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Einleitung

1 Einleitung

Adipositas hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem global bedeutenden
medizinischen Problem entwickelt.

Nach der Definition der Deutschen Adipositas Gesellschaft e.V. wird von Adipositas
gesprochen, wenn eine Uber das NormalmalR hinausgehende Vermehrung des
Kdorperfetts vorliegt. Als einfache Mal3einheit fir die Bewertung des Korpergewichts
wird der Body Mass Index (BMI) aus dem Verhaltnis von Gewicht in Kilogramm und der
Grolle in Metern zum Quadrat herangezogen. Die Klassifikation der World Health
Organization (WHO) fur die Bewertung des Korpergewichts fur Erwachsene
unterscheidet in drei groRe Kategorien: Untergewicht BMI < 18,5, Normalgewicht BMI
von 18,5 — 24,9 und Ubergewicht (Praadipés) BMI = 25. Ab einem BMI > 30 wird von
Adipositas gesprochen, unterteilt in Adipositas Grad | (BMI 30,0 — 34,99), Adipositas
Grad Il (BMI 35,0 — 39,99) und Adipositas Grad Il (BMI = 40,0). Den zunehmenden
Adipositas Graden werden héhere Komorbiditatsrisiken zugeordnet (Report of a WHO
consultation (2000)).

Weltweit sind mehr als 1,1 Milliarden Menschen Ubergewichtig und Gber 300 Millionen
Erwachsene adipds (James et al. 2004). Laut einer Studie zur Gesundheit
Erwachsener in Deutschland (DEGS) des Robert-Koch Institutes aus dem Jahr 2012
sind allein in Deutschland rund 67% der Méanner und 53% der Frauen ubergewichtig
oder adip6s. Auffallend ist, dass die Pravalenz von Adipositas besonders bei Mannern
und im jungen Erwachsenenalter weiter zunimmt (Scheidt-Nave et al. 2012). Auch
Daten von Kindern und Jugendlichen aus Deutschland zeigen nach dem Kinder- und
Jugend-Gesundheitssurvey (KiGGS) (2007) des Robert Koch-Instituts einen Anstieg
der Adipositaspravalenz. In Deutschland sind ungeféahr 1,9 Millionen Kinder und
Jugendliche tbergewichtig, von denen 800.000 adipds sind (Kurth et al. 2007).

Unstrittig ist, dass Adipositas haufig mit anderen Erkrankungen wie Diabetes,
kardiovaskularen Erkrankungen und bestimmten Tumorerkrankungen assoziiert ist
(Kopelman 2000). Der Einfluss von Adipositas auf die Knochenstruktur und den
Knochenstoffwechsel wird hingegen kontrovers diskutiert. Zuséatzlichem Korpergewicht
wird teilweise ein protektiver und beglnstigender Einfluss auf den Knochenstatus,
insbesondere fiur postmenopausale Frauen mit der Gefahr der Entwicklung einer
Osteoporose, eingeraumt (Edelstein et al. 1993; Albala et al. 1996; Kirchengast et al.
2002; Nguyen et al. 2005; Reid 2008; Reid 2010). Vermutet wird, dass durch die

zusatzliche biomechanische Stimulation des Knochens eine verbesserte
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Knochenstruktur erzielt und die Stabilitdt des Knochens gesteigert wird (Ehrlich et al.
2002).

Im Widerspruch zu der These, dass sich ein erhdhtes Kdrpergewicht positiv auf den
Knochenstatus auswirkt, stehen Studien mit erhdhter Frakturinzidenz bei
Ubergewichtigen  Jugendlichen im Vergleich zu ihren normalgewichtigen
Altersgenossen (Manias et al. 2006; Taylor et al. 2006; Rana et al. 2009). Unabhangig
von der Knochenstruktur ist festzustellen, dass Ubergewichtige Jugendliche im
Vergleich zu normalgewichtigen Jugendlichen schlechtere Koordinationsfahigkeiten
und ein eingeschranktes Korpergefuhl haben (Hills et al. 1992; Colne et al. 2008).
Beides tragt zu einem erhohtem Frakturrisiko bei. Bei Messungen der
Knochenmineraldichte bei Ubergewichtigen Jugendlichen wurde auch ein niedrigerer
Knochenmineralgehalt bezogen auf das Gewicht gemessen (Goulding et al. 2000).
Eine neuere prospektive Kklinische Studie mit Ubergewichtigen postmenopausalen
Frauen zeigt eine erhohte Frakturinzidenz (Compston et al. 2011) und steht somit im
Kontrast zu den oben zitierten positiven Effekten des Ubergewichts fir den
Knochenstatus.

Im Tiermodell bei Untersuchungen an Ratten, die eine fettreiche Ernahrung erhielten,
wurde eine erhohte Brichigkeit der Knochen und eine Reduktion des
Knochenmineralgehaltes nachgewiesen (Ward et al. 2007).

Die kontrovers diskutierten Ansichten Uber den Einfluss der Fetterndhrung auf die

Knochenstruktur und den Knochenstoffwechsel gilt es grundlegend zu untersuchen.
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2 Theoretische Grundlagen
2.1 Knochenskelett

Das Knochenskelett hat Stitz- und Schutzfunktionen fir den menschlichen Kérper,
besitzt Aufgaben in der Blutzellproduktion und in der Regulation des Kalzium- und
Phosphathaushaltes. Die Knochen des Skelettes lassen sich nach Funktion und
Aussehen bestimmten Kategorien zuordnen. In dieser Arbeit werden im Maus-Modell
die langen Rohrenknochen (Ossa longa) und die zu den unregelmaRigen Knochen
(Ossa irregularia) zahlenden Wirbelkorper betrachtet. Sie sollen im né&chsten Abschnitt

genauer erklart werden.

Die an den Extremitaten vorherrschende Knochenart sind lange, stabférmige
Rohrenknochen. Sie lassen sich in verschiedene Abschnitte unterteilen. Die Enden der
Rohrenknochen werden als Epiphysen bezeichnet und bilden die Gelenkflachen. Die
Diaphyse bildet den in der Mitte liegenden rohrenférmigen Schaft. Als Metaphyse, die
auch die Wachstumsplatte (Epiphysenfuge) enthéalt, wird ein Bereich zwischen
Epiphyse und Diaphyse bezeichnet (Abb. 1).

Das Langenwachstum des Knochens wird malfigeblich durch die Epiphysenfuge
beeinflusst. Durch die Umwandlung von Knorpelgewebe zu Knochengewebe wird ein
interstitielles Wachstum der Rohrenknochen erzeugt. Nach Beendigung des
Wachstums zum Ende der Pubertat verkndchert die Epiphysenfuge zur Linea
epiphysialis.

Der Innenraum von Epiphyse und Metaphyse in den Rd&éhrenknochen, sowie der
Innenraum anderer Knochenarten wird aus einem schwammartigen Netzwerk von
Knochenbélkchen (Substantia spongiosa) gebildet (Abb. 2 b), das sich in Abhangigkeit
von der auf den Knochen einwirkenden Druck- und Zugspannung ausbildet. Diese
Knochenbélkchen weisen beim Erwachsenen eine Lamellenstruktur auf. Einzelne
Lamellen kdnnnen im histologischen Praparat durch eine kollagenfreie Zementlinie
voneinander abgegrenzt werden. Umgeben ist dieses Netzwerk von Knochenbalkchen
durch eine Wand aus kompaktem Knochengewebe, der Substantia corticalis. In den
Zwischenrdumen der Spongiosa befinden sich die Zellen des blutbildenden

Knochenmarks.

Die Substantia corticalis bildet als auf3ere Hiillstruktur den kompakten Knochen. Auch
hier weist der Knochen eine Lamellenstruktur auf. Diese besteht aus konzentrisch
verlaufenden Lamellen, die um ein zentral liegendes Gefal3 (Haversscher Kanal)

angeordnet sind und zusammen das Osteon bilden. Osteone liegen nur im kompakten
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Knochen vor (Abb. 2 ¢) und sind im Rohrenknochen in Langsrichtung des Schaftes

ausgerichtet.

Die Substantia corticalis der Diaphyse umschlief3t eine Markhdhle (Cavitas medullaris),
die beim Erwachsenen mit Fettgewebe und gelbem Knochenmark gefullt ist.

