsoftware testXpert 11 (Version 3.2, Zwick-

Roell) eingetragen.

2.2.2 Ermittlung der Maximalkraft

Zunéchst erfolgten 3 Messungen mit einer eingestellten oberen Kraftgrenze von 4 N, mit
denen die optimale Anpassung der Femurkondylen an die mobile Auflageflache fur die
folgende zerstdrende Messung erzielt wurde. Bei dieser wurde eine obere Kraftgrenze
von 50 N eingestellt und die Messung bis zum Bruch der Probe durchgefuihrt. Der von

der Software angezeigte Kraftwert beim Probenbruch entsprach der Maximalkraft.
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2.2.3 Ermittlung der Biegesteifigkeit

Die Biegesteifigkeit ist definiert als Produkt aus Elastizititsmodul E und
Flachentragheitsmoment I. Zunachst wurde eine Tangente (K) an die Kraftbiegungskurve
(d) angelegt, der anndhernd linear verlaufende Bereich festgelegt (e — f) und daraus die
Steigung berechnet:

_______________________________________________ I_"__"__"”F[max)
K ]
03

Verformung [mm]

Abb. 2.4: Kraftbiegungskurve (d) mit Probenbruch bei F(max), Steigungstangente (K)
und linear verlaufender Kurvenbereich (e —f)

Da der Hebelarm nicht exakt der Hélfte der Stltzweite entsprach (Abb. 2.3, S. 23) und es
sich somit um eine asymmetrische Dreipunktbiegung handelte, erfolgte die Berechnung
der Biegesteifigkeit [Nm?] nach folgender Formel mit der Steigung k [N/mm], dem
Hebelarm a, der Stltzweite L und der Differenz b aus Stiitzweite und Hebelarm (Rontgen
et al. 2010):

k * a? x b?
3L

2.3  Mikro-Computertomographie (UCT)

Genauso wie die Kklinisch genutzte Spiral-Computertomographie arbeitet die uCT mit

Rontgenstrahlen, welche von der Rontgenquelle schichtweise aus unterschiedlichen
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Richtungen emittiert werden. Treffen die Rontgenstrahlen auf ein Medium, welches hier
durch den Probenschlitten um die eigene Achse rotiert wird, werden sie entsprechend des
Durchmessers und der Dichte des Mediums durch Absorption abgeschwécht und vom
Sensor detektiert (Bouxsein et al. 2010). Die Software des Computers errechnet durch
Rickprojektion Transversalschnitte, welche dreidimensional rekonstruiert werden
(Feldkamp et al. 1984). Dabei entstehen dreidimensionale isotrope Voxel, deren GroRe
bei der uCT aufgrund des geringen Probendurchmessers im Mikrometerbereich liegen
(Bouxsein et al. 2010, Engelke et al. 1999).

2.3.1 Datenakquisition und -rekonstruktion

Die rechten Femora wurden mit dem uCT-Scanner SkyScan 1173 (Software 1.6, Bruker
microCT, Kontich, Belgien) von den distalen Kondylen bis zum Trochanter major
gescannt. Gleiches erfolgte mit den ersten Lumbalwirbeln, wobei nur die Wirbelkérper
quantifiziert wurden. Als Rontgenquelle diente eine Mikrofokusréhre (130 kV, 8 W, <5
um Brennfleck). Mittels Flachbilddetektor (Hamamatsu 130/300, MatrixgroRe
2240x2240 Pixel) wurden die Strahlen detektiert. Zur Verringerung der

Strahlenaufhéartung wurde ein Aluminiumfilter (0,5 mm) verwendet.

Die Rotation des Probenschlittens um die eigene Achse erfolgte in Schritten von 0,3 Grad.
Gescannt wurde mit einer Réhrenspannung von 40 kV und 200 pA unter Anwendung
einer vierfachen Bildmittelung zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses bei

einer Belichtungszeit von 1600 ms.

Gespeichert wurden die entstandenen Rohdaten mit einer Tiefe von 16 bit im TIFF-
Format. Mit dem Programm NRecon (Version 1.7.0.4, Bruker microCT) erfolgte die
dreidimensionale Rekonstruktion der Rohdaten zu BMP-Dateien mit 256 Grauwerten und

einer isotropen VoxelgrofRe von 5,75 um.

2.3.2 Quantifizierung

Zuné&chst wurden die rekonstruierten Daten in dem Programm DataViewer (Version
1.5.4.0, Bruker microCT) axial, coronar und sagittal ausgerichtet, sodass im Falle der

rechten Femora in der Transversalebene die Kondylen nach kaudal sowie die Facies
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patellaris nach ventral zeigte. Im Falle der Wirbel zeigte die Grundplatte nach kaudal
sowie die Vorderseite der Wirbelkorper nach ventral.

Der axiale Datensatz wurde mit dem Programm CT-Analyser (Version 1.17.7.1, Bruker
microCT) quantifiziert. Hierfir wurden zundchst die zu quantifizierenden Schnitte
(Volume of Interest, VOI) festgelegt. Bei den Femora wurde im Bereich der Kondylen

die Wachstumsfuge, erkennbar an der durchgangigen Knorpelbricke, aufgesucht.

Als VOI wurden von der Wachstumsfuge ausgehend nach kranial folgende Schnitte
gewahlt (siehe auch Abb. 2.5, S. 27):

Anzahl Anzahl Schnitte gesamt,
Schnitte | Verwendung kranial der Wachstumsfuge
50 keine 50

310 VOI 1 - Quantifizierung Spongiosa 360

40 Keine 400

80 VOI 2 - Quantifizierung Kortikalis metaphysar | 480

420 keine 900

80 VOI 3 - Quantifizierung Kortikalis diaphysar | 980

Tab. 2.3: Festlegung der Volume of Interest (VOI) der Femora

Bei den Wirbelkorpern wurde zur Festlegung der VOI die knorpelige Grundplatte
aufgesucht. Die Schicht kranial der Grundplatte, ab der kein Knorpelgewebe mehr
vorhanden war, wurde als kaudale Grenze, die Schicht kaudal der Deckplatte ebenfalls
ohne Knorpelgewebe als kraniale Grenze der VOI bestimmt (Abb. 2.6, S. 28). Im
Gegensatz zu den Femora wurde somit eine je nach WirbelkdrpergroRe individuell

unterschiedlich groRe VOI ausschlieBlich zur Quantifizierung der Spongiosa festgelegt.

Im letzten Schritt wurden innerhalb der VOI die zu quantifizierenden Regionen (Region
of Interest, ROI, Tab. 2.4, Abb. 2.5, S. 27 und Abb. 2.6, S. 28) sowie die untere und obere
Grauwert-Schwelle (Lower / Upper Grey Threshold) festgelegt. Alle Voxel innerhalb
dieses Bereichs wurden vom Programm bei der folgenden Quantifizierung als knocherne

Struktur gewertet.
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Anzahl Lower / Upper

VOl Schnitte | Festlegung der ROI Grey Threshold
Femur VOI 1 | 310 Manuelles Umfahren der Spongiosa alle | 80 / 255
(Spongiosa) 10-15 Schnitte mit einem Abstand von

wenigen Voxeln zur Kortikalis. Programm

interpolierte dazwischenliegende Schnitte.
Femur VOI 2 | 80 Automatische  Festlegung durch das | 85/255
(Kortikalis Programm, manuelle  Korrektur  bei | (TMD: 90 / 255)
metaphysar) falschlicher Miterfassung von Trabekeln.
Femur VOI 3 | 80 Siehe Femur VOI 2 85/ 255
(Kortikalis (TMD: 90/ 255)
diaphysar)
Wirkelkorper | variabel | Siehe Femur VOI 1 90/ 255

(Spongiosa)

Tab. 2.4: Festlegung der Region of Interest (ROI) sowie Lower / Upper Grey Threshold
(VOI: Volume of Interest; TMD: Tissue Mineral Density)

Automatische
Festlegung
der ROI
(Kortikalis
dia- und
metaphysar

Manuelles
Umfahren der
Spongiosa

Abb. 2.5: Festlegung der Volume of Interest (VOI (a)) und Region of Interest (ROI (b-h))

des Femurs
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Manuelles Um-
fahren der ROI

Abb. 2.6: Festlegung der Volume of Interest (VOI (a)) und Region of Interest (ROI (b-d))
des Wirbelkorpers

2.3.3 Morphometrische Parameter

An der Spongiosa wurden relatives Knochenvolumen (Percent Bone Volume, BV/TV
[%]) sowie durchschnittliche Dicke (Trabecular Thickness, Th.Th [mm]), Abstand
(Trabecular Separation, Th.Sp [mm]) und Anzahl der Trabekel (Trabecular Number,
Th.N [mm™1]) quantifiziert.

Die Kortikalis wurde auf ihre durchschnittlichen Dicke (Structure Thickness, St.Th
[mm]), Gesamtquerschnittsflache (Mean Total Crossectional Tissue Area, T.Ar [mmZ])
und Gesamtquerschnittsflache des rein kndchernen Anteils (Mean Total Crossectional
Object Area, Obj.Ar [mm?]) sowie relatives Knochenvolumen (Obj.Ar / T.Ar [%])

untersucht.

Bei der Knochendichtemessung wurden zwei Phantome aus Hydroxylapatit mit einem
Durchmesser von 2 mm, ahnlich dem der Mausknochen, gescannt. Die Konzentration an
Hydroxylapatit  betrug 0,25 bzw. 0,75 g/cm3, anhand der beiden
Schwéchungskoeffizienten der Phantome wurden die Messwerte kalibriert. Bei Kortikalis
und Spongiosa wurde die Dichte des rein kndchernen Anteils (Tissue Mineral Density,
TMD [g/cm3]) gemessen, bei der Spongiosa zusétzlich auch die gemittelte Dichte aus

kndchernem und weichem Gewebe (Bone Mineral Density, BMD [g/cm?]).
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2.4 Histologie und Histomorphometrie

Entnommen wurden 2 Wirbel fur folgende Verwendung, wobei ausschliellich die

Wirbelkdrper ausgewertet wurden:

Wirbel Einbettung Féarbungen / Nachweise

L3 Paraffin Hématoxylin-Eosin, ALP, TRAP, a-smooth-
Muscle-Actin (ASMA)

Th 12 Technovit 9100 | Kossa-van Gieson

Tab. 2.5: Zur Analyse entnommene Wirbel und deren Verwendung

2.4.1 Probeneinbettung und Praparateherstellung

Die 3. Lumbalwirbel wurden nach Fixierung fir 24 h in 4% Phosphat-gepuffertem
Paraformaldehyd (PFA, Roth, Karlsruhe, Deutschland) 6 mal je 5 min in 0,1 M Natrium-
Phosphatpuffer (pH 7,2 — 7,4, Merck, Darmstadt, Deutschland) gespult. Die Entkalkung
erfolgte in 10% Ethylendiamintetraessigsaure-Lésung (EDTA) aus 17 g Tris (Roth) und
50 g EDTA (Titriplex 111, Merck), in 500 ml destilliertem Wasser gelost (pH 7,0 — 7,4).
AnschlieRend wurden die Proben 1 h unter flieRendem Leitungswasser gespult. Am
Einbettautomat TP1050 (Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden die Proben zunéchst in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 h 70%, 2,5 h 80%, 2 h 96%, 3 mal 3 h 100%,
Stockmeier, Bielefeld, Deutschland) sowie Xylol (einmal 1 h und 2 mal 45 min, Roth)
bei Raumtemperatur dehydriert und dann in Paraffin (3 mal 40 min) bei 58°C eingebettet.
Die Schnitte wurden am Rotationsmikrotom HM355S (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA) mit einer Schichtdicke von 5 um angefertigt.

Das Vorgehen zur Fixierung und Spilung der 12. Thorakalwirbel entsprach dem der 3.
Lumbalwirbel. Anschliel3end wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei
Raumtemperatur unter Schitteln dehydriert. Hierbei blieben die Proben je einen Tag in
70%, 80%, 96%, 4 malig in 100% Ethanol sowie einen Tag in 100% Ethanol p.a. (Merck)
und 2 mal je 12 h in Xylol stehen. Préinfiltration sowie Infiltration (alle Technovit 9100
Komponenten von Kulzer) erfolgten bei 4°C auf dem Vibramax 100 (Heidolph,
Schwabach, Deutschland, Tab. 2.6, S. 30).
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Ldsung Zusammensetzung Dauer

Préinfiltration 1 | 125 ml Technovit 9100 Basisflussigkeit stabilisiert, 1 Tag
125 ml Xylol
Préinfiltration 2 | 250 ml Technovit 9100 Basisflussigkeit stabilisiert, 1 Tag

1,25 g Technovit 9100 Harter 1

Préinfiltration 3 | 250 ml Technovit 9100 Basisflissigkeit entstabilisiert | 1 Tag
(vorheriger Durchlauf durch einen Trichter mit 50 g
Aluminiumoxid (Roth)), 1,25 g Technovit 9100 Harter 1

Infiltration 250 ml Technovit 9100 Basisflussigkeit entstabilisiert s.o., | 6 Tage
20 g Technovit 9100 PMMA (Polymethylmethacrylat)-
Pulver, 1 g Technovit 9100 Harter 1

Tab. 2.6: Prainfiltration und Infiltration bei der Technovit 9100 Einbettung

Der letzte Schritt bestand in der Einbettung und Polymerisation fir 2 Tage bei -4°C in
Polymerisationsldsung (alle Komponenten von Kulzer) aus Stammlésung A zu 90% (500
ml Technovit 9100 Basislésung entstabilisiert, entsprechend der Préinfiltration 3 wie in
Tab. 2.6 beschrieben, 80 g Technovit 9100 PMMA (Polymethylmethacrylat)-Pulver, 3 g
Technovit 9100 Harter 1) und Stammldsung B zu 10% (44 ml Technovit 9100
Basislosung entstabilisiert, 17,6 ml Technovit 9100 Harter 2,2 ml Technovit 9100
Regler). Die entstandenen Probenbldcke wurde mit der Diamant Bandsage Exakt 310
(Exakt) verkleinert, sodass am Rotationsmikrotom RM2155 (Leica) Schnitte mir einer
Dicke von 5 um angefertigt werden konnten. Hierfir wurden Folien des Typs Cryofilm
2C(9) (Kawamotos Section-Lab Co. Ltd., Hiroshima, Japan) nach Erreichen der
gewiinschten Schnittebene auf den Probenblock geklebt und beim Schneidevorgang mit
dem daran klebenden Préparat mit einer Pinzette festgehalten, sodass keine Falten am

Préaparat entstanden.

2.4.2 Farbungen

H&matoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung): Zu Beginn wurden die Praparate 2 mal 5 min
in Xylol sowie flr jeweils 5 min in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%)

entparaffiniert und 5 min in destilliertem Wasser rehydriert. Die Kernfarbung erfolgte mit
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der Hdmatoxylin-LAsung nach Gill (Merck) fiir 10 min mit anschlie}endem Abspulen mit
destilliertem Wasser sowie Blauen unter flieRendem Leitungswasser fiir 10 min und
Inkubieren in destilliertem Wasser fur 5 min. Die Farbung des Bindegewebes wurde mit
1% Eosin G (Merck) fur 1 min mit folgendem Abspulen und Inkubieren fir 5 min in
destilliertem Wasser durchgefuhrt. Abschlielend wurden die Préparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol (umgekehrtes VVorgehen zur Entparaffinierung)
dehydriert und mit DePex (Serva, Heidelberg, Deutschland) eingedeckelt.

Enzymhistochemischer Nachweis der tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP):

Entparaffinierung und Rehydrierung wurden entsprechend dem Vorgehen bei der HE-
Farbung durchgefihrt. Nach Spiilung fir 10 min in 0,1 M Natriumacetatpuffer (pH 5,2,
Merck) wurden die Préparate fir 30 min bei 37°C in der Substratlésung inkubiert und
anschlieBend mit destilliertem Wasser gespult. Die Substratlésung bestand aus 35 mg
Naphthol-AS-TR-Phosphat, 125 pl N-N-Dimethylformamid, 35 mg Echtrotsalz und 57,5
mg di-Natriumtartrat-Dihydrat (alle Komponenten von Merck) in 25 ml 0,1 M
Natriumacetatpuffer (pH 5,2) gelost. Mit Shandon Instant Hamatoxylin (Thermo Fisher
Scientific) wurden die Praparate 1 min gegengeféarbt sowie 1 min in destilliertem Wasser
gespult, 10 min unter flieBendem Leitungswasser geblaut, erneut 5 min in destilliertem

Wasser gespult und anschlieBend mit Kaisers Glyceringelatine (Roth) eingedeckelt.

Enzymhistochemischer Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP): Entparaffinierung

und Rehydrierung wurden entsprechend dem Vorgehen bei der HE-Farbung
durchgefuhrt. Nach Inkubation fur 10 min in 0,1 M Tris-Puffer (pH 9,4) erfolgte der
Nachweis mit Phosphatase-Substrat BCIP/NBT (SeraCare Life Sciences, Milford,
Massachusetts, USA) fiir 1 h bei 37°C mit anschliefendem Abspiilen und Inkubieren fir
3 mal 5 min in destilliertem Wasser. Mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat (Roth) und
anschlielendem Spilen in destilliertem Wasser fiir 3 mal 5 min wurden die Praparate
gegengefarbt. Die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol erfolgte wie
bei der HE-Farbung, eingedeckelt wurden die Préparate mit Eukitt (Merck).
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Immunhistochemischer Nachweis von a-smooth-Muscle-Actin (ASMA): Der Nachweis

erfolgte unter der Verwendung von Negativkontrollen. Die Entparaffinierung wurde fiir
2 mal 5 min in Xylol, 10 min in Aceton (Stockmeier), 10 min in einem Gemisch aus je
50% Aceton und Waschpuffer TBS-X sowie 2 mal 5 min in TBS-X durchgefuhrt. Zur
Herstellung des Waschpuffers TBS-X wurden 250 pl Triton X-100 (Merck) in 1 | Tris-
NaCl-Puffer (pH 7,4), bestehend aus 6,06 g Tris und 8,77 g NaCl in 1 | destilliertem
Wasser, geldst. Nach Blockieren fur 10 min in 3% Wasserstoffperoxid (Merck) in TBS-
X und erneutem Spdilen fur 2 mal 5 min in TBS-X wurden die Praparate mit dem primaren
Antikorper des Kaninchens gegen ASMA (OriGene Technologies, Rockville, Maryland,
USA) 1:100, die Negativkontrollen mit Antibody Diluent (Dako, Wiesentheid,
Deutschland) 24 h bei 4°C inkubiert.

Die Praparate wurden zunéchst mit TBS-X abgespult, dann 2 mal 5 min in TBS-X
inkubiert. Die Inkubation mit dem sekunddren Antikorper wurde mit biotinyliertem IgG
der Ziege gegen Kaninchen (Vector, Burlingame, California, USA) 1:500 in 1% bovinem
Serumalbumin (Merck) in Tris-NaCl-Puffer (pH 7,4) mit 12,5% Mausserum (Merck) flr
30 min bei Raumtamperatur mit anschlieRendem Abspulen und 2 mal 5 min Inkubieren
in TBS-X durchgefihrt. Es folgte die Inkubation mit Vectorstain Elite ABC HRP Kit
(Vector) fur ebenfalls 30 min bei Raumtemperatur und entsprechenden Spulvorgéngen.
Nach weiterem Spilen in destilliertem Wasser fir 5 min wurde der Nachweis mit der
Inkubation mit NovaRED HRP Substrate Kit (Vector) flir 5 min sowie erneutem
Abspiilen und Inkubieren fiir 3 mal 5 min in destilliertem Wasser abgeschlossen. Zur
besseren Beurteilung erfolgte eine Gegenfarbung mit Shandon Instant Hamatoxylin flr
20 sec mit folgendem Abspilen mit destilliertem Wasser, Blauen unter flieBendem
Leitungswasser fir 10 min und Inkubieren in destilliertem Wasser fur 5 min. Die
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol sowie das Eindecken mit DePex
erfolgte entsprechend des VVorgehens bei der HE-Férbung.

Kossa-van Gieson-Farbung: Zundchst wurden die Préparate 3 mal 10 min in 2-

Methoxyethylacetat (Merck) sowie jeweils 5 min in einer absteigenden Alkoholreihe
(100%, 96%, 70%) entacrylliert und 5 min in destilliertem Wasser rehydriert. Die von
Kossa-Farbung wurde mit 3% Silbernitrat (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) fir 10

min mit anschlieendem Spilen in destilliertem Wasser fir 3 mal 2 min durchgefunhrt.
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AnschlieBend wurde das Silbernitrat mit 10% Natriumkarbonat-Formaldehyd (10%
Natriumkarbonat (Roth) und 25 ml 37% Formaldehyd (Merck) mit destilliertem Wasser
auf 100 ml aufgefullt) fur 2 min und Spilen unter flieBendem Leitungswasser flir 8 min
reduziert. Nach Fixieren in 5% Natriumthiosulfat (Merck) fir 5 min und Spdlen in
destilliertem Wasser fur 2 mal 2 min wurden die Praparate mit 0,8% Methylgrin (1 g
Methylgrin (Roth) und 25 ml Ethanol in 100 ml destilliertem Wasser geldst) fir 8 min
sowie erneutem Spiilen in destilliertem Wasser fiir 3 mal 2 min gegengeférbt. Die van
Gieson-Farbung erfolgte mittels Eisenhdamatoxylin nach Weigert (Roth) fur 6 min mit
Spulen unter flielendem Leitungswasser fur 8 min sowie der van Gieson-Férbeldsung
(Waldeck, Munster, Deutschland) fir 5 min. AbschlieBend wurden die Préparate 3 mal
in 96% und 1 mal in 100% Ethanol wenige Sekunden eingetaucht, 2 mal 5 min in Xylol

inkubiert und mit DePex eingedeckelt.

2.4.3 Histomorphometrie

Die Fotodokumentation fur die anschlieBende Histomorphometrie erfolgte am Mikroskop
Leica DM5500B (Leica) mit dem 10x Objektiv tber die daran angeschlossene Kamera
Leica DCF 7000 T (Auflésung 1920x1440 Pixel, Leica) mit der Software Leica
Application Suite X (Leica) im LIF-Format. Gespeichert und ausgewertet wurden die
entstandenen Datensétze im TIFF-Format. Zunachst wurde mit Adobe Photoshop CS 4
(Version 11, 64 bit, Adobe Systems, San José, California, USA) eine Malistableiste (200
pum) eingeflgt. Die Festlegung der ROI, die bei allen Farbungen aus der Spongiosa
ausschlieBlich der Wirbelkdrper ohne Mitnahme der Kortikalis bestand, sowie aller
weiteren zur Auswertung notwendigen Parameter erfolgten durch manuelles Umfahren
mit Image-Pro Premier 9.2 (64 bit, Media Cybernetics, Rockville, Maryland, USA).

HE-Férbung (Abb. 2.7, S. 34): Zundchst wurden groliere vendse Plexus, wenn vorhanden,

gemessen (gelb) und deren Flache von der der ROI (Innenseite der Kortikalis, grin)
abgezogen. AnschlieBend wurde die Flache aller Trabekel gemessen (blau) und der
Knochenmarkraum, der von Trabekeln umschlossen war (griin), von der Trabekelflache

abgezogen. Ausgewertet wurde dann der Quotient aus Trabekelflache und ROI [%].
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Abb. 2.7: HE-Farbung ausgewertet (a), HE-Farbung mit venésem Plexus (b)

Enzymhistochemischer Nachweis von TRAP (Abb. 2.8): Da die Zellkerne nicht immer

eindeutig erkennbar waren, konnten TRAP-positive Zellen héaufig nicht sicher als
Osteoklasten identifiziert werden. Daher wurde die Trabekeloberflache in Oberflachen
mit anliegenden TRAP-positiven (gelb) und TRAP-negativen (blau) Zellen unterteilt und
ausgemessen. Ausgewertet wurde der Quotient aus TRAP-positiver und gesamter
Trabekeloberflache [%].

Abb. 2.8: Nach-
weis von TRAP
vor (a) und nach
der Auswertung

(b)

34



Enzymhistochemischer Nachweis von ALP (Abb. 2.9): Auf die Auswertung wurde

verzichtet, da das Enzym kaum nachweisbar war. Bei einer internen Positivkontrolle

(Mauswirbel) war es stark ausgepragt.

Abb. 2.9: Fehlender
Nachweis von ALP
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Immunhistochemischer Nachweis von ASMA (Abb. 2.10): Sowohl quer als auch langs

angeschnittene  ASMA-positive Gefale wurden gezéhlt, dabei doppelte Z&hlungen
offensichtlich mehrfach angeschnittener GefélRe vermieden. Ausgewertet wurde der
Quotient aus ASMA-positiven Gefalen und Flache der ROI (griin), angegeben in

GefaRen pro mm2 [mm~2]. Bei den verwendeten Negativkontrollen war keine Farbung

nachzuweisen.
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Abb. 2.10: Nachweis von ASMA-positiven Gefélien (a-c), Negativkontrolle (d-f)
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Kossa-van Gieson-Farbung (Abb. 2.11): Die Trabekeloberfliche wurde, unterteilt in

mineralisierte Oberflache (griin) und Oberflache mit randstdandigem Osteoid (gelb),

ausgemessen. Ausgewertet wurde der Quotient aus Oberflache mit randstandigem

> = 2ok

Abb. 2.11: Kossa-van Gieson-Farbung zum Nachweis von Osteoid vor (a-c) und nach
der Auswertung (d)

2.5  Real-time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (real-time
RT-PCR)

Die real-time RT-PCR wurde zur Bestimmung der relativen Genexpression verschiedener

Gene des Knochenstoffwechsels mit 3-Actin als Referenzgen durchgefihrt.

25.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA erfolgte mittels RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Der in RNA-Later (Qiagen) gelagerte 10. Thorakalwirbel wurde
zusammen mit 1 ml Qiazol (Kit-Bestandteil) und einer Mahlkugel (Zirkonoxid, 5 mm,

Kobe, Marburg, Deutschland) 1 min bei 30 Hz in der Schwingmiihle MM 400 (Retsch,
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Haan, Deutschland) homogenisiert und anschliefend bei Raumtemperatur 5 min
inkubiert. Durch Zugabe von 200 ul Chloroform (Roth) sowie Schiitteln fir 15 sec,
erneuter Inkubation fur 3 min und Zentrifugation (Mikro 220 R, Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) bei 22000 G fiir 15 min bei 4°C wurde das Homogenat in drei Phasen
getrennt. Die wassrige obere Phase (ca. 600 pl) mit der RNA wurde unter Vermeidung
der Kontamination durch die mittlere Phase abpipettiert. Nach Zugabe der gleichen
Menge an 70% Ethanol p.a. und Mischen wurden 700 ul auf ein RNeasy Mini Spin
Column (Kit-Bestandteil) aufgetragen. Dieses wurde dann in einem 2 ml Reaktionsgefaf
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) platziert und bei 8000 G 15 sec bei Raumtemperatur
zentrifugiert und anschlie3end der Durchfluss verworfen. Die restliche Probe wurde nun
ebenfalls auf die Saule aufgetragen, zentrifugiert und der Durchfluss erneut verworfen.
Die nachsten Schritte bestanden aus drei weiteren, dem vorherigen Prozedere
entsprechenden Durchgéangen, davon einmal nach Auftragen von 700 pl Buffer RW1
sowie zweimal nach Auftragen von 500 pl Buffer RPE (beides Kit-Bestandteile), jeweils
mit Zentrifugation und Durchflussverwerfung. Es folgte 1 min Zentrifugation bei 22000
G bei Raumtemperatur in einem neuen 2 ml Regiergefal. Zum Schluss wurde die Séule
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? (Sarstedt) platziert, 30 pul RNase-freies Wasser (Qiagen)
aufgetragen und jeweils bei Raumtemperatur 5 min inkubiert sowie bei 8000 G 1 min

zentrifugiert. Das entstandene Eluat wurde bei -80°C gelagert.

Zur Messung des RNA-Gehalts wurde zunachst das Spektrophotometer NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific) mit 1 pl RNase-freiem Wasser geeicht und dann zur
Bestimmung der Konzentration 1 pl des Eluats aufgetragen. Als MaB fir die Reinheit der
Probe wurde der Quotient aus den Absorptionswerten bei einer Wellenlange von 260 nm
und 280 nm gemessen. Er lag durchweg zwischen 1,8 und 2,2, was als Bereich einer
ausreichenden Reinheit festgelegt wurde.

2.5.2 cDNA-Synthese

Das Umschreiben der im vorhergehenden Schritt isolierten RNA in cDNA erfolgte
mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) im TC-3000 Thermal Cycler
(Cole-Parmer, Vernon Hills, Illinois, USA). Zundchst wurde aus dem zuvor berechneten
RNA-Gehalt das VVolumen an Probe bestimmt, das 1,5 ug RNA enthalt. Zusammen mit 3
pl gDNA Wipeout Buffer (Kit-Bestandteil) und dem Volumen an RNase-freiem Wasser,
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das fur ein Gesamtvolumen von 21 ul notwendig war, wurde die Probe zur Elimination
genomischer DNA anzentrifugiert und 5 min bei 42°C inkubiert. 14 ul wurden fir den
RT+ Ansatz, 7 ul fir den RT- Ansatz als Negativkontrolle der Elimination genomischer
DNA bei der folgenden real-time RT-PCR verwendet. Fir die reverse Transkription
wurde jedem RT+ Ansatz 6 pl Mastermix aus 1 pl Quantiscript Reverse Transcriptase
(beim RT- Ansatz RNase-freies Wasser), 4 pl Quantiscript RT Buffer und 1 pl RT Primer
Mix (alles Kit-Bestandteile) hinzugegeben und 30 min bei 42°C sowie zur Inaktivierung
der Enzyme 3 min bei 95°C inkubiert. Der RT+ Ansatz wurde mit 140 pl, der RT- Ansatz
mit 70 pul RNase-freiem Wasser auf eine Verdiinnung von 1:8 erganzt und bei -20°C
gelagert.

2.5.3 Real-time RT-PCR

Zur Etablierung genspezifischer Primer und Kontrolle der Effizienz der real-time RT-
PCR im LightCycler 2.0 (Roche, Basel, Schweiz) mit der LightCycler Software 4.1
(Roche) wurde fur jeden Primer (Eurofins Scientific, Luxemburg, Luxemburg, Tab. 2.7,
S. 40) eine Standartkurve angefertigt, bei der folgende Verdinnungen in
Doppelbestimmung verwendet wurden: pur, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000. Als cDNA
wurde hierfiir eine Positivkontrolle (Mauswirbel) eingesetzt.