Die aufRere Oberflache des Knochens bildet das Periost. Es besteht aus zwei
Schichten, einer inneren mit osteogenen und chondrogenen Vorlauferzellen (Stratum
osteogenicum) und einer &aufleren Schicht aus straffem kollagenen Bindegewebe
(Stratum fibrosum). Innere Oberflachen im Markraum, den GeféaRkandlen und der
Trabekel in der Spongiosa werden durch eine Zellschicht, dem Endost, bedeckt
(Drenckhahn 2008).

Tibia Ratte

Epiphyse |:
Metaphyse

Diaphyse

apejdswnisyosepp

Metaphyse

Epiphyse

Abb. 1 Schematische Darstellung der Einteilung eines langen Réhrenknochens (Tibia
einer Ratte) in die verschiedenen Abschnitte. Ausschnittsvergrof3erung mit Einteilung
der Epiphysenfuge der Ratte in die einzelnen histologischen Abschnitte: Reservezone
(RZ), Proliferationszone (PZ), Hypertrophiezone (HZ) und den priméren Trabekeln
(PS). Modifiziert nach Wongdee et al. (2012).
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Spongiosa

Kortikalis ' Shlh

Knochen-
mark

Blutgefalle

a

Abb. 2 Schematische Darstellung eines Langsschnittes durch einen Femur. Modifiziert
nach Arola et al. (2010)

a) Grobe Strukturierung des Aufbaus mit Kortikalis, dem spongiosen Antell
gebildet durch die Trabekel und dem in der Diaphyse befindlichen
Knochenmark.

b) Dreidimensionale Darstellung des pords aussehenden spongitsen
Knochenanteils mit dem Trabekelnetzwerk.

c) Darstellung des kompakten Knochens mit Osteonen und ihren konzentrisch um
ein Blutgefal angeordneten Lamellen.

Die zu den unregelmaBigen Knochen zahlenden Wirbelkorper besitzen eine
gemeinsame Grundform, die in den verschiedenen Regionen der Wirbelsaule
unterschiedlich ausgepragt ist. Der Wirbelkdrper wird in Corpus vertebrae, den
Wirbelbogen (Arcus vertebrae) mit seinen Fortsdtzen (Processus) unterteilt.
Wirbelkérper und Wirbelbogen bilden das Wirbelloch (Foramen vertebrae), in dem das
Rickenmark mit Nerven und Blutgefal3en liegt.

Der Wirbelkdrper besteht aus Spongiosa, dichten Knochenbélkchen, die meist
senkrecht und parallel zu den Endflachen ausgerichtet sind und nach auf3en hin durch
die Substantia corticalis umhullt werden. Die Endflachen, Facies intervertebralis,
stellen die Grund- und Deckplatten der Wirbelkérper dar und sind mit Ausnahme der
Randleiste (Epiphysis anularis) von einer hyalinen Knorpelplatte bedeckt. Diese Flache

bildet eine Verbindung mit den Zwischenwirbelscheiben.
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2.2 Anpassung des Knochens an die mechanische Belastungssituation

Die Knochenmatrix besteht zu 50-70% aus anorganischen Mineralien, meist
Hydroxylappatit [Ca;o(PO4)s(OH),], zu 20-40% aus organischer Matrix, aus 5-10%
Wasser und aus <3% Fetten sowie zellularen Bestandteilen (Clarke 2008). Die
organischen Anteile bestehen zu 85-90% aus Kollagen 1 (Brodsky et al. 2005) und der
Rest sind weitere Kollagentypen und nichtkollagene Proteine.

Das Zusammenspiel aus organischen und anorganischen Bestandteilen ermoglicht der
Knochenstruktur, auf die im Knochen wirkende Druck- und Zugspannung zu reagieren.
Das Knochenskelett befindet sich in einem kontinuierlichen Umbauprozess zur
Adaption auf physiologische oder mechanische Einflisse und dem Ersatz
mikrofrakturierter Bestandteile der Knochenstruktur. Knochen und Skelett werden so
optimal an die einwirkenden Kréafte angepasst. Regionen im Knochen, die stark
belastet sind, werden verstarkt. An Stellen mit geringerer Krafteinwirkung wird Knochen
resorbiert. Diese Kombination aus gleichzeitigem Auf- und Abbau von Knochen wird
als Remodeling bezeichnet (Ralston 1997).

Dieses direkte Ineinandergreifen des Knochenabbauprozesses durch resorbierende
Zellen, sogenannte Osteoklasten, und dem Prozess des Knochenaufbaus durch
Osteoblasten als eine funktionelle Einheit wird als ,Basic multicellular Unit* (BMU)
bezeichnet (Jilka 2003; Eriksen 2010).

2.3 Knochenzellen

Die knochenaufbauenden Zellen, Osteoblasten, gehen aus multipotenten
mesenchymalen Stammzellen hervor (Owen 1988; Pittenger et al. 1999). Unter dem
Zusammenspiel vieler Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel Runx-2 (Stein et al.
2004) oder Osterix, differenzieren sich die multipotenten mesenchymalen Stammzellen
zu Osteoblasten. Natiirlich spielen auch Ostrogene, Glucocorticoide, Vitamin D und
das Parathormon hier eine wichtige Rolle. Fir die Osteoblastenaktivierung und
Rekrutierung neuer Zellen ist das bone-morphogenetic protein-2 (BMP2) wichtig
(Khosla et al. 2008).

Die Aufgabe der einkernigen, anndhernd kubischen Osteoblasten im Knochen besteht
vor allem in der Synthese der Knochenmatrix und einer Kontrollfunktion fir den
Prozess des Bone-remodelings (Neve et al. 2011). Beim Knochenaufbau wird von den
Osteoblasten Kollagen 1 synthetisiert und sezerniert sowie weitere Proteine, wie die

alkalische Phosphatase und nichtkollagene Proteine (wie Osteocalcin (Bglap),
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Osteopontin und Sialoproteine) exprimiert. Die alkalische Phosphatase ist ein in der
Zellmembran der Osteoblasten verankertes Enzym, das fur die Knochenmineralisation
entscheidend ist. Osteocalcin ist ein Vitamin K abhéngiger Osteoblasten spezifischer
Marker, der an Hydroxylapatite fir die Knochenmineralisation bindet (Cantatore et al.
2005). Das nicht gebundene Osteocalcin kann im Blut als Marker fir den
Knochenaufbau gemessen werden.

Neuere Studien zeigen, dass Osteocalcin an der Regulation des Blutglukosespiegels
beteiligt zu sein scheint (Ducy 2011). Die Osteoblasten nehmen eine aktive Rolle im
Zusammenspiel mit den fur die Knochenresorption zustdndigen Osteoklasten in der
Beeinflussung der Regulation der Blutglukose ein (Clemens et al. 2011).

Osteopontin wird unter anderem von Osteoblasten in Abhangigkeit von mechanischem
Stress auf den Knochen synthetisiert und beeinflusst die Knochenhomdostase durch
Inhibition der Knochenmineralisation (Ishijima et al. 2007).

Knochensialoproteine  fordern die  Bildung von Hydroxylapatitkristallen — zur
Mineralisierung der Knochenmatrix und stimulieren die Osteoblastendifferenzierung
(Gordon et al. 2007).

Die aktive Synthese der Knochenmatrix besteht zu Beginn hauptsachlich aus der
Synthese von Kollagenfasern, die noch nicht mineralisiert sind. Diese nicht
mineralisierte Proteinmatrix wird als Osteoid bezeichnet. Die Knochenmineralisierung
durch die Einlagerung von Kalziumphosphat schliel3t sich dem Prozess der
Kollagensynthese an (Neve et al. 2011).

Nach Beendigung der Synthese von Knochenmatrix kdnnen Osteoblasten sich auf drei
Wegen weiter differenzieren: 1) Sie nehmen einen inaktiven Zustand ein und bilden an
der endostalen Oberflache endostale Saumzellen, sog. bone lining cells, die sich auch
wieder zu aktiven Osteoblasten umwandeln kénnen. 2) Sie werden als Osteozyten in
den Knochen eingebaut. 3) Sie gehen in Apoptose (Rochefort et al. 2010).

Die endostalen Saumzellen oder bone lining cells sind sehr flache Zellen und
bedecken die Oberflache der Trabekel und die Innenflache der Kortikalis des
Knochens. Sie bilden das Endost und regeln den Austausch von Mineralionen, kénnen
aber jederzeit wieder zu aktiven Osteoblasten rekrutiert werden. Der
zusammenhangende Zellverband der endostalen Saumzellen mit den Nachbarzellen
wird Uber adharente Zellkontakte, die Cadherine beinhalten, tight junctions und
Desmosomen hergestellt. AufRerdem sind sie Uber gap-junctions, bestehend aus
Connexin 43, metabolisch und elektrisch mit den Osteozyten verbunden (Clarke 2008).
Beim Einbau von Osteoblasten in den mineralisierten Knochen entstehen in Lakunen
liegende Osteozyten. Sie stellen 95% aller Knochenzellen. Wéhrend des Prozesses

des Einmauerns der Osteoblasten in die Knochenmatrix verandert sich die
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Zytoplasmastruktur. Eine Reduktion von endoplasmatischem Retikulum und Golgi-
Apparat im Zytoplasma tritt ein. Die Proteinsynthese und -sekretion verringern sich. Die
alkalische Phosphatase ist ein wichtiges Enzym der Osteoblasten, das von
ausgereiften Osteozyten nicht mehr synthetisiert wird (Rochefort et al. 2010).

Trotzdem behélt der entstehende Osteozyt Uber Zytoplasmafortsatze eine Verbindung
zu den an der Oberflache liegenden Osteoblasten und endostalen Saumzellen. In
kleinen Knochenkanalen, den Canaliculi, liegen die Zytoplasmafortsatze der
Osteozyten, die Uber gap-junctions mit den Zellen an der Knochenoberflache sowie mit
benachbarten Osteozyten verbunden sind (Abb. 3). Es entsteht ein Zellsynzytium, das
eine metabolische und elektrische Einheit darstellt. Dieser Kontakt der Osteozyten
untereinander ist entscheidend fiir die Reifung, Aktivitat und das Uberleben der Zelle
(Clarke 2008; Rochefort et al. 2010).

Die Hauptaufgabe der Osteozyten besteht in der Mechanorezeption von auf den
Knochen einwirkenden Kraften und deren Transduktion in biologische Signale. Es wird
vermutet, dass Flissigkeitsverschiebungen innerhalb des Canaliculisystems von den
Osteozyten registriert werden und tGber Molekuldiffusion sowie tiber gap-junctions eine
Signalweiterleitung an benachbarte Zellen erreicht wird. Diese Mechanorezeption und
Signaltransduktion ermdglicht eine optimale Anpassung des Knochens auf
mechanische Krafte (Bonewald 2006; Taylor et al. 2007; Buo et al. 2014).

Auch die Apoptose eines Osteozyten induziert einen Knochenumbau an dieser Stelle
und sichert so den Erhalt einer intakten Knochenstruktur (Cardoso et al. 2009;
Rochefort et al. 2010).
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Canaliculi

Abb. 3 Darstellung von Osteoblasten an der Trabekeloberfliche. Osteoblasten
synthetisieren die vor allem aus Kollagen 1 bestehende proteinreiche Matrix mit
anschlie3ender Mineralisierung zur Ausbildung des neuen Knochens. Modifiziert nach
Clarke (2008).

Die standigen Umbauprozesse des Knochens machen einen Abbau von
tberschiel3ender Knochenmatrix erforderlich. Der Abbau der Knochenmatrix wird von
multinukledren Riesenzellen, den Osteoklasten, vorgenommen. Osteoklasten
differenzieren sich aus hamatopoetischen Stammzellen. Uber die Fusion mehrerer
einkerniger Vorlauferzellen bilden sich gro3e multinukledre Zellen, die meist in einer
Resorptionslakune (Howship-Lakune) an der Trabekel- oder endostalen Oberflache
liegen (Edwards et al. 2011) (Abb. 4).

Fur den Knochenresorptionsprozess spielt das Trabekelnetzwerk aufgrund seiner
grofRen Oberflache im Vergleich zum kompakten Knochengewebe eine entscheidende
Rolle. Im kompakten Knochen liegen die Osteoklasten in Erosionstunneln vor
(Drenckhahn 2008).
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mineralisierter
Knochen

\

~
¢ ‘ .
\ Osteoklast

Abb. 4 Multinukledre Osteoklasten resorbieren die Knochenmatrix und formen die
Resorptionslakune (Howship Lakune). Modifiziert nach Clarke (2008).

Die Differenzierung der Osteoklasten erfolgt unter dem Einfluss vieler Faktoren, wobei
die beiden Zytokine Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand (RANKL)
und macrophage-colony-stimulating-factor (M-CSF) entscheidende Bedeutung
besitzen.

RANKL ist ein membrangebundenes Protein, welches auf der Oberflache von
Osteoblasten und deren Vorlauferzellen exprimiert wird. Es bindet an den RANK-
Rezeptor der zuvor durch M-CSF stimulierten Vorlauferzellen. Diese Interaktion ist ein
entscheidender Schritt fur die Differenzierung der Osteoklasten aus den
Osteoklastenvorlauferzellen.

Osteoprotegerin ist ein Glycoprotein und wird von Osteoblasten sezerniert. Als
sogenannter ,decoy-receptor” fir RANKL hemmt es die Osteoklastogenese, indem es
eine Bindung mit RANKL eingeht und dieser Ligand dann nicht mehr an den RANK-
Rezeptor binden kann (Boyle et al. 2003; Teitelbaum 2007).

Die reifen Osteoklasten sind durch Expression des Markerproteins Tartrat-resistente
saure Phosphatase (TRAP) gekennzeichnet und in der Lage, Knochen zu resorbieren.
TRAP ist wahrscheinlich innerhalb Transzytose-Vesikel lokalisiert und fur die
Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen und den Abbau der resorbierten
Knochenmatrix verantwortlich (Vaananen et al. 2000).

Die Anhaftung der Osteoklasten an die Knochenoberflache erfolgt mittels Integrinen
(Ross et al. 2005). Gleichzeitig findet eine Polarisation durch Umorganisation des
Zytoskelettes der Osteoklasten statt. An der Knochenoberflache, dem apikalen Pol der
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Zelle, entsteht der sogenannte Faltensaum oder ruffled border® (stark gefaltete
Zellmembran). Veranderungen des Zytoskelettes vor allem durch die Umorganisation
von Aktinfilamenten sorgen fir die Entstehung einer Versiegelungszone, der
sogenannten ,sealing zone“. In der Peripherie mit engstem Kontakt zwischen
Osteoklast und Knochenmatrix entsteht so ein abgeschlossenes Kompartiment. Uber
die in der Mitte des apikalen Pols stark gefaltete Zellmembran (,ruffled border®) werden
aktiv Wasserstoff-lonen mithilfe von Protonenpumpen (H*-ATPasen) sezerniert. Die
Protonen werden im Zytoplasma unter Mitwirkung des Enzyms der Carboanhydrase
gebildet. Das in der Howship-Lakune entstehende saure Milieu (pH ca. 4,5) sorgt fur
die Auflésung der anorganischen Bestandteile der Knochenmatrix. Weiterhin werden
von den Osteoklasten proteolytische Enzyme (z.B. Cathepsin K (CtsK)) sezerniert, die
fir den Proteinverdau, vorrangig von Kollagen 1, verantwortlich sind (Teitelbaum
2007). Cathepsin K ist nicht nur verantwortlich fiir den Abbau von Kollagen 1, sondern
es wird auch eine autokrine Funktion diskutiert, die zur Termination des
Resorptionsvorganges des Osteoklasten beitragt (Wilson et al. 2009).

Durch den aktiven Abbau der Knochenmatrix durch Osteoklasten kénnen Defekte in
der Knochenstruktur entfernt und durch Interaktion mit den Osteoblasten durch neuen
mechanisch belastbareren Knochen ersetzt werden. Osteoklasten sind damit
unerlasslich fur den Erhalt eines stabilen und belastbaren Knochens.

2.4  Wachstum der R6hrenknochen und Wirbelkdrper

Bei der Knochenentwicklung unterscheidet man zwei Prozesse, in denen aus
osteogenen und chondrogenen Mesenchymverdichtungen Knochengewebe entsteht.
Die direkte Umwandlung des mesenchymalen Bindegewebes in Knochengewebe wird
als desmale Ossifikation bezeichnet. Die Knochen des Schadeldachs, der
Gesichtsschadel und das Schliisselbein entstehen durch desmale Ossifikation.