Jeweils 4 ul cDNA wurden in LightCycler Capillaries (Roche) mit 5 pl QuantiFast SYBR
Green PCR Kit (Qiagen), 0,8 pl RNase-freiem Wasser und 0,2 pl Primern versetzt.
Zusétzlich wurde eine Negativkontrolle, bei der die cDNA durch Aqua ad injectabilia
(Braun, Melsungen, Deutschland) ersetzt wurde, angesetzt. Nach Anzentrifugieren wurde
das folgende real-time RT-PCR-Programm durchgefihrt, was spéter auch fur die
Knochen der Versuchstiere verwendet wurde. Zu Beginn wurde die cDNA 5 min bei 95°C
denaturiert. Es folgten 40 Zyklen, bestehend aus einer erneuten Denaturierung fiir 10 sec
bei 95°C und Primer-Annealing sowie Elongation fiir 30 sec bei 60°C. Zur Uberpriifung
der Spezifitat der real-time RT-PCR sowie zum Ausschluss von Primer-Dimeren diente
die Schmelzkurve, bei der die Temperatur von 65°C um 0,1°C pro sec auf 95°C erhéht
wurde. Zum Schluss kihlte das Geréat die PCR-Produkte auf 4°C herunter.

Das Ziel der Etablierung war eine PCR-Effizienz von > 1,9 bzw. > 90% bei einem

gemessenen Cycle Threshold (Ct-Wert) zwischen 15 und 18 der unverdiinnten Probe.
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Produkt

Accession (Basen-

Primer Number forward reverse paare)

B-Actin NM_007393.3 | TGT TAC CAA CTG | GGG GTG TTG AAG | 165
GGA CGA CA GTC TCA AA

RANKL NM_011613 TCC TGT ACT TTC | TCA GGT AGT GTG | 136
GAG CGC AG TCTTCACTCTC

Cathepsin K | NM_007802 GAG GCG GCT ATA | CTT TGC CGT GGC | 119
TGACCACT GTT ATACA

Sclerostin NM_024449 GCC TCC TCC TGA | GGC ATG GGC CGT | 143
GAA CAACC CTGTC

Osteoprote- NM_008764 ACT TCA TCG AAA | TGG TAG GAA CAG | 181

gerin (OPG) GCACCCTGT CAA ACC TGA

Alkalische NM_007431 TCA GCT AAT GCA | TCC ACA TCA GTT | 87

Phosphatase CAATATCAAGG |CTGTTCTTCG

(ALP)

Connnexin NM_010288 TGC TTC CTC TCA | CGC GAT CCT TAA | 127

43 CGT CCC AC CGCCCT TG

RANK NM_009399 CAT CTC GGA CGG | ATC TTC TTC ATT | 129
TGT TGC CCAGGTGTCC

Osteocalcin | NM_007541 TTC TGC TCA CTC | TAT TGC CCT CCT | 111
TGC TGA CC GCT TGG AC

Kollagen 1al | NM_007742 TGG CAT CCC TGG | ATG GGG CCA GGC | 144
ACAGCCTG ACG GAA AC

Tab. 2.7: Verwendete Primer

Entsprechend des etablierten VVorgehens konnte die real-time RT-PCR fiir jedes Zielgen

anhand des RT+ Ansatzes der zuvor synthetisierten cDNA in Doppelbestimmung

durchgefuhrt werden. Im Falle einer zu starken Exprimierung eines Gens, was bei

ermittelten Ct-Werten von <15 angenommen wurde (8-Actin, Cathepsin K, Osteocalcin),

wurde statt der etablierten 4 ul cDNA 1 pl verwendet, was wiederum mit 3,8 pl statt 0,8

ul RNase-freiem Wasser ausgeglichen wurde. Neben dem RT- Ansatz als Kontrolle bei
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nicht Intron spannenden Primern (Connexin 43) und der Negativkontrolle mit Aqua ad
injectabilia wurde zur Bestimmung der PCR-Effizienz eine Positivkontrolle

(Mauswirbel) in Doppelbestimmung angesetzt.

Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte anhand der von der Software
ermittelten Ct-Werte der doppelbestimmten RT+ Ansétze nach der ACt- Methode (Pfaffl
2001). Dafiir wurde zur Berechnung der ACt-Werte fir jedes Zielgen jeder Probe jeweils
der Mittelwert aus der Doppelbestimmung gebildet und davon der entsprechend
doppelbestimmt gemittelte Ct-Wert des Referenzgens 3-Actin abgezogen. Anschlie3end
wurden AACt-Werte aus der Differenz zwischen ACt-Wert und dem Mittelwert der ACt-
Werte der alten Kontrollgruppe bestimmt. Die relative Genexpression wurde anhand
folgender Formel berechnet (Pfaffl 2001):

2—AACt

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Versionen 23 und 24, IBM, Armonk,
New York, USA). Zunéchst wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test als Test auf die
Normalverteilung durchgefiihrt. Bei normalverteilten Messwerten folgte der t-Test bei
unabhéngigen Stichproben, welcher bei Signifikanz mittels Bonferoni-Holm-Prozedur
korrigiert wurde. Im Falle nicht normalverteilter Werte wurde der Kruskal-Wallis-Test
mit anschlieBendem Mann-Whitney-Test bei Signifikanz durchgefuhrt. Als signifikant
wurden p-Werte < 0,05, als Tendenz p-Werte < 0,06 gewertet.

Graphisch werden die Ergebnisse als Box-Whisker-Plot dargestellt. Hierbei enthalt die
Box als durchgezogene Linie den Median und wird oben durch das 75., unten durch das
25. Perzentil begrenzt, sodass sie die mittleren 50% der Werte beinhaltet. Die Whiskers
reichen bis zum Anderthalbfachen der Hohe der Box oder, wenn im oberen bzw. unteren
Grenzbereichen der Whiskers keine Werte vorhanden sind, bis zum groten bzw.
kleinsten Wert. Extremwerte, die das Anderthalbfache der Hohe der Box uberschreiten,
werden mit einem Kreis dargestellt. Signifikanzen mit p-Werten < 0,05 sind mit einem

Stern (*), p-Werte < 0,01 mit 2 (¥*), p-Werte <0,001 mit 3 Sternen (***) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Biomechanik

Nach der Messung mittels Dreipunkt-Biegetest wurden die Parameter Maximalkraft und

Biegesteifigkeit analysiert. VVon jeder Gruppe wurden jeweils zehn linke Femora

randomisiert ausgewéhlt und analysiert.

Heidelbeer- Alte Kontroll- Junge Kontroll-

gruppe (n=10) gruppe (n=10) gruppe (n=10)
Maximakraft [N] 146 +2,6 17,3+2,7 11,8+14
Biegesteifigkeit [Nm?] | 6025 + 1067 6733 + 1346 3716 + 423

Tab. 3.1: Datentabelle Biomechanik (Mittelwert + Standartabweichung)

Sowohl die Femora der Heidelbeer-, als auch die der alten Kontrollgruppe brachen bei

steigender Druckbelastung durchschnittlich spater als die der jungen Kontrollgruppe, was

auch statistisch jeweils mit einer signifikant groRBeren Maximalkraft nachgewiesen

werden konnte (p = 0,012 bzw. 0,000). Des Weiteren zeigten die Femora der alten

Kontrollgruppe eine signifikant gro3ere Maximalkraft als die der Heidelbeergruppe (p =

0,034, Tab. 3.1, Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Statistik Biomechanik (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte Kontrollgruppe; JK:
Junge Kontrollgruppe; Signifikanzen: p <0,05: (*); p <0,001: (***)
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Ein &hnliches Bild bot die Analyse der Biegesteifigkeit. Hier wiesen Heidelbeer- und alte
Kontrollgruppe hochsignifikant groRere Werte als die junge Kontrollgruppe auf (jeweils
p < 0,001). Die Biegesteifigkeit der Femora der alten Kontrollgruppe gegeniber denen
der Heidelbeergruppe ergab keinen signifikanten Unterschied (Tab. 3.1, Abb. 3.1, S. 42).

3.2 Mikro-Computertomographie (UCT)

In der uCT wurden die Spongiosa der ersten Lumbalwirbelkdrper, des Weiteren sowohl
Spongiosa als auch meta- und diaphysédre Kortikalis der rechten Femora quantifiziert.
Analysiert wurden jeweils alle 42 bei der Euthanasie entnommenen Knochen, wobei drei
Wirbel und zwei Femora aufgrund von Materialbriichen bei der Praparation oder
Knochentumoren ausgeschlossen wurden. Zur Veranschaulichung der trabekuléren
Morphologie wurden beispielhaft von jeder Gruppe dreidimensional rekonstruierte Bilder

mit dem Programm Analyze 12.0 (AnalyzeDirect, Overland Park, Kansas, USA) erstellt.

3.2.1 Spongiosa Wirbelkorper L 1

Morphologisch auffallig war ein quantitativer Unterschied an Trabekeln, was das Alter
der Knochen bzw. der Versuchstiere bei der Euthanasie betraf. So wiesen die ersten
Lumbalwirbelk6rper sowohl der Heidelbeer-, als auch der alten Kontrollgruppe (beide
zum Zeitpunkt der Euthanasie 20 Monate alt) weniger Trabekel als die der jungen
Kontrollgruppe (3 Monate) auf (Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Dreidimensionale Rekonstruktion der ersten Lumbalwirbel unter Entfernung
der ventralen Kortikalis mit Blick auf die Spongiosa. Morphologisch deutlich weniger
Trabekel bei der Heidelbeer- (a) und der alten Kontroll- (b) als bei der jungen
Kontrollgruppe (c).
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Dieser morphologische Unterschied spiegelte sich auch in der Quantifizierung bzw. in
der Statistik wider. Zwar war das relative Knochenvolumen (BV/TV) der Heidelbeer- und
der alten Kontrollgruppe bei jeweils kleinerem Mittelwert nicht signifikant, jedoch waren
sowohl die Trabekelzahl (Th.N) signifikant kleiner (jeweils p = 0,009) als auch der
Trabekelabstand (Tb.Sp) signifikant groRer (p = 0,004 bzw. 0,007) als bei der jungen
Kontrollgruppe. Die Trabekel der 20 Monate alten Versuchstiere zeigten zudem eine
groRere Streuung in Bezug auf BV/TV und Th.N als die der jungen Kontrollgruppe (Tab.
3.2und Abb. 3.3, S. 45). Keine Auffalligkeiten gab es in der Trabekeldicke (Th.Th).

Heidelbeergruppe | Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
(n=13) (n=12) (n=14)
BVITV [%] 17,7+7,4 172+7,1 21,8+4)9
Tb.N [mm™1] 2,94+ 0,95 2,/19+1,17 3,94 £ 0,56
Tbh.Sp [mm] 0,32+ 0,08 0,32 £ 0,09 0,22 £ 0,03
Th.Th [mm] 0,06 +0,01 0,06 + 0,01 0,05+0,01
BMD [g/cm?] 0,27+0,1 0,26 + 0,09 0,38 £ 0,26
TMD [g/cm?] 1,1+0,09 1,1+£0,1 1,02 + 0,08

Tab. 3.2: Datentabelle uCT. Spongiosa L1 (Mittelwert + Standartabweichung, BV/TV:
Relatives Knochenvolumen; Thb.N: Trabekelzahl; Tbh.Sp: Trabekelabstand; Tb.Th:
Trabekeldicke; BMD: Gemittelte Dichte aus kndchernem und weichem Gewebe; TMD:
Dichte des rein knéchernen Anteils)

Die Messung der gemittelten Dichte aus kndchernem und weichem Gewebe (BMD)
bestatigte das Bild des relativen Knochenvolumens (BV/TV). Auch hier wiesen
Heidelbeer- und alte Kontrollgruppe geringere Durchschnittswerte als die junge
Kontrollgruppe auf, jedoch ohne Signifikanz. Die Dichte des rein kndchernen Anteils
(TMD) hingegen war bei allen 3 Gruppen &hnlich (Tab. 3.2 und Abb. 3.3, S. 45).
Zwischen Heidelbeer- und alter Kontrollgruppe konnten insgesamt weder
morphologische noch quantitative Unterschiede in den untersuchten Parametern

festgestellt werden.
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Abb. 3.3: Statistik uCT. Spongiosa Wirbel L1 (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte
Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe; BV/TV: Relatives Knochenvolumen; Th.N:
Trabekelzahl; Th.Sp: Trabekelabstand; Th.Th: Trabekeldicke; BMD: Gemittelte Dichte
aus kndchernem und weichem Gewebe; TMD: Dichte des rein kndchernen Anteils;
Signifikanzen: p < 0,01: (**); (°): Extremwerte, die das Anderthalbfache der Hohe der
Box Uberschreiten)

3.2.2 Spongiosa Femur rechts

Die rechten Femora boten hinsichtlich der trabekuldren Struktur im Vergleich zu den
ersten Lumbalwirbelkdrpern ein &hnliches, noch deutlicheres Bild. Morphologisch waren
auch hier bei der Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe Trabekel deutlich geringer
ausgepragt als bei der jungen Kontrollgruppe, teilweise waren sie sogar kaum vorhanden
(Abb. 3.4, S. 46).
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Abb. 3.4: Dreidimensionale Rekonstruktion der rechten Femora unter Entfernung der
ventralen Kortikalis mit Blick auf die Spongiosa. Morphologisch deutlich weniger
Trabekel bei der Heidelbeer- (a) und alten Kontroll- (b) als bei der jungen
Kontrollgruppe (c).

Aus diesen morphologisch auffalligen Befunden resultierten statistisch hochsignifikante
Unterschiede in den quantifizierten Parametern. So war das relative Knochenvolumen
beider 20 Monate alten Versuchsgruppen signifikant kleiner (BV/TV, jeweils p < 0,001),
was auch mit einer geringeren gemittelten Dichte aus knéchernem und Weichgewebe
(BMD, jeweils p < 0,001) einherging. Wie bei den ersten Lumbalwirbelkdrpern war bei
den rechten Femora die Trabekelzahl ebenfalls signifikant kleiner (Th.N, jeweils p <
0,001) und der Trabekelabstand signifikant groRer (Th.Sp, jeweils p <0,001). Analog zur
Trabekeldicke (Th.Th) der ersten Lumbalwirbelkorper war diese auch bei den rechten
Femora bei allen drei Versuchsgruppen éhnlich (Tab. 3.3, Abb. 3.5, S. 47).

Auf die Messung der Dichte des rein knéchernen Anteils (TMD) wurde bei den Femora
im Gegensatz zu den Wirbelkorpern verzichtet, da die Trabekelzahl bei der Heidelbeer-
und der alten Kontrollgruppe mit Durchschnittswerten von < 1 mm™! fiir aussagekraftige
Ergebnisse zu gering war. Morphologische und quantitative Unterschiede in der
trabekulédren Struktur konnten, mit Ausnahme einer geringeren Streuung der Werte bei
BV/TV der Heidelbeergruppe, auch bei den Femora zwischen Heidelbeer- und alter

Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden.
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Heidelbeergruppe

Alte Kontrollgruppe

Junge Kontrollgruppe

(n=13) (n=13) (n=14)
BVITV [%] 25+24 29+5 13,7+4,1
Tb.N [mm™] 0,42 + 0,43 0,39 + 0,61 2,14+ 0,51
Tb.Sp [mm] 0,79+0,17 0,81+0,24 0,28 +£ 0,05
Th.Th [mm] 0,06 + 0,02 0,07 + 0,02 0,06 = 0,01
BMD [g/cm3] 0,07 £ 0,05 0,07 £ 0,06 0,21 £ 0,06

Tab. 3.3: Datentabelle uCT. Spongiosa Femur rechts (Mittelwert + Standartabweichung,
BV/TV: Relatives Knochenvolumen; Tb.N: Trabekelzahl; Tb.Sp: Trabekelabstand;
Thb.Th: Trabekeldicke; BMD: Gemittelte Dichte aus kndchernem und weichem Gewebe)
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Abb. 3.5: Statistik uCT. Spongiosa Femur rechts (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte
Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe; BV/TV: Relatives Knochenvolumen; Th.N:
Trabekelzahl; Th.Sp: Trabekelabstand; Th.Th: Trabekeldicke; BMD: Gemittelte Dichte
aus knochernem und weichem Gewebe; Signifikanzen: p < 0,001: (***); (°):

Extremwerte, die das Anderthalbfache der H6he der Box tiberschreiten)
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3.2.3 Kaortikalis Femur rechts

Die Kortikalis wurde sowohl anhand eines metaphysaren als auch eines diaphyséaren

Abschnittes analysiert.

Kortikalis metaphysar: Die statistische Auswertung ergab eine signifikant dickere

Kortikalis (St.Th) der alten Kontrollgruppe gegenuber der der jungen (p < 0,001), wobei
die Heidelbeergruppe ohne signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen lag.
Dieses Bild konnte mit der Auswertung sowohl der Gesamtquerschnittsflache (T.Ar) als
auch der Gesamtquerschnittsflache des rein kndchernen Anteils (Obj.Ar) bestatigt
werden. Auch hier hatte die alte Kontrollgruppe signifikant groRere Durchschnittswerte
als die junge (p = 0,019 bzw. 0,013), die Heidelbeergruppe wies keine signifikanten
Unterschiede zu den Kontrollgruppen auf (Tab. 3.4 und Abb. 3.6, S. 49).

Heidelbeer- Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
gruppe (n=13) (n=13) (n=14)
St.Th [mm] 0,23+ 0,04 0,26 + 0,02 0,22 +0,01
T.Ar [mm?] 1,19+ 0,19 1,31+0,2 1,13+ 0,08
Obj.Ar [mm2] 1,18 +0,19 13+0,.2 1,11 +0,08
Obj.Ar./ T.Ar[%] | 0,989 £ 0,004 0,992 + 0,003 0,985 + 0,005
TMD [g/cm?] 1,45+0,1 1,44 + 0,09 1,37+0,1

Tab. 3.4: Datentabelle puCT. Kortikalis Femur rechts metaphysar (Mittelwert +
Standartabweichung, St.Th: Dicke; T.Ar: Gesamtquerschnittsflache; Obj.Ar:
Gesamtquerschnittsflache des rein kndchernen Anteils; Obj.Ar / T.Ar: Relatives
Knochenvolumen; TMD: Dichte des rein kndchernen Gewebes)

Die Auswertung des relativen Knochenvolumens (Obj.Ar / T.Ar) hingegen zeigte einen
signifikant groReren knochernen Anteil sowohl der Heidelbeer- als auch der alten
Kontrollgruppe verglichen mit der jungen Kontrollgruppe (p = 0,044 bzw. p < 0,001).
Zudem liel3 sich eine tendenzielle Erhéhung der Dichte des rein kndchernen Anteils
(TMD) beider 20 Monate alter Versuchsgruppen gegenuber der jungen Kontrollgruppe
erkennen (jeweils p = 0,053). Zwischen Heidelbeer- und alter Kontrollgruppe konnten in
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den analysierten Parametern der metaphysaren Kortikalis insgesamt keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden (Tab. 3.4, S. 48 und Abb. 3.6).

T 04 T 25 = 25
£ 035 ok ok E * E *
[ o z .-.z
zn’a 1] :E :§
£ é— £ 15 £ 15
g 02 = % ==| £ % —
o 0,15 g 1 e 1
= 2 0
= S os S 05
o 005 £ £
x S S
< 0 - 0 = 0
2 < <
@ [JHB WAK [JJK = [1HB W AK [JJK 2 [Ows @A OK
1,005 — 25
* 3
1 2
& sk ¢ b8 2.0
] -
s 05| o :51.5
Fo] <
e | e
[ ‘0-;
< .5 0985 | Em
r £ K
= £ T 05
8 o °
o E 0975 z 00
[a]
ChHe WAK DX 2 [us MAK OXK

Abb. 3.6: Statistik uCT. Kortikalis Femur rechts metaphysar (HB: Heidelbeergruppe;
AK: Alte Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe; St.Th: Dicke; T.Ar:
Gesamtquerschnittsflache; Obj.Ar: Gesamtquerschnittsflache des rein knochernen
Anteils; Obj.Ar / T.Ar: Relatives Knochenvolumen; TMD: Dichte des rein kndchernen
Anteils; Signifikanzen: p < 0,05: (*); p < 0,001: (***); (°): Extremwerte, die das
Anderthalbfache der Héhe der Box Uberschreiten)

Kortikalis diaphysér: Ahnlich der Auswertung der metaphyséren ergab auch die der

diaphyséren Kortikalis einen signifikanten Unterschied in der Dicke (St.Th) zugunsten
der alten gegentber der jungen Kontrollgruppe (p < 0,001). Auch hier lagen die
Die

Durchschnittswerte der Heidelbeergruppe ohne Signifikanzen dazwischen.

Gesamtquerschnittsflache (T.Ar) sowie die des rein kndchernen Anteils (Obj.Ar) boten
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ebenfalls ein &hnliches, aber deutlicher ausgeprégtes Bild als das der Metaphyse. Sowohl
die Heidelbeer- (p = 0,006 bzw. p = 0,007) als auch die alte Kontrollgruppe (jeweils p <
0,001) lagen in beiden Parametern signifikant tber der jungen Kontrollgruppe (Tab. 3.5
und Abb. 3.7, S. 51).

Heidelbeer- Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
gruppe (n=13) (n=13) (n=14)
St.Th [mm] 0,29+ 0,04 0,31 +0,03 0,25+0,01
T.Ar [mm?] 1,24 +0,18 1,36 0,17 1,02 + 0,07
Obj.Ar [mmZ] 1,23+0,17 1,35+ 0,17 1,01 + 0,07
Obj.Ar./ T.Ar[%] | 0,996 £ 0,002 0,997 £+ 0,002 0,998 + 0,001
TMD [g/cm?] 1,62+0,11 1,61 +0,09 1,52+0,11

Tab. 3.5: Datentabelle pCT. Kortikalis Femur rechts diaphysar (Mittelwert +
Standartabweichung, St.Th: Dicke; T.Ar: Gesamtquerschnittsflache; Obj.Ar:
Gesamtquerschnittsflache des rein kndchernen Anteils; Obj.Ar / T.Ar: Relatives
Knochenvolumen; TMD: Dichte des rein kndchernen Gewebes)

Das relative Knochenvolumen (Obj.Ar. / T.Ar) dagegen zeigte ein anderes Ergebnis als
das der Metaphyse, hier war das der Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe signifikant
kleiner als das der jungen Kontrollgruppe (p < 0,001 bzw. p = 0,015). Deutlicher als bei
der Metaphyse fielen auch die Unterschiede der Dichte des rein kndchernen Anteils
(TMD) aus. Hier hatte die Heidelbeergruppe signifikant dichteres Knochengewebe als
die junge Kontrollgruppe (p = 0,011), die alte Kontrollgruppe ebenfalls tendenziell
dichteres als die junge Kontrollgruppe (p = 0,053). Entsprechend der Metaphyse zeigte
auch die diaphysare Kortikalis keine signifikanten Unterschiede zwischen Heidelbeer-
und alter Kontrollgruppe (Tab. 3.5 und Abb. 3.7, S. 51).
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Abb. 3.7: Statistik uCT. Kortikalis Femur rechts diaphysar (HB: Heidelbeergruppe; AK:
Alte  Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe; St.Th: Dicke; T.Ar:
Gesamtquerschnittsflache; Obj.Ar: Gesamtquerschnittsflache des rein kndchernen
Anteils; Obj.Ar / T.Ar: Relatives Knochenvolumen; TMD: Dichte des rein kndchernen
Anteils; Signifikanzen: p <0,05: (*); p <0,01: (**); p <0,001: (***); (°): Extremwerte,
die das Anderthalbfache der Hohe der Box Uberschreiten)

3.3  Histomorphometrie

Von jeder Gruppe wurden acht randomisiert ausgewahlte Schnitte histomorphometrisch
quantifiziert und statistisch ausgewertet. Als Region of Interest (ROI) war zuvor bei allen
Farbungen die Spongiosa des dritten Lumbalwirbelkdrpers (aulRer Kossa-van Gieson, hier

zwolfter Thorakalwirbelkorper) ohne Kortikalis festgelegt worden.

HE-Férbung: In der Farbung stellten sich die Zellkerne blau, das Bindegewebe und somit
auch die zu analysierenden Trabekel rot dar. Ausgewertet wurde der Quotient aus
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Trabekelflache und ROI, was dem relativen Knochenvolumen zweidimensional
entsprach. Dabei konnte ein &hnliches Bild wie bei der bereits beschriebenen
dreidimensionalen pCT-Auswertung der Spongiosa des ersten Lumbalwirbelkérpers
festgestellt werden. Auch hier liel sich, abhdngig vom Alter der Versuchstiere,
morphologisch bei der jungen Kontrollgruppe ein starker ausgepréagtes Trabekelwerk
beobachten (Abb. 3.8). Statistisch bestatigte sich dies mit einem im Vergleich zur

Heidelbeergruppe signifikant gréfleren (p = 0,021) bzw. zur alten Kontrollgruppe

tendenziell groReren (p = 0,053) relativen Knochenvolumen (Tab. 3.6 und Abb. 3.9, S.
53).

200 pm

Abb. 3.8: HE-Farbung der dritten Lumbalwirbelkérper. Morphologisch weniger
Trabekel bei der Heidelbeer- (a) und der alten Kontroll- (b) als bei der jungen
Kontrollgruppe (c).

Heidelbeer- | Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
gruppe (n=8) (n=8) (n=8)
Relatives Knochen- | 20,3+6,8 251+49 325+8,6
volumen [%)]

Tab. 3.6: Datentabelle Histomorphometrie. Relatives Knochenvolumen (Mittelwert + Standart-
abweichung)
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Enzymhistochemischer Nachweis von TRAP: Mittels enzymhistochemischen

Nachweises von TRAP wurden Zellen, die das Enzym enthielten, rot gefarbt. Zur Analyse
wurden alle den Trabekeln anliegenden TRAP-positiven Zellen berlicksichtigt und der
Quotient aus TRAP-positiver und gesamter Trabekeloberflache ausgewertet.
Morphologisch imponierten bei allen Gruppen auffallig viele TRAP-positive Zelle (Abb.
3.10). Die statistische Auswertung des Anteils der TRAP-positiven Trabekeloberflache
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tab. 3.7, Abb.
3.11, S. 54).

Abb. 3.10: Nachweis vieler TRAP-positiver Zellen im dritten Lumbalwirbelkérper der
Heidelbeer- (a), alten (b) und jungen Kontrollgruppe (c)
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Heidelbeergruppe Alte Kontroll- Junge Kontroll-
(n=8) gruppe (n=8) gruppe (n=8)

TRAP-positive Tra- 398+7,6 38+59 34,7+7,1

bekeloberflache [%]

Tab. 3.7: Datentabelle Histomorphometrie. TRAP (tartrat-resistente saure Phosphatase)-
positive Trabekeloberflache (Mittelwert + Standartabweichung)

Abb. 3.11: Statistik Histomorphometrie. TRAP
(tartratresistente saure Phosphatase)-positive
Trabekeloberflache (HB: Heidelbeergruppe; AK:
Alte Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe;
(°): Extremwerte, die das Anderthalbfache der
[1HB [ AK [0JK Hohe der Box Uberschreiten)

g R FEREE
—

TRAP-positive Trabekeloberflache

Enzymhistochemischer Nachweis von ALP: Der enzymhistochemische Nachweis von

ALP wurde zur histomorphometrischen Analyse der Osteoblasten durchgefihrt. Nach
erfolgter Farbung sollten die innerhalb der Spongiosa den Trabekeln als blauer
randstandiger Saum anliegenden Osteoblasten ausgewertet werden. Das Enzym bzw. die
blaue Farbung war jedoch nur sehr gering im Bereich der Wirbelbdgen vorhanden. In den
Wirbelkdrpern war es hingegen gar nicht nachweisbar. Auf die Auswertung wurde daher
verzichtet (Abb. 3.12, S. 55).
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Abb. 3.12: ALP-Enzymhistochemie.
Ubersicht (a), Detail-Aufnahme aus
dem Arcus vertebrae (b, c) mit
minimalem Enzymnachweis (Pfeil-
markierung in c), Detail-Aufnahme
aus dem Corpus vertebrae mit
fehlendem Enzymnachweis (d)

Immunhistochemischer Nachweis von ASMA: Der immunhistochemische Nachweis von

ASMA diente dem Nachweis von Blutgefalien, die sich im Préparat braun darstellten
(Abb. 3.13, S. 56). Ausgewertet wurde der Quotient aus allen im Wirbelkdrper liegenden
ASMA-positiven BlutgefaRen und der Flache der ROI. Aufféllig war vor allem bei der
jungen Kontrollgruppe eine erhebliche Schwankung der Werte (Tab. 3.8, S. 56).
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten, mdoglicherweise
auch durch diese Schwankungen bedingt, nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.14).
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Abb. 3.13: Nachweis ASMA-positiver Gefale im dritten Lumbalwirbelkdrper der
Heidelbeer- (a, b), alten (c, d) und jungen Kontrollgruppe (e, f)

Heidelbeergruppe
(n=8)

Alte Kontrollgruppe
(n=8)

Junge Kontrollgruppe
(n=8)

ASMA-positive

Gefake [mm~2]

16,1+ 7,3

13+5,8

21,3+145

Tab. 3.8: Datentabelle Histomorphometrie. ASMA (a-smooth-Muscle-Actin)-positive
Gefalle (Mittelwert + Standartabweichung)

Abb. 3.14: Statistik Histomorphometrie.
(a-smooth-Muscle-Actin)-positive

GefalRe (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte
O Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe)

T W

|

£ 50

E, 40

2 1
< 30

(G] T

o 20

2 ﬁ

2 10

S 1

2- 0 J_ ASMA
S

2 [JHB [ AK

Kossa-van Gieson-Farbung: In der Farbung stellten sich die Zellen braun (Zellkern

dunkler, Zytoplasma heller), verkalktes Knochengewebe schwarz, Kollagenfasern und
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somit auch das zu analysierende Osteoid rot dar. Morphologisch fiel ein bei allen
Versuchsgruppen gleichermafen nur sporadisch vorhandener sehr schmaler Saum aus
Osteoid auf den Trabekeloberflachen auf (Abb. 3.15). Ausgewertet wurde der Quotient
aus Osteoid-positiver und gesamter Trabekeloberflache. Statistisch bedeckte das Osteoid
insgesamt ca. ein Drittel der Trabekeloberflache, jedoch ohne signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Tab. 3.9 und Abb. 3.16, S. 58).

§ o d

Abb. 3.15: Kossa-van Gieson-Farbung der zwdlften Thorakalwirbelkdrper.
Trabekeloberflachen der Heidelbeer- (a, b), alten (c, d) und jungen Kontrollgruppe (e, f)
mit schmalem Osteoid-Saum (rot)

Heidelbeer- Alte Kontroll- Junge Kontroll-

gruppe (n=8) gruppe (n=8) gruppe (n=8)
Osteoid-positive 3531127 33,7+159 26,2 +155
Trabekeloberflache [%]

Tab. 3.9: Datentabelle Histomorphometrie. Osteoid-positive Trabekeloberflache
(Mittelwert + Standartabweichung)
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CIHB M AK [OJK gruppe; JK: Junge Kontrollgruppe)

3.4  Real-time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Nach Extraktion der RNA jeweils sechs randomisiert ausgewahlter zehnter
Thorakalwirbel pro Gruppe und anschlieBender cDNA-Synthese mittels reverser
Transkription wurde die real-time RT-PCR zur Bestimmung der Ct-Werte durchgefihrt.
Ausgewertet wurde dann die relative Genexpression verschiedener Marker der
Knochenzellen mit der ACt-Methode mit 3-Aktin als Referenzgen. Bei jeder real-time
RT-PCR wurde die Effizienz durch eine Positivkontrolle (Mauswirbel) in
Doppelbestimmung mit bekannter Expression des entsprechenden Zielgens uberprift.
Des Weiteren wurde beachtet, dass bei der Negativkontrolle in Form von Aqua ad
injectabilia statt cONA keine PCR-Produkte entstanden.