Die zweite Art der Knochenbildung fur das restliche Skelett findet tber ein sich aus den
Mesenchymverdichtungen entwickelndes Knorpelmodell als Zwischenschritt statt.
Diese indirekte Knochenbildung wird als chondrale (kartilagindre) Ossifikation
bezeichnet (Drenckhahn 2008). Sie erfolgt entweder als Umwandlung des
Knorpelgewebes in Knochengewebe (enchondrale Ossifikation) oder durch Anlagerung
von Knochengewebe auf die Knorpeloberflache im perichondralen Bindegewebe

(perichondrale Ossifikation). Die enchondrale Ossifiktion ist fir das LAngenwachstum
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enscheidend. Das Dickenwachstum von Knochen wird durch die perichondrale
Ossifikation erreicht (Drenckhahn 2008).

Fur das Langenwachstum des Rohrenknochens ist die Epiphysenfuge entscheidend.
Im Bereich der Epiphysenfuge findet eine Proliferation von Knorpelgewebe statt.
Dieses entstehende Knorpelgewebe wird in der gleichen Geschwindigkeit, in der es im
Bereich der Epiphysenfuge proliferiert, von der Markhdhle aus in Knochen
umgewandelt. Dieser Prozess hat zur Folge, dass eine auf die Diaphyse bezogene
Verlagerung der Epiphysenfuge zu den Knochenenden hin stattfindet. Die Proliferation
von Knorpelgewebe in der Epiphysenfuge und die Entstehung von Knochengewebe
erfolgen in gleicher Geschwindigkeit, was ein eintscheidendes Merkmal fir den
kontinuierlichen Wachstumsprozess ist. Erst beim Verschluss der Epiphysenfuge wird
dieses Gleichgewicht zwischen der Proliferation von Knorpelgewebe und der
Ossifikation aufgehoben. Die Proliferationsrate der Knorpelzellen wird verringert und es
kommt zur Ossifikation des restlichen Knorpelgewebes. Die Epiphysenfuge schlief3t
sich und das Langenwachstum ist abgeschlossen.

Die Epiphysenfuge kann in Zonen eingeteilt werden (Abb. 1). An der Grenze der
Epiphyse zur Epiphysenfuge liegt die Reservezone aus hyalinem Knorpel mit einem
Vorrat an Knorpelzellen (Chondrozyten). In Richtung der Diaphyse folgt die
Proliferationszone, in der mitotisch aktive Chondrozyten vorliegen und sich
saulenférmig anordnen (Saulenknorpel). Dieser interstitielle Wachstumsdruck sorgt fr
die Verschiebung der Epiphyse von der Diaphyse. In der Hypertrophiezone findet eine
VolumenvergréfRerung der Zellen statt, die wesentlich fir das Langenwachstum ist. Im
Ubergang zwischen der Hypertrophiezone und der Eroffnungszone/Resoprtionszone
verkalken die longitudinalen Septen. Diese Longitudinalsepten befinden sich zwischen
den saulenférmig angeordneten Knorpelzellen. Am Ende liegen die Knorpelzellen
zwischen den verkalkten Saulen vor. Sie gehen durch Apoptose zugrunde. Blutgefale
sprieBen ein und Osteoblasten belegen die nun freiliegende, mineralisierte
longitudinale Knorpelmatrix mit Osteoid. Diese Osteoidbildung findet in der
Ossifikationszone statt. Nur jedes dritte Longitudinalseptum wird zu einem primaren
Knochenbélkchen (Trabekel) ausgebaut. Die anderen Longitudinalsepten werden
durch Chondroklasten abgebaut. Spater werden diese Primartrabekel mit ihrem Kern
aus Knorpelmatrix und der Geflechtknochenstruktur durch Sekundartrabekel aus
Lamellenknochen ersetzt (Drenckhahn 2008; Lullmann-Rauch et al. 2012; Wongdee et
al. 2012).
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3 Fragestellung

Ubergewicht aufgrund falscher Ernahrungs- und Verhaltensweisen ist nachgewiesener
MalRen ein Risikofaktor fur einige sog. ,Zivilisationskrankheiten“ (z.B. Diabetes,
kardivaskulare Erkrankungen und Tumorerkrankungen). Nicht eindeutig geklart sind
die Auswirkungen einer fettreichen Ernahrung auf das Knochenskelett. Diese werden
in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Das Ziel dieser Studie ist, die Einwirkung der Fetterndhrung auf die Knochenstruktur,
insbesondere die Ultrastruktur der Trabekel, im Mausmodell darzustellen und zu
Uberprufen, ob der Knochenstoffwechsel durch die Fetternahrung und die daraus
folgende Gewichtszunahme beeinflusst wird.

Folgende Fragen stehen im Vordergrund:

1) Hat eine fettreiche Erndhrung im Mausmodell einen Einfluss auf die

Auspragung der Knochenstruktur von Mausen?

2) Beeinflusst die Fetterndahrung die Genexpression von Zellen fir den
Knochenumbau?
3) Treten ultrastrukturelle Verdnderungen innerhalb des Trabekelgeriists durch

die Fetternahrung auf?

4) Werden die Zellmorphologie und Zellinteraktion von Osteoblasten, Osteozyten

und Osteoklasten verandert?

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten mittelfristig im Bereich der Orthopadie und
Unfallchirurgie zu einer Veranderung von Therapiestrategien, z.B. bei der Verankerung
von Endoprothesen filhren.  Gesundheitspolitische  Zielsetzungen  kénnten

entsprechend angepasst werden.
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4 Material und Methoden
4.1 Tiermodell

Im untersuchten Tiermodell wurden Mause mit fettreicher Ernahrung im Vergleich zu
Tieren mit normalem Fettgehalt im Futter bezuglich ihres Knochenstatus analysiert. Bei
den Versuchstieren handelte es sich um mannliche C57BL/6J Mause (Janvier, Saint
Berthevin, Frankreich) mit einem Alter von 4 Wochen bei Versuchsbeginn. Die Tiere
wurden in Gruppen in Kafigen mit Sdgemehleinstreu bei einer Umgebungstemperatur
von 22 +2°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60% und einem 12 stiindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Altromin-
Pressfutter (siehe Tab. 1; Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland).
Das Pressfutter enthielt fir die Kontrolldiat einen Rohfettgehalt von ca. 4%, so dass
10% der umsetzbaren Energie des Futters aus Fett gewonnen werden. Fir die
Versuchsgruppe mit der Fetterndhrung wurde Pressfutter mit einem Rohfettgehalt von
ca. 34% verwandt, d.h. 60% des umsetzbaren Energieanteils des Futters stammten
aus dem Fettanteil (,high-fat diet“). Der Versuchszeitraum erstreckte sich Uber 23
Wochen, wobei pro Woche jeweils das Gewicht der Tiere und der Blutzuckerspiegel
mit einem Blutzuckermessgerat OneTouch® UltraEasy® (LifeScan, Neckargemind,
Deutschland) bestimmt wurden. Der Blutstropfen fur die Blutzuckermessung wurde aus
der Schwanzvene niichterner Tiere entnommen. Die Angaben des Blutzuckerspiegels
erfolgten in mg/dl. Zum Zeitpunkt der Euthanasie (Ende der 27 Lebenswoche) wurde

keine Blutzuckermessung mehr vorgenommen, sondern nur das Gewicht bestimmt.