3.4.1 Osteoblasten

Die Auswertung der Osteoblasten-Marker ergab eine signifikant geringere relative
Genexpression des Osteocalcins sowohl bei der Heidelbeer- als auch bei der alten
Kontrollgruppe gegeniiber der jungen Kontrollgruppe (p = 0,004 bzw. p = 0,003). Ein
ahnliches Bild bot das Kollagen 1al, dessen relative Genexpression ebenfalls bei der alten
gegenuber der jungen Kontrollgruppe signifikant niedriger war (p = 0,045), wobei die
Heidelbeergruppe ohne Signifikanzen dazwischen lag. Das Osteoprotegerin hingegen
war bei der Heidelbeer- im Vergleich zur jungen Kontrollgruppe signifikant niedriger (p
= 0,042). Hier wies die alte Kontrollgruppe keine Signifikanzen auf (Abb. 3.17, S. 60).

Keine signifikanten Unterschiede gab es bei der relativen Genexpression von ALP und
RANKL. Auffallig war bei der Auswertung der ALP die grol3e Streubreite der Werte bei
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der jungen Kontrollgruppe, was zu einer gro3en Differenz zwischen Median (2,04) und
Mittelwert (66,86) fiihrte (Tab. 3.10).

Zusammenfassend lie sich, entsprechend der Ergebnisse der zuvor beschriebenen

Untersuchungen, eine unterschiedlich starke relative Genexpression der Osteoblasten-

Marker nachweisen, was das Alter der Versuchsgruppen betraf. So war die Expression

bei der Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe (20 Monate bei der Euthanasie) im

Vergleich zur jungen Kontrollgruppe (3 Monate) grotenteils signifikant verringert.

Heidelbeergruppe

Alte Kontrollgruppe

Junge Kontrollgruppe

(n=6) (n=6) (n=6)
Osteocalcin 2,42 £1,04 1,68 + 1,49 5,6 +1,56
Kollagen lal 2,22 +0,48 1,62 +1,05 432+2
Osteoprotegerin 0,94 £0,33 1,3+£0,98 1,77 +0,6
Alkalische 1,23+0,41 1,2+0,7 66,86 + 109,39
Phosphatase
RANKL 1,8+0,9 1,18 +0,79 2,55+1,52

Tab. 3.10: Datentabelle real-time RT-PCR. Relative Genexpression der Osteoblasten-
Marker (Mittelwert + Standartabweichung)
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Abb. 3.17: Statistik real-time RT-PCR. Relative Genexpression der Osteoblasten-Marker
(HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe;
Signifikanzen: p <0,05: (*); p <0,01: (*¥%))
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3.4.2 Osteozyten

Die relative Genexpression der Osteozyten-Marker zeigte ein dhnliches Bild wie die der
Osteoblasten-Marker. So war auch Connexin 43 sowohl bei der Heidelbeer- als auch der
alten Kontrollgruppe signifikant schwécher exprimiert als bei der jungen Kontrollgruppe
(p = 0,006 bzw. p = 0,032, Abb. 3.18). Bei dem als Negativkontrolle der Elimination
genomischer DNA eingesetzten RT- Ansatz fur Connexin 43 (nicht Intron spannender
Primer) wurde kein PCR-Produkt nachgewiesen. Sclerostin wies zwar ebenfalls bei der
Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe etwas geringere Mittelwerte als die junge

Kontrollgruppe auf, jedoch ohne Signifikanz (Tab. 3.11).

Heidelbeergruppe | Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
(n=6) (n=6) (n=6)
Connexin 43 1,27 £ 0,42 1,31 £ 0,95 2,81+0,83
Sclerostin 1,01 £0,69 1,31+0,94 2,68 +1,93

Tab. 3.11: Datentabelle real-time RT-PCR. Relative Genexpression der Osteozyten-
Marker (Mittelwert + Standartabweichung)
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Abb. 3.18: Statistik real-time RT-PCR. Relative Genexpression der
Osteozyten-Marker (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte Kontrollgruppe; JK:
Junge Kontrollgruppe, Signifikanzen: p <0,05: (*); p <0,01: (*¥%))
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3.4.3 Osteoklasten

Bei der Auswertung der relativen Genexpression der Osteoklasten-Marker Kathepsin K

und RANK konnten bei ebenfalls etwas geringeren Mittelwerten der Heidelbeer- und der

alten Kontrollgruppe gegentber der jungen Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (Tab. 3.12, Abb. 3.19).

Heidelbeergruppe | Alte Kontrollgruppe | Junge Kontrollgruppe
(n=6) (n=6) (n=6)
Kathepsin K 1,53 +1,02 1,29+ 0,94 2,08 +£1,15
RANK 1,16 + 0,45 1,17 + 0,63 1,97 £ 0,83

Tab. 3.12: Datentabelle real-time RT-PCR. Relative Genexpression der Osteoklasten-
Marker (Mittelwert + Standartabweichung)
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Abb. 3.19: Statistik real-time RT-PCR. Relative Genexpression der Osteoklasten-
Marker (HB: Heidelbeergruppe; AK: Alte Kontrollgruppe; JK: Junge Kontrollgruppe)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie ging es darum, die Auswirkung eines Heidelbeerextraktes,
welches dem Futter kontinuierlich ber mehrere Monate beigemischt wurde, auf den
Knochenstatus von Mausen zu untersuchen. Ausgewertet wurden Femora sowie
Wirbelkdrper von 3 Gruppen weiblicher NMRI-Méuse (jeweils n=14), darunter eine
Heidelbeergruppe, welche das heidelbeerextrakthaltige Futter bekam, sowie je eine
gleichaltrige und eine jlingere Kontrollgruppe, welche eine polyphenolarme Kontrolldiat
erhielten. Zur Ermittlung der biomechanischen Parameter wurde ein Dreipunkt-Biegetest
durchgefthrt. Mittels Mikro-Computertomographie (uCT) wurde die dreidimensionale
Struktur der Kortikalis und der Spongiosa quantifiziert. In der Histologie kamen
verschiedene Farbungen sowie enzym- und immunhistochemische Verfahren fir die
anschlieBende Histomorphometrie der Knochen und der Knochenzellen zum Einsatz. Des
Weiteren erfolgte die Analyse der relativen Expression verschiedener Gene des
Knochenstoffwechsels mittels real-time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-
Reaktion (RT-PCR).

Ein relevanter Effekt des Heidelbeerextraktes auf den Knochenstatus konnte in der
vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden. Die verschiedenen Methoden,
insbesondere der Dreipunkt-Biegetest und die uCT ergaben ein in sich schliissiges
Gesamtbild, bei dem sich die Heidelbeer- und die alte Kontrollgruppe ahnelten sowie
beide genannten Gruppen ahnliche, deutlich signifikante Unterschiede zur jungen

Kontrollgruppe aufwiesen.

4.1 Biomechanik & pCT der Femora

Die Auswertung der Femora ergab hinsichtlich ihrer biomechanischen und CT-
morphologischen Parameter ein groBtenteils plausibles Ergebnis. So gingen die
weitestgehend signifikant groRere Maximalkraft und Biegesteifigkeit der Femora der
Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe gegentiber denen der jungen Kontrollgruppe
einher mit einer teilweise hoch signifikant groReren Gesamtquerschnittsflache (T.Ar;
Obj.Ar) der diaphysaren Kortikalis und einem signifikant gréRReren relativen

Knochenvolumen (Obj.Ar / T.Ar) der metaphysaren Kortikalis.
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Das relative Knochenvolumen (Obj.Ar / T.Ar) der diaphysaren Kortikalis der jungen
Kontrollgruppe war dagegen signifikant grofier als das der Heidelbeer- und der alten
Kontrollgruppe. Auch die Auswertung der Spongiosa der Femora widersprach den
Ergebnissen der biomechanischen Parameter, hier zeigten sich hoch signifikante
Unterschiede in der Knochendichte (BMD), dem relativem Knochenvolumen (BV/TV)
sowie der Trabekelzahl (Th.N) zugunsten der jungen Kontrollgruppe bei gleichzeitig
hoch signifikant kleinerem Trabekelabstand (Th.Sp). Es ist anzunehmen, dass diese
zugunsten der jungen Kontrollgruppe ausgefallenen Parameter die teilweise hoch
signifikant groRere Gesamtquerschnittsflache der diaphysdren Kortikalis der beiden
alteren Gruppen nicht kompensieren konnten, und sich daher in den biomechanischen
Tests nicht widerspiegelten. Bereits in friheren Studien, die Zusammenhange zwischen
der Morphologie und den biomechanischen Eigenschaften von Ro6hrenknochen
untersuchten, zeigte sich, dass der knocherne Durchmesser bzw. die Kkortikale
Querschnittsflache die Maximalkraft sowie die Steifigkeit des Knochens entscheidend
beeinflusst (Jaemsa et al. 1998, Jepsen 2009).

Hieraus muss geschlossen werden, dass das oben genannte Ergebnis der Femora
hinsichtlich biomechanischer und CT-morphologischer Parameter maf3geblich durch das
Alter der Versuchstiere beeinflusst wurde. Die in der Studie verwendeten jungen
Kontrollmduse waren zum Zeitpunkt der Euthanasie, welche im Alter von 3 Monaten
erfolgte, nicht vollstandig ausgewachsen. So wirkten deren Knochen insgesamt kleiner
als die der Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe und auch das durchschnittliche
Gewicht der jungen Kontrollmause lag mit 27,67 g deutlich unter dem der beiden élteren
Gruppen (38,44 bzw. 40,31 g bei einem Alter von jeweils 20 Monaten zum Zeitpunkt der
Euthanasie). Da die biomechanischen Eigenschaften maRgeblich von der
Querschnittsflache des Knochens beeinflusst werden (s.0.), welche bei den beiden alteren
Gruppen deutlich groRer war, war der nachgewiesene Unterschied zu den jungen
Kontrollmausen zu erwarten. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie wiesen Mumtaz et
al. 2020 eine signifikant groRere maximale Last der Femora und Tibiae weiblicher Mause
im Alter von 6 gegenlber denen im Alter von 22 Monaten nach. Hier war die
durchschnittliche Gewichtsdifferenz zwischen den 6 und 22 Monate alten Tieren deutlich
geringer als zwischen den 3 und 20 Monate alten Tieren der vorliegenden Studie, woraus

eine bessere Vergleichbarkeit resultiert (Mumtaz et al. 2020).
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4.2 Trabekulare Struktur der Wirbelkdrper und Femora

In der uCT erfolgte die dreidimensionale Quantifizierung der trabekuldren Struktur des
ersten Lumbalwirbelkdrpers. Weiterhin  wurde mittels HE-Farbung das relative
Knochenvolumen der Spongiosa des dritten Lumbalwirbelkdrpers zweidimensional
bestimmt. Die Ergebnisse beider Untersuchungen stimmten weitestgehend mit dem
bereits in 4.1 angesprochenen Ergebnis der femoralen Spongiosa (berein. Sowohl
bildmorphologisch als auch quantitativ ergab die uCT eine deutliche Rarefizierung der
Trabekel bei der Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe gegentiber der jungen
Kontrollgruppe, was sich statistisch mit einer signifikant geringeren Trabekelzahl (Th.N)
und einem signifikant groBeren Trabekelabstand (Th.Sp) bestatigte. Gestiitzt wurde das
Ergebnis der puCT durch die Histomorphometrie, auch hier war das relative
Knochenvolumen der jungen Kontrollgruppe signifikant groer als das der

Heidelbeergruppe und tendenziell groRer als das der alten Kontrollgruppe.

Die deutliche Reduktion der trabekuldren Struktur der beiden 20 Monate alten Gruppen,
die bereits bildmorphologisch in der uCT und in der Histologie zu erkennen ist, vermittelt
den Eindruck eines osteoporotischen Knochens. Hierbei manifestiert sich der
Knochenabbau haufig schon zu einem friihen Zeitpunkt im Bereich der Spongiosa (Graef
etal. 2018). Dieser Eindruck wird durch die bereits in 4.1. angesprochene hoch signifikant
geringere Knochendichte (BMD) der femoralen Spongiosa beider alterer Gruppen im
Vergleich zur jungen Kontrollgruppe verstéarkt. Eine verringerte Knochendichte ist ein
zentrales Kriterium in der Osteoporosediagnostik (Shevroja et al. 2021). Als Beweis fr
das Vorliegen einer Osteoporose héatte beispielsweise mittels Dual-Rdntgen-
Absorptiometrie (DXA) der Z-Score ermittelt werden mussen. Die Aussagekraft dieses
Verfahrens ist jedoch bei Kleintieren begrenzt, sodass hier héufig auf die pCT
zurlickgegriffen wird (Turner 2001).

Fraglich ist, ob das fir die vorliegende Studie mdglicherweise zu hohe Alter der
Heidelbeer- und der alten Kontrollgruppe das Ergebnis hinsichtlich eines fehlenden
signifikanten Unterschiedes zwischen den beiden genannten Gruppen beeinflusst hat.
Zwar wiesen beide Gruppen das gleiche Alter auf und sind somit miteinander
vergleichbar. Unter der Annahme einer Auswirkung des Heidelbeerextraktes auf die

trabekuldre Struktur ist allerdings anzunehmen, dass als Voraussetzung fiir einen
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statistisch signifikanten Unterschied eine Mindestzahl an Trabekeln hatte vorhanden sein

mussen.

4.3 Osteoblasten

Die Analyse der Osteoblasten erfolgte zum einen tber den Nachweis verschiedener Gene
mittels real-time RT-PCR, zum anderen histomorphometrisch durch den Nachweis des
Osteoids. Auf die statistische Auswertung des enzymhistochemischen Nachweises der
alkalischen Phosphatase (ALP) wurde verzichtet, da das Enzym in allen Versuchsgruppen

kaum nachweisbar war.

Zwischen der Heidelbeer- und der gleichaltrigen alten Kontrollgruppe gab es in der
relativen Genexpression aller untersuchten Osteoblastenmarker keine signifikanten
Unterschiede. Die junge Kontrollgruppe hingegen zeigte eine signifikant vermehrte
relative Expression des Osteoprotegerins gegentiber der Heidelbeergruppe, des Kollagens
1al gegenuber der alten Kontrollgruppe sowie des Osteocalcins gegeniiber beiden &lteren
Gruppen. Hinsichtlich der relativen Genexpression von ALP und RANKL unterschied
sich auch die jungen Kontrollgruppe nicht von den dalteren Gruppen. Das von
Osteoblasten und Osteozyten produzierte RANKL wird aufgrund der Zugehdérigkeit zu
den knochenkatabolen Markern genauer bei den Osteoklasten diskutiert (siehe 4.5, S. 70).
Bei der Analyse des Osteoids konnten wber alle Versuchsgruppen hinweg keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Bildmorphologisch fiel jedoch tber alle
Versuchsgruppen hinweg ein lediglich sporadisch vorhandener, schmaler Osteoidsaum

auf.

Ahnlich wie bei den bereits in 4.1 und 4.2 beschriebenen biomechanischen, kortikalen
und trabekuldren Eigenschaften muss auch hinsichtlich der Osteoblastenaktivitét
gefolgert werden, dass eine fehlende Wirksamkeit des Heidelbeerextraktes in dem Alter
der Versuchstiere zum Zeitpunkt der Studie begriindet liegt. So erfolgte die Futterung der
mit Heidelbeerextrakt angereicherten Spezialdiat im Alter von 13 bis 20 Monaten und

somit in einem Zeitraum, in dem die Versuchstiere langst ausgewachsen waren.

Im Gegensatz dazu wiesen Chen et al. 2010 eine erhOhte relative Genexpression

verschiedener Osteoblastenmarker nach heidelbeerreicher Diat nach. In ihrer Studie mit
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Ratten begann die Fitterung allerdings bereits 20 Tage postnatal. Die Folge war eine
signifikant erhohte relative Genexpression von ALP, Osteocalcin und auch Runx2
verglichen mit der gleichaltrigen Kontrollgruppe bereits nach 14 Tagen Fitterung, noch
deutlicher fiel der Unterschied nach 40 Tagen aus. Hier zeigten sich auch
histomorphometrisch signifikante Unterschiede in der Osteoblasten- und Trabekelzahl
(Chen et al. 2010). Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen auch Zhang et al. 2011, in deren
Studie Ratten ebenfalls ab dem 20. postnatalen Tag fir 14 oder 40 Tage eine
heidelbeerreiche Diat erhielten. Hier wurden die Versuchstiere zusétzlich
zwischenzeitlich ovariektomiert bzw. scheinoperiert. Ahnlich wie bei Chen et al. 2010
fihrte auch hier sowohl die kurz- als auch die langerfristige heidelbeerreiche Didt
kombiniert mit der Ovariektomie zu einer erhdhten relativen Genexpression der
Osteoblastenmarker ALP, Osteocalcin und Runx2 gegeniiber der ovariektomierten und
scheinoperierten Kontrollgruppe. Des Weiteren wiesen auch hier insbesondere die
langerfristig heidelbeerreich erndhrten Versuchstiere histomorphometrisch eine
signifikant erhdhte Osteoblasten- und Trabekelzahl auf (Zhang et al. 2011). Es ist
anzunehmen, dass die Wirksamkeit der enthaltenen Anthocyane auf einen altersbedingt
bereits verringerten Knochenstoffwechsel geringer ausféllt als auf einen ohnehin
erhohten Stoffwechsel wahrend des Wachstums.

Verglichen mit den zuvor genannten Studien, in denen die Versuchstiere zu Beginn der
Diat lediglich 20 Tage alt waren, fielen die Ergebnisse bei einer Diat zu einem spéteren
Zeitpunkt heterogener aus. Li et al. 2014 kamen in ihrer Studie mit nach 8 Lebenswochen
ovariektomierten Ratten und darauf folgender 12-wdchiger heidelbeerreicher Diat zu
einem Ergebnis, das dem der beiden zuvor genannten Studien ahnelte. Es zeigte sich eine
signifikant hohere relative Genexpression von Kollagen 1, R1-Integrin und fokaler
Adhasionskinase (FAK) bei der ovariektomierten Heidelbeer- gegeniiber der
ovariektomierten sowie der scheinoperierten Kontrollgruppe, was fir eine
knochenanabole Stoffwechsellage spricht. Signifikant groRer war ebenfalls die
Trabekelzahl, nicht jedoch der Umfang des Osteoids (Li et al. 2014). Im Gegensatz dazu
fuhrte die Studie von Shimizu et al. 2018 bei d&hnlichem Studiendesign mit Ovariektomie
nach 12 Lebenswochen und darauffolgender Diét fiir 8 Wochen zu keinem wesentlichen
histomorphometrischen Unterschied zwischen ovariektomierter Heidelbeer- und

Kontrollgruppe. Auch in den untersuchten Parametern der DXA und der peripheren
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guantitativen Computertomographie (pQCT) ahnelten sich die beiden Gruppen (Shimizu
et al. 2018).

Mit einem Alter von 20 Wochen zum Zeitpunkt der Euthanasie und vorheriger
heidelbeerreicher Diat wiesen die Versuchsgruppen auch in den beiden zuletzt genannten
Studien ein noch erheblich jlingeres Alter als die in der vorliegenden Studie verwendeten
Tiere auf. Hier wurden die Versuchstiere erst nach 20 Lebensmonaten euthanasiert und
auch die vorangehende Fitterung des Heidelbeerextraktes begann erst zu einem
Zeitpunkt, zu dem die Tiere bereits lange ausgewachsen waren. Zudem wurde in der
Mehrzahl der vorangehenden Studien mittels Ovariektomie eine Osteoporose zu einem

frihen Zeitpunkt induziert, wodurch sich die Ergebnisse nur bedingt vergleichen lassen.

4.4 Osteozyten

Osteozyten greifen wie auch ihre Vorldufer, die Osteoblasten, regulierend in den
Knochenauf- und -abbau mittels Sekretion von Osteoprotegerin (OPG) und RANKL ein.
Die Parameter wurden bzw. werden daher ausfihrlich bei den Osteoblasten und
Osteoklasten diskutiert (siehe 4.3, S. 66 und 4.5, S. 70). Beide waren im Mittel bei der
jungen Kontrollgruppe starker ausgepragt als bei der Heidelbeer- sowie der alten
Kontrollgruppe, OPG teils signifikant. Dies passt insgesamt zum Bild eines altersbedingt

verstarkten Knochenumbaus bei den jlingeren Versuchstieren.

Weiterhin wurde zur Untersuchung der Osteozyten die relative Genexpression von
Connexin 43 und Sclerostin bestimmt. Letzteres ist durch die Hemmung der Osteoblasten
uber den Wnt-Signalweg den Parametern des Knochenabbaus zuzuordnen. Es konnten
uber alle Versuchsgruppen hinweg keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Domazetovic et al. 2019 untersuchten mittels Osteozyten-Zellkultur den Einfluss von
Heidelbeersaft sowie auch Heidelbeerextrakt auf die Expression von Sclerostin und
RANKL. Beides fiuihrte zu einer &hnlich signifikant geringeren Expression der beiden
knochenkatabolen Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe mit serumfreiem
Kontrollmedium. Des Weiteren wurde die Apoptoserate der mit Heidelbeersaft oder -
extrakt behandelten Zellen untersucht, auch hier zeigten sich jeweils signifikant geringere
Werte als bei der Kontrollgruppe. Zudem konnte eine hoch signifikant geringere

Auspragung von reaktiven Sauerstoffspezies unter Behandlung mit Heidelbeersaft und -
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extrakt nachgewiesen werden, passend zu dem antioxidativen Effekt von Heidelbeeren
(Domezetovic et al. 2019). Der mdgliche Zusammenhang zwischen oxidativem Stress,
einer gesteigerten Apoptoserate und einer erhdhten Expression von Sclerostin und
RANKL in der Zellkultur mit Osteozyten war bereits zuvor beschrieben worden (Yu et
al. 2017).

Die Analyse der relativen Genexpression von Connexin 43, einem Bestandteil der Gap
junctions zur Kommunikation der Osteozyten untereinander, ergab im Gegensatz zu der
von Sclerostin ein zu den untersuchten Osteoblasten-Markern passendes Bild. Auch hier
war die relative Expression bei der jungen Kontrollgruppe am ehesten altersbedingt
signifikant hoher als bei der Heidelbeer- sowie der alten Kontrollgruppe, ebenfalls ohne
signifikanten Unterschied zwischen den zuletzt genannten gleichaltrigen Gruppen. Ma et
al. 2019 untersuchten anhand von Mé&usen die Auswirkung einer Mutation des Connexin
43-Gens auf den Knochenstatus. Hierbei wurden sowohl Versuchstiere des Wildtyps als
auch der genetisch veranderten Méause teils zwecks Osteoporoseinduktion ovariektomiert,
teils zur Kontrolle scheinoperiert. Nach der Euthanasie zeigte sich hinsichtlich der
Trabekelzahl und -dicke sowie dem relativen Knochenvolumen ein insgesamt
signifikanter Verlust an Knochensubstanz der ovariektomierten Tiere mit mutiertem
Connexin 43-Gen gegeniber den korrespondierenden scheinoperierten Tieren, ebenfalls
mit mutiertem Connexin 43-Gen. Die Unterschiede zwischen ovariektomierten und

scheinoperierten Tieren des Wildtyps waren hingegen nicht signifikant (Ma et al. 2019).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Zhao et al. 2020 in ihrer Studie mit Méausen anhand
derselben Connexin 43-Mutation. Hier wurde eine Osteoporose statt durch eine
Ovariektomie durch Entlastung der Hinterbeine induziert und ahnlich der vorangehenden
Studie jeweils Versuchs- und Kontrollgruppe des Wildtyps sowie entsprechend die
beiden Gruppen mit Connexin 43-Mutation verglichen. Das Ergebnis war auf zellularer
Ebene eine signifikant vermehrte Anzahl endostal gelegener Osteoklasten sowie eine
verringerte Anzahl periostal gelegener Osteoblasten der entlasteten, Connexin 43-
mutierten Tiere im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. In der Mikro-
Computertomographie (UCT) zeigten sich unter Connexin 43-Mutation signifikant
geringere Werte fur den kortikalen Knochendurchmesser und das kortikale
Knochenvolumen. Dagegen unterschieden sich in den genannten Parametern auch hier

Versuchs- und Kontrollgruppe des Wildtyps nicht signifikant (Zhao et al. 2020).
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Die Ergebnisse der beiden zuvor beschriebenen Studien zeigen somit insgesamt die
wichtige Rolle des Connexin 43 bzw. der Osteozyten im Knochenstoffwechsel und deren

Zusammenspiel mit den Osteoklasten und Osteoblasten.

4.5 Osteoklasten

Die Osteoklasten wurden zum einen mittels enzymhistochemischen Nachweises der
tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP) analysiert. Zum anderen wurde auch hier
mittels real-time RT-PCR die relative Genepression verschiedener Osteoklastenmarker

untersucht.

Bildmorphologisch fielen tber alle 3 Versuchsgruppen hinweg viele TRAP-positive
Zellen auf, was in der histomorphometrischen Auswertung bestatigt wurde. Die TRAP-
positiven Zellen nahmen durchschnittlich mehr als ein Drittel der Trabekeloberflache ein,
bei der Heidelbeer- sowie der alten Kontrollgruppe betrug der Anteil sogar fast 40% (Tab.
3.7, S. 54). Bereits aus den zuvor diskutierten Ergebnissen lief3 sich schlussfolgern, dass
sich insbesondere die beiden zuletzt genannten Versuchsgruppen in einer katabolen Lage
des Knochenstoffwechsels befanden. Der ausgepréagte Nachweis der TRAP passte
insofern zu dem nur gering vorhandenen Osteoid und dem nicht auswertbaren Nachweis
der ALP sowie auch zu der deutlich rarefizierten trabekuldren Struktur in der uCT (Abb.
3.2, S. 43 und Abb. 3.4, S. 46).

Hinsichtlich der Signifikanz bestatigten sich die zuvor diskutierten Ergebnisse bei den
Osteoklasten  jedoch nicht.  Auch hier wadren enzymhistochemisch  und
molekularbiologisch signifikante Unterschiede zwischen der jungen Kontrollgruppe und
den beiden é&lteren Gruppen zu erwarten gewesen, welche allerdings nicht festgestellt
wurden. So wie bei der histomorphometrischen Auswertung von TRAP war auch die
relative Genexpression von RANK und Kathepsin K sowie die des von Osteoblasten und
Osteozyten produzierten RANKL als Hinweis auf einen vermehrten Knochenumbau bei
der jungen Kontrollgruppe durchschnittlich am groRten, jedoch ohne statistische

Signifikanz.

Ebenso wie bei den Osteoblasten zeigte sich in Studien, bei denen Versuchstiere eines
deutlich jungeren Alters verwendet wurden, auch bei der Auswertung der Osteoklasten
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ein Ergebnis, was auf einen signifikant erhohten Stoffwechsel zugunsten des
Knochenaufbaus nach heidelbeerreicher Diat schlielen l&sst. Chen et al. 2010 sowie
Zhang et al. 2011, hier in Verbindung mit Ovariektomie, wiesen bei Ratten mit
entsprechender Diat ab dem 20. Lebenstag flir 14 bzw. 40 Tage eine histomorphometrisch
teils signifikant geringere Osteoklastenzahl als bei den Kontrollgruppen nach. Chen et al.
2010 untersuchten die Osteoklasten des Weiteren mittels real-time RT-PCR und
Zellkultur anhand von Knochenmarkstammzellen. Es zeigte sich nach heidelbeerreicher
Diéat sowohl eine signifikant geringere relative Genexpression von RANKL als auch eine
signifikant geringere Anzahl an Vorlduferzellen der Osteoklasten (Chen et al. 2010,
Zhang et al. 2011). Li et al. 2014 kamen in ihrer Studien an &lteren Versuchstieren
histomorphometrisch zu einem &hnlich eindeutigen Ergebnis. Nach heidelbeerreicher
Diéat zeigte sich bei 20 Wochen alten, zwischenzeitlich ovariektomierten Ratten eine
signifikant geringere Osteoklastenzahl und eine anteilig geringere Oberflache, an der
Knochenresorption stattfand. Wie auch bei der Analyse der Osteoblasten bestatigte sich
dieses Ergebnis bei Shimizu et al. 2018 nicht. Bei dhnlichem Studiendesign waren hier
die beiden genannten Osteoklastenparameter bei der Heidelbeergruppe nicht verringert
(Li et al. 2014, Shimizu et al. 2018).

Insgesamt liegt die fehlende Wirksamkeit des Heidelbeerextraktes somit auch
hinsichtlich der Osteoklasten im Alter der in der vorliegenden Studie verwendeten
Versuchstiere sowie moglicherweise auch in der nicht durchgefiihrten Ovariektomie
begrundet. Die zuvor beschriebenen, zum Vergleich herangezogenen Studien (Chen et al.
2010, Zhang et al. 2011, Li et al. 2014, Shimizu et al. 2018) wurden mit Ratten
durchgefihrt, die sich zum Zeitpunkt der Auswertung in einem Alter zwischen 5 und 20
Wochen bei einer Lebenserwartung von wenigen Jahren befanden. Trotz einer
Altersspanne von 15 Wochen, immerhin einem Entwicklungszeitraum bis zum mdglichen
Erreichen der Geschlechtsreife entsprechend, befanden sich die Versuchstiere somit
letztlich in allen Studien in der Wachstumsphase. Die dort untersuchten
histomorphometrischen und molekularbiologischen Parameter ergaben insgesamt ein
Bild, was bei groRtenteils signifikant vermehrter Osteoblasten- und erniedrigter
Osteoklastenaktivitat unter heidelbeerreicher Didt einem gesteigerten anabolen

Knochenstoffwechsel wéhrend der Wachstumsphase entspricht.
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Devareddy et al. 2008 untersuchten im Gegensatz dazu die Wirksamkeit einer
heidelbeerreichen Ernéhrung an Ratten, die die Wachstumsphase bereits vollendet hatten.
Die Versuchstiere waren hier zum Zeitpunkt der Ovariektomie bereits 6 Monate alt,
erhielten nachfolgend die entsprechende Diat fir 100 Tage und wurden dann schliellich
euthanasiert. Es zeigte sich, wie in den zuvor diskutierten Studien mit im Wachstum
befindlichen Versuchstieren, auch hier eine signifikant erniedrigte relative Genexpression
der TRAP unter heidelbeerreicher Diat verglichen mit der ovariektomierten, normal
erndhrten Kontrollgruppe, einer erniedrigten Osteoklastenaktivitat entsprechend. Im
Gegensatz zu den zuvor genannten Studien (Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Li et al.
2014), in denen es zu signifikant erhdhten Osteoblastenmarkern kam, war hier jedoch
auch die relative Genexpression von ALP und Kollagen, Osteoblastenmarkern
ensprechend, bei der Experimentalgruppe signifikant erniedrigt. Verglichen mit der
scheinoperierten, nachfolgend normal erndhrten  Kontrollgruppe zeigte die
Experimentalgruppe in den 3 genannten Parametern &hnliche, nicht signifikant
unterschiedliche Mittelwerte. Bei signifikant erniedrigten Osteoblasten- und
Osteoklastenmarkern der Experimentalgruppe im Vergleich zur korrespondierenden
ovariektomierten Kontrollgruppe sowie dhnlicher Knochenstoffwechsellage im
Vergleich zur scheinoperierten Kontrollgruppe konnte hier somit insgesamt
geschlussfolgert werden, dass bei ausgewachsenen Tieren ein durch Ovariektomie
induzierter Knochenumbau mittels heidelbeerreicher Diat gehemmt wurde (Devareddy et
al. 2008).