Der Tierversuch war genehmigungspflichtig und wurde vom Regierungsprasidium
Giel3en unter dem Aktenzeichen G120/11-Nr. A17/2010 gefihrt.
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Kontrolldiat Fettdiat
Eiweil3anteil % (g/kg) 24 (210) 17 (214)
Fettanteil % (g/kg) 10 (40) 60 (350)
Kohlenhydratanteil % (g/kg) 66 (558) 23 (195)
Energiedichte (kJ/kg) 14.767 20.964
Vitamin D (IE/kg) 500 500
Calcium (mg/kg) 7.402 7.209
Phosphat (mg/kg) 6.522 5.348

Tab. 1 Ubersicht tiber die Diatkomponenten (www.Altromin.de, Altromin Spezialfutter
GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland)

4.1.1 Probenentnahme und Studiendesign

Fur die Untersuchungen wurden jeweils 6 Tiere der Kontrollgruppe (10% des
umsetzbaren Energieanteils aus Fett 2 Kontrolldiat) und 7 Tiere der Versuchsgruppe
(60% des umsetzbaren Energieanteils aus Fett 2 Fetterndhrung) verwendet. Die
Euthanasie der Mause erfolgte durch CO,-Inhalation. Anschliel3end wurde die Dual-X-
Ray Absorptiometry (DXA-Messung) zur Bestimmung der Knochendichte durchgefuhrt.
Daraufhin wurden die spezifischen Gewebeteile freiprapariert, entnommen und fir die

weiteren Schritte entsprechend aufgearbeitet (Abb. 5).
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4.2 Dual-X-Ray Absorptiometry

Unmittelbar ~ nach der Euthanasie = der  Versuchstiere  wurde  eine
Knochendichtemessung mithilfe des DXA-Scans (lunar prodigy, GE Healthcare,
Munchen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Mause wurden auf dem Gerat in Brustlage
positioniert und die Messung erfolgte. Mit der DXA-Messung wurde der
Knochenmineralgehalt in verschiedenen Bereichen, den sogenannten Regions of
Interests (ROIs), quantitativ erfasst. Es handelt sich hierbei um Tibia links, Tibia rechts,
Wirbelsdule und das gesamte Skelett. Die Messung des Mineralgehaltes des
Knochens erfolgt bei dieser Methode durch zwei Energiestrahlen (Photonenstrahlen)
unterschiedlicher Intensitat. Die Absorption der Photonenstrahlen im Gewebe wird
gemessen, wobei durch das Gerat eine automatische Korrektur der Werte bei
unterschiedlicher Weichteilabsorption durchgefihrt wird. Diese automatische
Standardisierung des Verfahrens durch das Gerat schafft eine Vergleichbarkeit der

Ergebnisse von Daten zwischen den verschiedenen Tieren (Bartl 2004).

Der Knochenmineralgehalt in g bezogen auf die gemessene Flache des dargestellten
Bereichs in cm? ergab die dargestellte Knochenmineraldichte (bone mineral density,
BMD) in g/cm® Die Analysesoftware (enCORE software, GE Healthcare, Version
13.40, Minchen, Deutschland) besitzt eine spezielle Kleintier-Einstellung zum Erhalt
mdglichst exakter Werte. Vor jedem Neustart des Gerats wurde eine Kalibration mittels

eines standardisierten Phantom-Patienten nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Die Auswertung der Knochenmineraldichte in den verschiedenen Bereichen erfolgte
mit der statistischen Analysesoftware SPSS (SPSS, Chicago, lllinois, USA) unter
Verwendung des Mann-Whitney-Tests (siehe Kapitel 4.9).

4.3 Histologische Verfahren

Von den Versuchstieren wurden jeweils das rechte Femur und der zweite Lumbalwirbel
in Paraffin eingebettet. Fir die Paraffineinbettung wurden die Praparate in 4%
Phosphat-gepuffertes Paraformaldehyd pH 7,4 (PFA, Roth, Karlsruhe, Deutschland) fur

6 Stunden (h) in den Probengeféal3en gelagert und damit fixiert.

AnschlieRend erfolgte insgesamt eine 6-malige Spilung der Proben in den

Einbettkapseln mit 0,1 M Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,4). Dann wurden die Proben
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mit 0,281 M Tris-Puffer mit 10% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Merck,
Darmstadt, Deutschland) behandelt und damit entkalkt.

Nach dem Entkalken wurden die Proben ca. 1 h unter Leitungswasser gesptilt und vor
der Paraffineinbettung durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70% fir 2 h, 80% fur 2,3
h, 96% fur 2 h, 100% fir 3 h, 100% fir 3 h, 100% fir 3 h) entwéassert. Eine 3-malige
Inkubation (1 h und 2 x 45 Minuten (min)) in Xylol (VWR, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich) wurde vor der anschlieBenden Uberfiihrung in flussiges Paraffin
durchgefuhrt. Diese Schritte wurden automatisch im Leica-Paraffin-Einbettautomaten
TP1050 (Leica, Bensheim, Deutschland) vorgenommen. Das Ausbetten der Praparate
an der Paraffinausgiel3station (Leica) erfolgte am nachsten Tag, wobei die Praparate in
den Paraffinblocken auf beschrifteten Plastikformen ausharteten.

Von diesen Paraffinblocken wurden Schnitte mit einer Dicke zwischen 4-5 pm mit
einem Rotationsmikrotom (Leica RM 2155, Leica) hergestellt, auf Objekttrager
aufgezogen, beschriftet und im Brutschrank bei 37°C getrocknet.

4.3.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)

Zur Entparaffinierung wurden eine 2 x 5 min Inkubation in Xylol (VWR) und eine je 5
min dauernde Inkubation in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%)
durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Schnitte wieder in destilliertem Wasser (Aqua
dest) hydriert, mit Mayers Hamalaunlésung (Kernfarbung, Merck, Darmstadt,
Deutschland) 3,5 min inkubiert und dann mit Aqua dest abgespiilt und zum Blauen 10

min lang in der Kivette unter flieRendes Leitungswasser gestellit.

Mit einer 1% Eosinldsung (Eosin G, gelblich, Merck) erfolgte fur ca. 55 Sekunden (sec)
die Bindegewebsfarbung. Nach erneutem Spllen mit Aqua dest und der Dehydrierung
in einer aufsteigenden Alkoholreihe und anschlieender 2 x 5 min Inkubation in Xylol

wurden die Schnitte in DePex (Serva, Heidelberg, Deutschland) eingedeckelt.
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4.4 Enzymnachweis

4.4.1 Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP)

Die Entparaffinierung erfolgte Uber die Inkubation in Xylol (VWR) und in einer
absteigenden Alkoholreihe. Die Schnitte wurden fur 10 min in 0,1 M Acetatpuffer (pH
5,2) gespult und mit einer Farbeldsung aus 25 ml Na-Acetatpuffer pH 5,2 (35 mg
geldstem Naphthol-AS-TR-Phosphat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), 125 pl
N-N-Dimethylformamid (DMF, Sigma-Aldrich), 57,5 mg Na-Tartrat (di-Natriumtartrat-
Dihydrid, Merck) und 35 mg Echtrotsalz (Fast Red TR salt, Aldrich, Milwaukee, WI,
USA)) versetzt und anschliel3end fur 30 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach
erneutem Spilen in Aqua dest erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Die
Praparate wurden mit Kaisers Glyceringelatine (Merck) eingedeckelt und harteten tber
Nacht aus.

4.4.2 Alkalische Phosphatase

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte zur Anfarbung der alkalischen
Phosphatase mit dem gelosten Phosphatasesubstrat 5-Bromo-4Chloro-Indolyl-
Phosphat (BCIP) mit Nitro-Blau-Tetrazoliumsalz (NBT) (KPL, Gaithersburg, MD, USA)
bedeckt und fur 45 min in einer feuchten Kammer bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Nach zweimaligem Spulen mit Aqua dest erfolgte die Gegenfarbung mit Kernechtrot
(Roth) mit einer Inkubationszeit von 15 min. Eine Stabilisierung der Farbung wurde
durch ein 15 mindtiges Spulen der Objekttrager mit flieBendem Leitungswasser
erreicht. AnschlieBend erfolgte die Entwasserung der Schnitte in einer aufsteigenden

Alkoholreihe und Xylol (VWR) sowie das wasserfreie Eindecken mit DePex (Serva).

Alle histologischen Schnitte wurden lichtmikroskopisch mit dem Fotomikroskop
vergroRert (Axiophot-2, Zeiss, Jena, Deutschland) und mit einer dem vorderen
Lichtweg aufgesetzten Digitalkamera (Leica DC 500, Leica, Bensheim, Deutschland)
digital dokumentiert. Bei der Beurteilung wurden jeweils die Schnittebenen in den

Praparaten und die Lokalisation der Struktur im Gruppenvergleich betrachtet.

Das Einfligen einer mafistabsgerechten Skalierung wurde mit Adobe Photoshop CS5
(Adobe, San Jose, CA, USA) vorgenommen.
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4.5 Histomorphometrie

Eine quantitative Aussage Uber die Veranderung in der Knochenstruktur kann durch
die Methode der histomorphometrischen Bestimmung des Knochenanteils pro
Gesamtgewebeflache in den zweidimensionalen Knochenschnitten erfolgen
(Compston 1998). Durchgefiihrt wurde eine histomorphometrische Bestimmung der
Trabekelfliche in mm? pro markierter Gesamtflache in beiden Gruppen.

Die Vermessung der Trabekelstruktur erfolgt an HE-Schnitten des Femurs sowie des 2.
Lumbalwirbels (L2), die zuvor mit dem Fotomikroskop (Axiophot-2) bei 5-facher
VergroRerung bei einer Auflésung von 1300 x 1030 aufgenommen und mit Adobe
Photoshop CS5 wieder zu einem Gesamtbild zusammengeftigt wurden.

Mit der Vermessungssoftware Image-Pro Plus Software (Media Cybernetic, Maryland,
USA) wurde eine sogenannte ,Area of Interest® (AOI) vom Untersucher unter
Beachtung folgender Kriterien festgelegt. Ausgeschlossen aus der Markierung als AOI
wurden die Kortikalisanschnitte. Die AOI wurde zur spongidsen Seite der Kortikalis
gezogen und umschloss so nur den spongidsen Teil des Knochenanschnitts. Bei den
Femuranschnitten wurden jeweils der proximale und der distale Anschnitt vermessen.
AuBerdem wurde im Bereich der Epiphysenfuge nach individueller Beurteilung des
Praparates eine Linie zur Abgrenzung der AOI in der Ossifikationszone zwischen dem
reinen Geflechtknochenanteil und den sich bildenden Knochentrabekeln gezogen.

Zur Berechnung der Trabekelflache wurde diese im Programm farblich markiert.
AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil der Trabekelflache zur vorher durch die
AOI definierte Gesamtflache (in mm?) berechnet. Zum Ausschluss von Verféalschungen
der Messwerte durch farbliche Ubereinstimmungen von Knochenmark und
Trabekelstruktur wurde das Knochenmark zuvor mit Adobe Photoshop CS5 manuell

geweildt.
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Abb. 6 Festlegung ,Area of interest (AOI) im Wirbelkdrper L2 Paraffinschnitt bei 5-
facher Vergrof3erung, Maus aus der Kontrollgruppe. Die Flache innerhalb des grin
umrandeten Bereichs zeigt die Area of interest (AOI).
a) Kontrollgruppe mit definierter AOI als Gesamtflache
b) Kontrollgruppe mit definierter AOl und der farblichen Markierung der
Trabekelflache fur die Messung

Abb. 7 Festlegung ,Area of interest® (AOI) im proximalen Femur Paraffinschnitt bei 5-
facher VergroRerung, Maus aus der Kontrollgruppe. Die Flache innerhalb des griin
umrandeten Bereichs zeigt die Area of interest (AOI).
c) Proximaler Femur Kontrollgruppe mit definiertem AOI als Gesamtflache
d) Proximaler Femur Kontrollgruppe mit definiertem AOI und farblicher Markierung
der Trabekelflache fur die Messung
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Abb. 8 Festlegung ,Area of interest” (AOIl) im distalen Femur Paraffinschnitt bei 5-
facher VergrolRerung, Maus aus der Kontrollgruppe. Die Flache innerhalb des grin
umrandeten Bereichs zeigt die Area of interest (AOI).
a) Distaler Femur Kontrollgruppe mit definiertem AOI als Gesamtflache
b) Distaler Femur Kontrollgruppe mit definiertem AOI und farblicher Markierung
der Trabekelflache fir die Messung

Die Ergebnisse der Beziehung zwischen der Gesamtflache und der anteilig
gemessenen Trabekelflache wurden mithilfe der SPSS-Software unter Anwendung des
Mann-Whitney-Tests ausgewertet.
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4.6 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Um den Einfluss der high-fat diet der Tiere auf mMRNA-Ebene zu untersuchen, wurde
die Methode der RT-PCR gewahlt. Hierbei wird die mRNA isoliert, durch reverse
Transkription cDNA gewonnen und anschlie3end in die RT-PCR eingesetzt.

4.6.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Isolierung erfolgte mittels Trizol aus dem gesamten Humerus und dem
Wirbelkérper L3. Die in RNA-later® (Ambion Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) konservierten und bei -80°C bis zur Aufarbeitung gelagerten Proben wurden mit
einem Morser zerkleinert, wobei das Material standig mit flussigem Stickstoff gekuhlt
wurde. Dieses erleichterte das Zerkleinern der Knochenproben und verbesserte damit
die Qualitat der Ausbeute von RNA aus dem Probenmaterial. Zur Isolierung der RNA
wurde 1 ml Trizol (Trizol Reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in die Morserschale
mit dem zerkleinerten Knochenmaterial gegeben und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Knochenmehl wurde mit 200 ul Chloroform (Chloroform 99%, Sigma-
Aldrich, St.-Louis, MO, USA) pro ml Trizol versetzt, leicht geschiittelt und fiir 2-3 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Eine Phasentrennung der Probe wurde durch das
Zentrifugieren (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, Nierenstein, Deutschland) bei 12000 g,
4°C fur 15 min erreicht. Die helle obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald
Uberfiihrt und mit 0,5 ml Isopropanol (2-Propanol, Sigma-Aldrich) pro ml Trizol zur
RNA-Fallung versetzt. Kurzes Durchmischen der Probe und dann erneutes
Anzentrifugieren bei 12000 g, 4°C fur 10 min komplettierten den Schritt der RNA-
Fallung. Die RNA-Waschung des entstandenen Pellets am Cup-Boden erfolgte mit 1
ml 75% Ethanol, geldst in 0,1% Diethylpyrocarbonat-H,O (DEPC-H,O) pro ml
eingesetztem Trizol. Nach erneutem Anzentrifugieren 7500 g, 4°C fir 5 min und
Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 25 pl 0,1% DEPC-H,O geldst und bei
-80°C gelagert.

4.6.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Messung der RNA-Konzentration und ihrer Reinheit erfolgte mittels UV-
Spektrometer (Biochrom, Cambridge, England) bei einer Wellenlange von 260 nm
(Azs0). Das Photometer wurde zundchst mit 100 yul RNase freiem Wasser (Aqua ad
injectabilia, Braun, Melsungen, Deutschland) in der Einmalkivette (Brand, Wertheim,
Deutschland) geeicht. Zur Bestimmung der Konzentration wurden in die Einmalkivette

99 pl Aqua ad injectabilia vorgelegt und je 1 pl RNA der Probe hinzugegeben.
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Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgte durch das Geréat nach folgender

Formel:
RNA-Konzentration = 44 pg/ml X Aseo X Verdinnungsfaktor

Der Umrechnungsfaktor 44 pug/ml entspricht einer Konzentration bei einem
gemessenen Absorptionswert von 1 bei einer Wellenldnge von A,s. Bei einer
Verdinnung von 1:100, sprich 99 ul RNase freies Wasser/ Aqua ad injectabilia und 1 pl
RNA, war der Verdunnungsfaktor jeweils 100. Die Reinheit der RNA-Probe wurde
durch das Verhaltnis von Asso zu Asgg gemessen. Das Absorptionsmaxium von Asgg
misst die Verunreinigung der Probe mit Proteinen. Bei den untersuchten Proben lag die
Reinheit Uberwiegend im Bereich von 1,4 bis 1,6. In den nachfolgenden
Untersuchungen reichten diese Werte fur die cDNA-Sythese aus.

4.6.3 cDNA-Synthese

Die Herstellung der cDNA erfolgte mit der reversen Transkription der gesamten vorher
isolierten RNA aus dem Knochenmaterial. Hierzu wurde das QuantiteTect® Reverse

Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemaf Herstellerangaben verwendet.

Zur reversen Transkription wurde jeweils 1 pg isolierte RNA eingesetzt, die Probe mit 2
ul/ug DNA Wipeout Buffer (Kit Bestandteil) versetzt und mit RNase-freiem Wasser auf

ein Gesamtvolumen von 14 pul aufgefullt.