Verglichen mit der vorliegenden Studie, in der der Anteil des Heidelbeerextraktes am
Futter 2 % betrug, lag er in anderen diskutierten Studien, die die Auswirkung eines
Heidelbeerextraktes auf den Knochen bzw. die Knochenzellen untersuchten, zwischen 5
und 10 % (Devareddy et al. 2008, Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Li et al. 2014,
Shimizu et al. 2018). Es ist jedoch fraglich, ob ein héherer Anteil an Heidelbeerextrakt
den am ehesten altersbedingt osteopenen Knochencharakter ausreichend hatte
kompensieren konnen. An jungen Versuchstieren wiesen Zhang et al. 2013 eine
entsprechende Wirksamkeit auf den Knochenstoffwechsel auch bei einem geringen
Anteil eines Heidelbeeretraktes am Futter und auch ohne vorherige Ovariektomie nach.
In ihrer Studie lieR sich an Ratten nach entsprechender Diét ab dem 25. Lebenstag fur 31
Tage schon bei einem Anteil von 1 % eine signifikant geringere relative Genexpression
von TRAP und RANKL sowie eine signifikant erh6hte Expression von ALP, Osteocalcin
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und weiterer Osteoblastenmarker nachweisen, insgesamt passend zu einer gesteigerten
anabolen  Knochenstoffwechsellage  unter  heidelbeerreicher  Didt.  Weitere
Versuchsgruppen erhielten in der Studie einen Anteil des Heidelbeerextraktes von 3 bzw.
5 %, hier fielen die Unterschiede der untersuchten Parameter im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit steigendem Anteil noch zunehmend signifikanter aus. Es konnte
somit auch ein quantitativer Zusammenhang zwischen Heidelbeerextrakt und der
Auswirkung auf die Osteoklasten- sowie auch auf die Osteoblastentatigkeit nachgewiesen
werden (Zhang et al. 2013).

Nicht untersucht wurden in der vorliegenden Studie die Auswirkungen von Heidelbeeren
mittels Zellkultur. Zhao et al. 2019 wiesen nach entsprechender Behandlung von
Stammzellen eine signifikant geringere Osteoklastenzahl sowie auch eine verringerte

Aktivitét hinsichtlich der Knochenresorption nach.

4.6 Gefallversorgung der Wirbelkorper

Zur Analyse der Knochen-Vaskularisation wurde der immunhistochemische Nachweis a-
smooth-muscle-actin (ASMA)-positiver BlutgefaRe durchgefuhrt. Es konnten tber alle
Versuchgruppen hinweg keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Hinsichtlich der Wirkung polyphenolreicher Nahrungsmittel auf die VVaskularisation des
Knochens existieren bisher wenige Studien. Unbestritten ist die Notwendigkeit einer
guten Vaskularisation des Knochens fir den Knochenumbau (Sivaraj et al. 2016).
Insbesondere im Rahmen reparativer Vorgange des Knochens spielt die Durchblutung
eine wichtige Rolle, z.B. bei der Frakturheilung (Wazzani et al. 2021). Kennedy et al.
2014 untersuchten an Ratten unter anderem die Auswirkungen belastungsinduzierter
Mikrofrakturen auf die Synthese des flr die Angiogenese wichtigen vascular endothelial
growth factor (VEGF). Das Ergebnis war eine signifikant erhéhte Produktion von VEGF

durch die um die mikrofrakturierten Zonen gelegenen Osteozyten (Kennedy et al. 2014).

Ob sich eine polyphenolreiche Ern&hrung positiv auf die Vaskularisation des
Heilungsprozesses pathologisch veranderter Knochen auswirken und somit unterstiitzend
zum Knochenumbau beitragen kann, l&sst sich auf Grundlage der bisher vorhandenen
Studien nicht sicher sagen. Hierflir sind weitere Studien, zum Beispiel im Rahmen eines

Frakturodells, notig.
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4.7 Wirksamkeit der Kulturheidelbeere im Vergleich zur Wildheidelbeere

Fraglich hinsichtlich der Auswirkung auf das Ergebnis der vorliegenden Studie ist die
Verwendung eines Heidelbeerextraktes aus der amerikanischen Kulturheidelbeere
Vaccinium corymbosum. Verglichen mit Arten der Wildheidelbeere enthalten diese
lediglich etwa ein Drittel an Anthocyanen (Miller et al. 2012, siehe auch 1.2.1, S. 16).
Der Unterschied an sekundaren Pflanzenstoffen zwischen Vertretern der europdischen
Wild- und der amerikanischen Kulturheidelbeere wurde bereits zurvor von Giovanelli et
al. 2009 herausgearbeitet. Auch hier zeigten sich hochsignifikant groRere
Konzentrationen an Polyphenolen, insbesondere an Anthocyanen, in der
Wildheidelbeere. Daraus resultierte bei diesen auch eine deutlich vermehrte antioxidative
Kapazitat. So verwendeten mehrere der zuvor zum Vergleich herangezogenen Studien,
in denen positive Effekte auf den Knochenstatus von Mausen oder Ratten nachgewiesen
wurden, ein Heidelbeerextrakt aus der nordamerikanischen Wildheidelbeere Vaccinium
angustifolium (Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Zhang et al. 2013).

Jedoch gibt es auch Beispiele fur Tierstudien, in denen die Verwendung eines Extraktes
aus der europdischen Wildheidelbeere Vaccinium myrtillus nicht die vermutete Wirkung
am Knochen erziehlte (Shimizu et al. 2018). Umgekehrt konnte auch unter Verwendung
eines Extraktes aus der amerikanischen Kulturheidelbeere Vaccinium corymbosum
signifikante Veranderungen im Knochenstoffwechsel nachgewiesen werden (Devareddy
et al. 2008). Dass in der vorliegenden Studie die Verwendung eines Heidelbeerextraktes
aus einer Art der Wildheidelbeere trotz der altersbedingt osteopenen Knochenstruktur der
Versuchstiere zu signifikanten Unterschieden gefiihrt hatte, erscheint daher insgesamt

unwahrscheinlich.

4.8 Auswirkung anderer Polyphenole auf den menschlichen Knochenstatus

Abseits von Heidelbeeren gab es in der Vergangenheit bereits einige Studien, die die
Auswirkungen anderer polyphenolreicher Nahrungsmittel auf den menschlichen
Knochenstatus untersuchten. Hier gab es teils vielversprechende Ergebnisse,

insbesondere was die Knochendichte betrifft.

So konnten New et al. 2000 Hinweise auf positive Effekte einer Erndhrung, welche reich
an Frichten ist, feststellen. In der Studie wurden Frauen im Alter zwischen 45 und 55
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Jahren mittels Fragebogen beziglich ihrer Erndhrung in der Kindheit verglichen und
hinsichtlich ihres Knochenstatus untersucht. Das Ergebnis war eine signifikant erhohte
Knochendichte des Femurhalses bei Frauen, welche in ihrer Kindheit gréRere Mengen an
Frichten verzehrten, verglichen mit Probandinnen mit anamnestischem Verzehr von
mittleren und geringen Mengen an Frichten. Im Hinblick auf eine unterstlitzende
MaRnahme zur Pravention der Femurhalsfraktur, einer der hdufigsten Frakturen im
hoheren Lebensalter, ist dies ein vielversprechendes Ergebnis. Des Weiteren unterstreicht
das Ergebnis auch die Wichtigkeit einer polyphenolreichen Erndhrung bereits im

Kindesalter.

Die Auswirkungen einer Erndhrung, welche den regelméRigen Verzehr von Pflaumen
beinhaltete, wurde von Hooshmand et al. 2011 untersucht. Hier erhielten Frauen nach der
Menopause Uber einen Zeitraum von einem Jahr tdglich 100 g getrocknete Pflaumen,
ebenfalls reich an Polyphenolen. Wéhrend dieses Zeitraumes wurde der Knochenstatus
alle 3 Monate reevaluiert. Nach einem Jahr zeigte sich eine signifikant erhohte
Knochendichte, insbesondere in Ulna und Wirbelsdule. Des Weiteren lieferte die
Untersuchung des Serum hinsichtlich der Parameter des Knochenstoffwechsels Hinweise
auf eine Veminderung des altersbedingten Knochenumbaus bei den Probandinnen.

Ebenfalls mittels Fragebdgen untersuchten Welch et al. 2012 die Auswirkungen einer
Ernahrung, welche reich an verschiedenen sekundéren Pflanzenstoffen war, hier anhand
einer Zwillingsstudie. Befragt wurden Frauen zwischen 18 und 79 Jahren, die Studie
beinhaltete somit sowohl Probandinnen vor als auch nach der Menopause. Es zeigte sich
bei vermehrtem Verzehr einiger sekundérer Pflanzenstoffe eine erhthte Knochendichte,
teils in der Wibelséule, teils im Becken. Dariiber hinaus zeigte sich speziell bei einem
verstarkten Verzehr von Anthocyaninen nicht nur eine generell erhdhte Knochendichte,
sondern interessanterweise auch eine grofRere Diskrepanz der Knochendichte innerhalb
der postmenopausalen Zwillinge bei verstarktem gegenuber geringem Verzehr von
Anthocyaninen als innerhalb der pramenopausalen. Dies kann als wichtiger Hinweis auf
den unterstiitzenden, praventiven Charakter einer pflanzenstoffreichen Erndhrung in

Bezug auf die Entwicklung einer senilen Osteoporose angesehen werden.
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4.9 Auswirkung auf das Frakturrisiko

Die Effekte einer polyphenolreichen Ernédhrung auf den Knochen wurden beim Menschen
in der Vergangenheit bereits auch anhand der Auswirkung auf das Frakturrisiko
untersucht. Ahnlich der positiven Effekte auf die Knochendichte zeigten sich auch hier

Hinweise auf einen praventiven Nutzen.

In einer groRR angelegten, multizentrischen Studie mit weiblichen (hier sowohl pré- als
auch postmenopausalen) und mannlichen Probanden aus 8 européischen L&ndern wurde
die Auswirkung einer vorwiegend mediterranen Ernahrung, reich an Frichten und
Gemuse, auf das Risiko, eine Fraktur der Hiifte zu erleiden, untersucht. Die vermehrte
Zufuhr sowohl von Frichten als auch Gemise konnten das Risiko senken, eine
fleischreiche Ernahrung hingegen fiihrte zu einem gesteigerten Frakturrisiko (Benetou et
al. 2013). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Byberg et al. 2015. Hier wurden insgesamt
uber 75 000 Frauen und Manner zwischen 45 und 83 Jahren aus Schweden beziglich der
Menge an taglicher Zufuhr von Obst und Gemdse Uber einen Zeitraum von 14,2 Jahren
eingeteilt und tiber dieses Zeitintervall das Risiko fiir eine Huftfraktur ermittelt. Ahnlich
wie bei Benetou et al. 2013 fuhrte auch hier der verstarkte Konsum sowohl von Obst als

auch von Gemise zu einem verminderten Frakturrisiko.

Der frakturprotektive Effekt einer polyphenolreichen Ernédhrung konnte auch von Studien
anhand von Patientenkollektiven anderer Kontinente bestatigt werden. So fiihrten Xie et
al. 2013 eine Fall-Kontroll-Studie mit chinesischen Probanden zwischen 55 und 80 Jahren
durch, ebenfalls mit der Fragestellung, wie sich eine obst- und gemdisereiche Erndhrung
auf das Risiko einer Huftfraktur auswirkt, hier uber einen Zeitraum von 5 Jahren. Das
Ergebnis war ein vermindertes Frakturrisiko der mannlichen Probanden sowohl bei obst-
als auch gemusereicher Ernahrung, bei Frauen flhrte ledigliche eine gemdisereiche
Erndhrung zu einem verminderten Risiko. Des Weiteren untersuchten Blekkenhorst et al.
2017 das Frakturrisiko bei australischen Frauen nach der Menopause, welche sich tber
einen Zeitraum von 7 Jahren besonders obst- oder gemisereich ernahrten. Das Ergebnis
war ein vermindertes Frakturrisiko bei Probandinnen, die sich gemdsereich erndhrt
hatten, eine obstreiche Erndhrung hatte auffalligerweise auch hier keinen Einfluss auf das

Frakturrisiko.
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Ob explizit Poyphenole aus Heidelbeeren diese Ergebnisse bestatigen kénnen, bleibt
zukiinftigen Studien vorbehalten. Da jedoch bereits zahlreiche Tierstudien den positiven
Effekt explizit von Heidelbeeren belegen konnten, erscheint dies auch fir Studien am
Menschen realistisch, insbesondere vor dem Hintergrund der Ergebnisse bereits erfolgter
Studien Uber andere Polyphenole und deren Auswirkungen auf den Knochenstatus,
insbesondere hinsichtlich der Knochendichte und des Frakturrisikos. Davon abgesehen
erscheint es realistischer, dass eine im Alltag umsetzbare ausgewogene, polyphenolreiche
Erndhrung vorwiegend aus einer Mischung verschiedener polyphenolreicher Quellen

bestehen sollte.

4.10 Schlussfolgerung

Das Design der vorliegenden Studie wurde so gewahlt, dass die heidelbeerreich ernédhrte
Versuchgruppe mit einer gleichaltrigen, ebenfalls ausgewachsenen Kontrollgruppe sowie
einer jungen, nicht vollstandig ausgewachsenen Kontrollgruppe verglichen wurde. Das
Ziel der Studie war es, Unterschiede zwischen den beiden gleichaltrigen, ausgewachsenen
Gruppen in den untersuchten Eigenschaften der Knochen zugunsten der VVersuchsgruppe
nachzuweisen. Des Weiteren waren Ahnlichkeiten zwischen Versuchs- und junger
Kontrollgruppe als Zeichen einer Verzégerung des altersbedingten Knochenabbaus

erhofft worden.

Insgesamt muss geschlossen werden, dass die fehlende Wirksamkeit des
Heidelbeerextraktes im Alter der Versuchstiere begriindet liegt. So begannen die
entsprechenden Diéaten fir die Méuse der Heidelbeer- sowie der alten Kontrollgruppe mit
13 Monaten erst lange nach dem Ende der Wachstumsphase. Des Weiteren hatten diese
zum Zeitpunkt der Euthanasie und Auswertung der Knochen mit 20 Monaten ein Alter
erreicht, das bereits in der Nahe der nattrrlichen Lebenserwartung der untersuchten Mause
liegt. Insbesondere in den untersuchten pCT-Parametern schlug sich das fortgeschrittene
Alter der beiden Gruppen in einer deutlichen Osteopenie nieder, was in Zusammenhang
mit dem spéten Beginn der heidelbeerreichen Didt mutmaRlich signifikante Unterschiede
verhinderte. Vor dem Hintergrund der Osteopenie der beiden &lteren Gruppen waren die

teils hochsignifikanten Unterschiede zur jungen Kontrollgruppe zu erwaren.
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Hinsichtlich des Alters der Versuchstiere war das Design anderer Studien, die positive
Auswirkungen eines Heidelbeeretraktes auf den Knochenstatus von M&usen oder Ratten
belegten, so gewéhlt worden, dass sowohl die Didat als auch der Zeitpunkt der Euthanasie
in der Wachstumsphase stattfanden. Haufig begann die heidelbeerreiche Diat schon
innerhalb des ersten Lebensmonats (Chen et al. 2010 und Zhang et al. 2011 nach 20
Tagen; Zhang et al. 2013 nach 25 Tagen). Bei einem in der Wachstumsphase ohnehin
vermehrten Stoffwechsel ist es eher zu erwarten, dass sich bei einer tatsdchlichen
Wirksamkeit des Heidelbeerextraktes auf den Knochen die Unterschiede auch statistisch
signifikant widerspiegeln. Passend dazu konnte ein positiver Effekt auf die
Knochendichte bei einer bereits in der Kindheit erfolgten, fruchtreichen Erndhrung bei

Frauen zwischen 45 und 55 Jahren bereits nachgewiesen werden (New et al. 2000).