Nun erfolgte eine 2-minltige Inkubation bei 42°C zur Elimination der genomischen
DNA, die eine Kontamination der Proben darstellt und spater zur Verfalschung der
Werte bei der RT-PCR fiihren wirde. Fur den Schritt der reversen Transkription
wurden 1 pl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 ul Quantiscript RT Buffer und 1 pl
RT Primer Mix (alles Kit Bestandteile) hinzugegeben. Der Primer-Mix besteht aus einer
Mischung aus Olig(dT)- und Random-Primern. Nun erfolgte ein weiterer
Inkubationsschritt flir 30 min bei 42°C, der durch Erhitzen auf 95°C fir 3 min beendet
wurde und damit die Aktivitdt der reversen Transkriptase stoppte. Die gewonnene
cDNA wurde bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. Zur Uberpriifung der Elimination der
genomischen DNA mittels des ubiquitar exprimierten Referenzgenes B-Actin in einer
qualitativen RT-PCR wurde jeweils ein RT- Ansatz im gleichen Schritt mit erstellt,
bestehend aus 1 pl RNase freiem Wasser anstatt des Enzyms der reversen
Transkriptase. Alle Inkubationsschritte zur Generierung der cDNA wurden im

Thermocycler (TC 3000 Techne, Bibby Scientific, USA) vorgenommen.
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4.6.4 Qualitative RT-PCR zur Uberprufung der Elimination der
genomischen DNA

Die Uberprufung der Elimination der genomischen DNA wurde mit Hilfe einer
qualitativen RT-PCR unter Verwendung des ubiquitar exprimierten Referenzgenes [3-
Actin vorgenommen. Die RT-PCR wurde mit dem Amplitag Gold with GeneAmp Kit
(Roche Applied Biosystems, Mannheim, Deutschland) durchgefihrt. Der fir die RT-
PCR angesetzte Mastermix bestand aus 18,125 pul RNase-freiem Wasser (Aqua ad
injectabilia), 2 ul MgCl, (1 mM, Roche Applied Science), 2,5 ul PCR-Puffer Il (Roche
Applied Science), 0,625 ul dNTP-Mix (Applied Biosystems), 0,625 pl Primer (B-Actin:
forward+reverse, 20 uM, siehe Tab. 2) und 0,125 pl AmpliTag Gold Polymerase
(Roche Aplied Science). Diesem Gesamtvolumen von 24 pl an Mastermix wurden
jeweils 1 ul cDNA bzw. 1 pl der Negativkontrolle der reversen Transkription (RT-)

hinzugeflgt.

Die Denaturierung der DNA-Doppelstrange erfolgte bei 95°C fir 12 min. Danach
bestand das RT-PCR-Protokoll fir 40 Zyklen aus folgenden Schritten. Die neu
synthetisierte DNA wurde fir 20 sec auf 95°C erhitzt und denaturierte im nachsten
Zyklus erneut. Die Primeranlagerung (Annealing) erfolgte im nachsten Schritt bei 58°C
fir 20 sec. Der neue Strang wurde bei 72°C von der DNA-Polymerase AmpliTaqGold
zwischen dem forward und reversed Primer synthetisiert. Diese Schritte wurden in 40
Zyklen wiederholt. Am Ende erfolgte eine Replikationsphase von 7 min bei 72°C und
anschlieender Abkihlung der RT-PCR-Produkte auf 4°C. Alle Reaktionsschritte
fanden im Techne Thermocycler ( TC-3000 Techne) statt.

4.6.5 Gelelektrophorese

Zur Beurteilung der RT-PCR-Produkte wurde die DNA elektrophoretisch in einem Gel
aufgetrennt. Das Gel war ein 2% Agarosegel bestehend aus Agarose (Roth) und
Trisaminomethan (Tris-Base)-Acetat-Ethyldiamintetratessigsaure (EDTA) (TAE). Das
TAE setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 245 g Tris-Base (Sigma-
Aldrich), 57,1 ml Essigsaure (Merck), 100 ml 0,5 M EDTA (Invitrogen) und zweifach
destilliertes Wasser (H,O bidest).

Nach Aushértung des 2% Agarosegels erfolgte die Beladung der Geltaschen. Am
Rand wurde jeweils 8 pl des standardisierten 100 bp-Markers in die erste Tasche
pipettiert. Die Zusammensetzung des 100 bp-Markers war 4 pl PerfectSize (5Prime,
Hamburg, Deutschland) 100 bp XL Ladder-100 (5Prime), 12 pl DNA Gel Loading
Buffer (5Prime) und 104 pl H,O bidest. Nun wurden die weiteren Taschen mit 6 pl der
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RT-PCR-Produkte, die vorher mit 2 pul DNA Gel Loading Buffer (5Prime) zur
Sichtbarmachung des elektrophoretischen Auftrennvorgangs versetzt wurden, beladen.

Die Auftrennung der DNA erfolgte in einer mit TAE geflllten Kammer bei einer
Spannung von 110 mV fir ca. 45 min. Zur Farbung des Gels wurde eine Féarbelésung
aus 60 ml TAE und 6 pl SYBR-Green Loésung (SYBRGreen | nucleic acid gel stain,
Sigma-Aldrich) hergestellt, in der das Gel fur ca. 30 min inkubierte.

Zur Darstellung der DNA-Banden wurde anschlieBend das Gel unter UV-Licht in die
Geldokumentationskammer (UV Solo Manual, Biometra, Gottingen, Deutschland)
gelegt und das Bild mittels Drucker auf Thermopapier ausgedruckt bzw. als

elektronische Bilddatei gespeichert.

Uberprift wurde das Gelbild im Hinblick darauf, ob die ProduktgréRe (165 bp bei B-
Actin) der Hohe der entsprechend mitgelaufen Markerbande entsprach und ob bei der
Negativkontrolle (RT-) eine Bande sichtbar war. Dieses entsprache einer genomischen

DNA-Kontamination und wirde eine weitere Verwendung ausschlieRen.
4.6.6 Etablierung der real-time RT-PCR

Die Etablierung der real-time RT-PCR fand im Lightcycler (LightCycler® 2.0 Roche,
Roche Instrument Center AG, Rotkreuz, Schweiz) statt. Es wurden jeweils
Verdunnungsreihen aus vorher gepoolter cDNA der Proben erstellt. Fir jeden Primer
wurden in Doppelbestimmung folgende Ansatze erstellt: unverdinnte cDNA, 1:10
verdinnte cDNA, 1:100 verdinnte cDNA und als Negativkontrolle ein Ansatz mit Aqua
ad injectabilia anstelle der cDNA. Die Etablierung der PCR am Lightcycler wurde mit
dem Roche Reagenz (LightCycler®FastStart DNA Master”™* SYBR Green |, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) vorgenommen. Pro Probe wurden je 0,2 pl
forward und reverse Primer (je 20 uM), 2 pl Roche Reagenz (LightCycler®FastStart
DNA Master™ SYBR Green |, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) und
6,8 ul Aqua ad injectabilia verwandt und in die Glaskapillaren (LightCycler®Capillaries,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) pipettiert. Mit der Lightcyclersofware
(LightCycler Software Version 4.05, Idaho Technology Inc., USA) wurde das real-time
RT-PCR-Protokoll fir den jeweiligen Primer erstellt. Begonnen wurde mit einer
Denaturierungsphase der cDNA bei 95°C fur 10 min. Darauf folgten jeweils 40 Zyklen
mit erneuter Denaturierung der DNA-Doppelstrange bei 95°C fir 5 sec,
Primeranlagerung (Annealing) fir 5 sec bei 58°C (B-Actin, Osteocalcin (Bglap),
CathepsinK (CtsK) und bei 62°C Kollagen 1al (Col 1al) sowie eine Synthesephase

von 5 sec bei 72°C. Am Ende wurde jeweils eine Schmelzkurve erstellt, bei der das
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Gerat kontinuierlich die Abnahme der Fluoreszenz der Proben bei Erh6éhung der
Temperatur um 0,1°C pro sec ab einer Temperatur von 65°C bis 95°C misst. Zum
Schluss kihlte der Lightcycler die Proben auf 4°C herunter.