Wenig untersucht wurden in den bisherigen Maus- und Rattenmodellen die langfristigen
Auswirkungen einer heidelbeerreichen Ernéhrung. In der Mehrzahl der Studien erhielten
die Versuchstiere ein Heidelbeerextrakt Uber einen Zeitraum von maximal einigen
Wochen. Lediglich bei Devareddy et al. 2008 dauerte die Diat 100 Tage, beginnend mit
einem Alter der Tiere von immerhin 6 Monaten und somit nach abgeschlossenem
Wachstum, auch hier jedoch mit zwischenzeitlich erfolgter Ovariektomie. Fur eine
realistischere Bewertung der langfristigen Wirkung von Heidelbeeren auf den
Knochenstatus, insbesondere auch fur eine bessere Einschatzung des Nutzens einer
heidelbeerreichen Erndhrung fiir den Menschen, erscheinen daher Tiermodelle sinnvoll,
in denen die Zufuhr in den ersten Lebenstagen beginnt und bis in das hohe

Erwachsenenalter anhélt.

Des Weiteren wurde in der Mehrheit der Studien zu dem Thema bei den jungen
Versuchstieren mittels Ovariektomie eine Osteoporose induziert, was einen wesentlichen
Unterschied zu der vorliegenden Sudie darstellt und die Vergleichbarbeit erheblich
einschréankt (Devareddy et al. 2008, Li et al. 2014, Shimizu et al. 2018, Zhang et al. 2011,
Zhang et al 2013). Die Studienlage beztiglich der Auswirkungen einer polyphenolreichen
Erndhrung auf den menschlichen Knochenstatus explizit bei VVorliegen einer sekundéren
Osteoporose z.B. im Rahmen einer Ovariektomie oder einer Kortisontherapie ist
luckenhaft, hier bedarf es weiterer Studien. Da jedoch der préventive Nutzen fir die

Knochendichte insbesondere bei postmenopausalen Frauen bereits nachgewiesen wurde,
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ist davon auszugehen, dass eine polyphenolreiche Erndhrung auch bei einer sekundaren
Osteoporose positive Effekte mit sich bringt (Hooshmand et al. 2011, Welch et al. 2012).

4.11 Ausblick

Obwohl der erhoffte positive Effekt des Heidelbeerextraktes auf den Knochenstatus von
Mausen nicht nachgewiesen werden konnte, so konnte zumindest gezeigt werden, dass
die heidelbeerreiche Erndhrung mit Beginn im adulten Alter der Versuchstiere in der
vorliegenden Studie allein nicht ausreichte, dem altersbedingten Verlust an
Knochensubstanz entgegenzuwirken. Dass Polyphenole durch deren antioxidative
Wirkung und den damit verbundenen Fang von Radikalen sowie verschiedener
Mechanismen einer gesteigerten Osteoblastenaktivierung und Osteoklastenhemmung der
Alterung des Kochens entgegenwirken kdnnen, konnte in Studien sowohl an Tieren als
auch am Menschen bereits gezeigt werden. (Hubert et al. 2014, Melough et al. 2017).
Daneben konnte im Rahmen einer Meta-Analyse an Probanden, die das 50. Lebensjahr
uberschritten hatten, auch ein vermindertes Frakturrisiko bei obst- und gemisereicher
Erndhrung gezeigt werden (Brondani et al. 2019). Im Hinblick auf die Préavention und
supportive Behandlung des Krankheitsbildes der Osteoporose und die damit verbundenen

Komplikationen sind dies vielversprechende Hinweise.

Insbesondere am Menschen sind in Zukunft weitere Studien nétig, um die bereits
nachgewiesenen Effekte polyphenolreicher Erndhrungen praventiv im Alltag und auch
bei bereits bestehenden pathologischen Verdnderungen des Skelettsystems optimal
nutzen zu konnen. Die Frage, ob eine alleinige, ausgewogene, polyphenolreiche
Erndhrung eine gleichermalen wirksame Alternative zu pharmakologischen Therapien
der modernen Medizin sein kann, sollte hierbei nicht im Vordergrund stehen. Vielmehr
sollte eine optimierte polyphenolreiche Erndhrung als Ergénzung in Prévention und
Rehabilitation bei Erkrankungen des Skelettsystems fungieren, insbesondere natirlich
auch unter Berlicksichtigung der vielfaltigen weiteren gesundheitsfordernden Effekte von
Polyphenolen abseits der Knochen. Zudem sollte eine polyphenolreiche Erndhrung nicht
erst im fortgeschrittenen Alter bei bereits verminderter Knochensubstanz erfolgen,
sondern genauso wie auch andere prdventive Malinahmen idealerweise in jungen

Lebensjahren beginnen und langfristig erfolgen.
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Ein weiterer, wichtiger Gegenstand kinftiger Studien sollte auch die eher geringe
Bioverfugbarkeit der Polyphenole aus Heidelbeeren sein. Diese liegt beim Menschen
insgesamt lediglich im Bereich von 1 % (Zhoung et al. 2017). Bei einigen Polyphenolen
erscheint es daher fraglich, ob diese bei einer Zufuhr Uber die Nahrung in ausreichender
Konzentration im Blut vorliegen, um Effekte auf die Gesundheit zu entfalten (Di Lorenzo
et al. 2021). In der jingeren Vergangenheit wurde bereits an den Maoglichkeiten der
Lebensmittelverarbeitung polyphenolreicher Nahrungsmittel mit dem Ziel einer erhéhten
Bioverfugbarkeit der biologisch aktiver Wirkstoffe geforscht, beispielsweise durch
thermische Verfahren (Arfaoui 2021). Die bisherigen Ergebnisse sind allerdings
uneindeutig und als unzureichend anzusehen. Hier bedarf es dringend weiterer Studien
mit dem Ziel der Optimierung einer polyphenolreichen Erndhrung, um einen optimalen
gesundheitsfordernden Effekt zu erreichen, gerade auch im Hinblick auf den

Knochenstatus.
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5 Zusammenfassung

Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems betreffen, insbesondere im hoheren
Lebensalter, einen betréchtlichen Anteil der Bevolkerung. So tritt beispielsweise die
Osteoporose als eine der haufigsten Erkrankungen des Bewegungsapparates bei 8 % der
50 bis 79-jahrigen Deutschen auf (Fuchs et al. 2013). Hieraus kann eine deutliche
Einschrankung an Lebensqualitat resultieren. Es bedarf daher neben pharmakologischer
und operativer Therapie auch praventiver Mallnahmen zur Reduzierung des Verlustes an
Knochensubstanz wie beispielsweise einer optimalen Erndhrung. Insbesondere eine
reichhaltige Zufuhr von Polyphenolen, enthalten vor allem in Obst und Gemdse, scheint
hier einen protektiven Effekt zu haben (Hubert et al. 2014, Brondani et al. 2019). Da in
den letzten Jahren mehrere Studien explizit die Wirkung von Heidelbeeren, ebenfalls
reich an Polyphenolen, auf den Knochenstatus untersuchten und vielversprechende
Hinweise auf einen positiven Effekt zeigen konnten, sollte dies in der vorliegenden Studie
nachgewiesen werden (Devareddy et al. 2008, Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Li et
al. 2014, Shimizu et al. 2018).

Die Studie wurde mit weiblichen NMRI-Md&usen durchgefuhrt, aufgeteilt in 3 Gruppen
zu jeweils 14 Tieren. Der Heidelbeergruppe wurde dem Futter (iber 7 Monate 20 g eines
Heidelbeerextraktes pro kg Futter bis zur Euthanasie im Alter von 20 Monaten zugefuhrt.
Die beiden Kontrollgruppen, welche eine polyphenolarme Kontrolldiat erhielten,
bestanden aus einer alten (entsprechend dem Alter der Tiere der Heidelbeergruppe) und
einer jungen Kontrollgruppe, welche die Kontrolldiat Giber 2 Monate bis zur Euthanasie
im Alter von 3 Monaten erhielt. Untersucht wurden mehrere Wirbelkorper sowie die
Femora. Die Messung der biomechanischen Eigenschaften der Femora erfolgte durch
einen Dreipunkt-Biegetest. Mittels uCT und Histomorphometrie wurde die Feinstruktur
der Kortikalis und der Spongiosa von Wirbelkdérpern und Femora quantifiziert. Zwecks
Analyse der Knochenzellen sowie der GeféaRRe wurden enzym- und immunhistochemische
Verfahren durchgefiihrt. Fir die Analyse der Genexpression verschiedener Gene des
Knochenstoffwechsels kam die real-time RT-PCR zum Einsatz.

In der vorliegenden Studie konnte ein Effekt des Heidelbeerextraktes nicht nachgewiesen
werden. Insgesamt ergaben die Ergebnisse der verschiedenen Methoden, insbesondere
die des Dreipunkt-Biegetestes sowie die der uCT, ein schlussiges Bild, bei dem sich die
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Heidelbeer- und die alte Kontrollgruppe &hnelten sowie beide genannten Gruppen sich
teils deutlich signifikant von der jungen Kontrollgruppe unterschieden. So zeigte der
Dreipunkt-Biegetest eine signifikant groRere Maximalkraft der Femora der Heidelbeer-
und alten Kontrollgruppe gegeniiber denen der jungen Kontrollgruppe. Passend dazu
ergab die Quantifizierung der Kortikalis in der pCT einen groReren Durchmesser.
Umgekehrt wiesen Femora und Wirbelkorper der jungen Kontrollgruppe eine groiiere
Zahl an Trabekeln auf. Auch in der real-time RT-PCR zeigten die Heidelbeer- und die
alte Kontrollgruppe viele Gemeinsamkeiten und unterschieden sich beide teils signifikant
von der jungen Kontrollgruppe, wobei die Gene des Knochenabbaus in der Heidelbeer-
und in der alten Kontrollgruppe stérker ausgeprégt waren.

Urséchlich flr den fehlenden, relevanten Effekt des Heidelbeerextraktes ist das Alter der
Versuchstiere in der vorliegenden Studie anzusehen. So begann die Fiitterung mit dem
Heidelbeerextrakt erst lange nach dem Ende der Wachstumsphase. Die Euthanasie
erfolgte schlieBlich erst in einem Alter in der Nahe der statistischen Lebenserwartung der
Versuchstiere. Insbesondere in der UCT zeigten die Knochen der Heidelbeer- und der
alten Kontrollgruppe deutliche Zeichen einer Osteopenie, wodurch ein messbarer,
statistisch signifikanter Effekt des Heidelbeerextraktes mutmaglich verhindert wurde.
Vergleichbare Tierstudien, die einen Effekt einer heidelbeerreichen Erndhrung
nachweisen konnten, nutzten ein Studiendesign, bei dem die entsprechende Diat bereits
in der frihen Wachstumsphase erfolgte (Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Zhang et al.
2013).

Die Auswirkungen einer heidelbeerreichen Erndhrung auf den menschlichen
Knochenstatus wurde bisher unzureichend untersucht. Jedoch gibt es bereits zahlreiche
Studien, die einen Zusammenhang zwischen der vermehrten Zufuhr unterschiedlicher,
polyphenolreicher Lebensmittel und einer gesteigerten Knochendichte zeigen konnten
(New et al. 2000, Hooshmand et al. 2011, Welch et al. 2012). Eine langfristige,
polyphenolreiche Erndhrung sollte somit als Baustein in die Prdvention vor einem
altersbedingten oder sekundédren Knochenverlust integriert werden. Inwieweit explizit
Heidelbeeren dabei optimal genutzt werden konnen, sollte anhand zukinftiger Studien

evaluiert werden.
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6 Summary

Musculoskeletal deseases affect a significant proportion of the population, especially in
old age. For example, osteoporosis as one of the most common diseases of
musculoskeletal system affects 8 % of 50 to 79-year-old Germans (Fuchs et al. 2013).
This can result in a significant reduction in quality of life. Therefore, in addition to
pharmacological and surgical therapy, preventive measures to reduce bone loss are
required, such as optimal nutrition. Especially a rich intake of polyphenols, contained
mainly in fruits and vegetables, seems to have a protective effect (Hubert et al. 2014,
Brondani et al. 2019). Because of several studies in recent years having examined the
effect of explicitly blueberries, also rich in polyphenols, on bone status and having shown
promising hints of a positive effect, this should be proven in the present study (Devareddy
et al. 2008, Chen et al. 2010, Zhang et al. 2011, Li et al. 2014, Shimizu et al. 2018).

The study was conducted with female NMRI mice, divided into 3 groups of 14 animals
each. The blueberry group was fed with 20 g of a blueberry extract per kg of feed over 7
months until euthanasia at the age of 20 months. The two control groups, which received
a control diet poor in polyphenols, consisted of an old (corresponding to the age of the
animals of the blueberry group) and a young control group, which received the control
diet over 2 months until euthanasia at the age of 3 months. Vertebral bodies and femora
were examined. Biomechanical properties of femora were measured by three-point
bending test. Using pCT and histomorphometry, ultrastructure of cortical bone and
spongiosa of vertebral bodies and femora was quantified. For the analysis of bone cells
and vessels, enzyme- and immunohistochemical procedures were performed. Real-time

RT-PCR was used to analyze gene expression of various bone metabolism genes.

In the present study, an effect of the blueberry extract could not be proven. The results of
the various methods, in particular those of three-point bending test and pCT, resulted in
similarity of blueberry and old control group while both of them differed significantly
from young control group. Thus, three-point bending test showed a significantly higher
maximum power of the femora of blueberry and old control group compared to those of
young control group. Corresponding, quantification of cortical bone in uCT resulted in a
larger diameter. Conversely, femora and vertebral bodies of young control group had a
larger number of trabecula. Also in real-time RT-PCR, blueberry and old control group
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showed many similarities and both differed significantly from young control group,
whereby genes of bone loss were more pronounced in blueberry and in old control group.

The reason that there was no relevant effect of the blueberry extract might be the age of
the test animals in the present study. Thus, feeding of the blueberry extract began long
after the end of growing period. After all, euthanasia took place at an age close to the
statistical life expectancy of the test animals. Especially in uCT, the bones of blueberry
and old control group showed signs of osteopenia, which prevented a measurable,
statistically significant effect of the blueberry extract. Comparable animal studies which
were able to prove an effect of a diet rich in blueberries used a study design in which the
corresponding diet was already carried out in early growing period (Chen et al. 2010,
Zhang et al. 2011, Zhang et al. 2013).

The effects of a diet rich in blueberries on human bone status have been studied
insufficiently. However, there are already numerous studies that have shown a connection
between higher intake of different, polyphenol-rich food and increased bone density (New
et al. 2000, Hooshmand et al. 2011, Welch et al. 2012). Altogether a long-term,
polyphenol-rich diet should be a part in prevention of age-related or secondary bone loss.

The best possible use of blueberries should be evaluated on the basis of future studies.
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