Ausgehend von den in den Verdiinnungsreihen ermittelten Werten wurde durch die
Lightcycler-Software jeweils die PCR-Effizienz fur die Primer ermittelt sowie die
Spezifitat der PCR durch die Schmelzpunktanalyse festgestellt. Die PCR-Effizienz fur
die einzelnen Primer betrug fur B-Actin 91,7%, Osteocalcin (Bglap) 92,6%, Cathepsin K
(CtsK) 93,4% und fur Kollagen 1al (Col 1al) 93,7%.
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4.6.7 Auflistung der Primer

Primer Sequenz Lange
bp
B-Actin 165
fwd.: TGT-TAC-CAA-CTG-GGA-CGA-CA
rev.: GGG-GTG-TTG-AAG-GTC-TCA-AA

Annealing-Temperatur: 58°C
Accession No: NM_007393.3

Osteocalcin (Bglap) 111
fwd.: TTC-TGC-TCA-CTC-TGC-TGA-CC
rev.: TAT-TGC-CCT-CCT-GCT-TGG-AC

Annealing-Temperatur: 58°C
Accession No: NM_007541.2

Cathepsin K (CtsK) 119
fwd.: GAG-GCG-GCT-ATA-TGA-CCA-CT
rev.: CTT-TGC-CGT-GGC-GTT-ATA-CA

Annealing-Temperatur: 58°C
Accession No: NM_007802.3

Kollagen 1a1 (Col 1a1) 144
fwd.: TGG-CAT-CCC-TGG-ACA-GCC-TG
rev.: ATG-GGG-CCA-GGC-ACG-GAA-AC

Annealing-Temperatur: 62°C
Accession No: NM_007742.3

Tab. 2 Primer fur qualitative RT-PCR und real-time RT-PCR

Die in Tabelle 2 dargestellten Primer sind RNA-Oligonukleotide, die komplementar zum
DNA-Strang binden. Von der Bindungsstelle aus startete die Synthese mit der Taq
DNA-Polymerase des neuen DNA-Strangs. Die Auswahl der Primer erfolgte basierend
auf veroffentlichten Gensequenzen der Gendatenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Mittels
des Programms (frodo.wi.mid.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) wurden die Primer
entworfen und mit dem Blast-Programm (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) tberpruft. Die
Primer wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert. Als Referenzgen wurde das

ubiquitar vorkommende Strukturprotein B-Actin gewabhilt.
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4.6.8 Real-time RT-PCR

Die erfolgreiche Abstimmung der Primer und PCR-Bedingung erlaubte nun die
Durchfihrung einer real-time mRNA-Analyse anhand der durch die reverse
Transkriptase gewonnenen cDNA. Die vorhandenen cDNA Proben sowie die
Negativkontrolle (RT-) wurden zur Vergrof3erung des vorhandenen Probenvolumens
mit 10 pl Aqua ad injectabilia (Braun) verdinnt. Von den RT+ Ansatzen wurden jeweils
Duplikate zur quantitativen Analyse verwendet, wohingegen die Negativkontrolle RT-
nur einfach angesetzt wurde. Weiterhin wurde ein Ansatz mit Aqua ad injectabilia
anstatt der cDNA als zuséatzliche Negativkontrolle durchgefinhrt.

Die Proben wurden nach dem entsprechend etablierten RT-PCR-Protokoll bearbeitet
und die Daten mittels der Lightcyclersoftware erfasst und abgespeichert. Eine
Ermittlung der Ct-Werte jeder Probe und die Analyse der Schmelzkurve erfolgten durch
die Software nach jedem Lauf. Weiterhin wurden die Negativkontrollen durch die
Schmelzkurvenauswertung auf eine DNA-Kontamination kontrolliert, um eine

Verfalschung der Ct-Werte in den zu untersuchenden Proben auszuschlief3en.

Aus den durchgefihrten Duplikaten wurde der Mittelwert gebildet und zur
Quantifizierung der mRNA-Expression der Zielgene die (delta) Ct-Methode verwandt
(Pfaffl 2001). Von dem dokumentierten Ct-Wert der Zielgene der Probe wurde der
entsprechende Ct-Wert des Referenzgens subtrahiert. Dadurch wurde der ACt-Wert

als vergleichende GroRRe zwischen den Tieren ermittelt.

Fur ein Tier der Versuchsgruppe konnte aus dem Wirbel L2 nicht geniigend RNA fir
die reverse Transkription gewonnen werden. Die Probe wurde daher nicht mit in die
Auswertung einbezogen. Von der real-time RT-PCR im Bereich der Wirbelkérper L2
werden daher nur Daten von jeweils 6 Tieren aus den beiden Gruppen miteinander

verglichen.

4.7 Immunhistochemie

Kollagen 1al wurde auf Proteinebene mittels Immunhistochemie untersucht. Hierflr
wurden die Paraffinschnitte fir 2 x 5 min in Xylol (VWR) entparaffiniert und dann in
technischem Aceton (Sigma-Aldrich) und einem Aceton+Waschpuffer Gemisch (1+1)
fur 10 min hydriert. In dem Waschpuffer, ein Tris-NaCL-Puffer (pH 7,4) mit 0,025%
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Triton-X-100 (TBS) (Merck), wurden die Praparate fir 5 min inkubiert. Der Tris-NaCl
Puffer enthalt 60,57 g TrisBase (Trizma®Base, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO,
USA) und 87,66 g NaCL (Merck) sowie 250 ul Triton-X-100 (Merck). Die Reagenzien
werden in 1000 ml destilliertem Wasser geldst und auf einen pH von 7,4 eingestellt.
Nach zweimaligem Waschen erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidase mit
3% Wasserstoffperoxid (H,O,) in Waschpuffer.

Nach erneutem zweimaligen Waschen der Prdparate im Waschpuffer wurden die
Schnitte mit dem primaren Antikorper Kollagen 1 (Biomex, Heidelberg, Deutschland)
mit einer Verdinnung von 1:500 in Verdunnungspuffer (Dako, North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA) Uber Nacht (ca. 16 h) bei 4°C in einer feuchten Kammer
inkubiert.

Nach zwei erneuten Waschschritten in Tris-NaCl-Puffer erfolgte eine 30 minutige
Inkubation mit dem biotinylierten Sekundéarantikrper goat-anti-rabbit (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) mit einer 1:500 Verdiinnung in 1% bovinem
Serumalbumin mit 1:8 Teilen Ziegenserum. Weitere zwei Waschschritte erfolgten bevor
eine 30 minttigen Inkubation mit dem Streptavadin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vector
Laboratories Inc.) durchgefihrt wurde. Die Verwendung des Nova-Red-Substrat Kit
(Vector Laboratories Inc.) fur Peroxidase mit einer Inkubationszeit der Schnitte fir 5
min bei Raumtemperatur ermdglichte die Sichtbarmachung des Streptavidin-Biotin-
Peroxidase Komplexes. Eine Gegenfarbung der Kerne erfolgte mit Hamatoxylin
(Shandon Inc.). Pro Objekttrager wurde nur ein Praparatanschnitt angefarbt. Der
zweite Schnitt wurde anstelle des Primarantikérpers nur mit dem Verdinnungspuffer
als Negativkontrolle inkubiert. Am Schluss wurden die Paraffinschnitte Uber eine

aufsteigende Alkoholreihe entwassert und dann mit DePex eingedeckt.

Die Dokumentation der Lichtmikroskopie und das Einfligen der exakten Skalierung in
die Bilder erfolgten nach demselben Muster wie bei oben beschriebenen histologischen
Verfahren (Kap. 4.4).

4.8 Transmissionselektronenmikroskopie

Um eine genauere Aussage Uber die Feinstruktur der Knochentrabekel zu erhalten und
um die aus den vorherigen Untersuchungen festgestellten Gruppenunterschiede weiter

zu verifizieren, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt.

30



Material und Methoden

Beurteilt wurden in der elektronenmikroskopischen Auswertung Ausschnitte der

Trabekelstruktur vom Wirbelkorper L4.

Die Einbettung der Wirbelkérper L4 erfolgte in Epon (Serva, Heidelberg, Deutschland).
Die vorher in Yellow-Fix (2% PFA in 0,01 M Na-Phosphatpuffer pH 7,2-7,4 mit 2%
Glutardialdehyd und 0,02% Pikrinsaure) fixierten Wirbelkorper wurden nach
grundlichem Waschen fur 2 h mit 1%iger Osmiumtetroxidlosung (Fluka Chemie AG,
Buchs, Schweiz) in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,2-7,4) versetzt, im 0,1 M
Cacodylatpuffer gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Nun
erfolgte die Einbettung in Epon tber ein 3 maliges Waschen der Proben in Xylol (VWR)
fir 30 min mit dann beginnender Inkubation der Proben in einem Xylol/Epon Gemisch
in einem aufsteigenden Mischungsverhdltnis bis zu reinem Epon (Serva) Uber einen
Zeitraum von 6 Tagen. Uber Nacht wurden die Proben in einem Exikator einem

Unterdruck von -600 mbar ausgesetzt.

Es folgte die Erstellung von Semidiinnschnitten mit dem Ultramikrotom (Reichert-
Ultracut, Leica, Wetzlar, Deutschland) in einer Dicke von 0,5-1 um, die mit Toluidinblau
und Safranin-O angefarbt wurden. Auf diesen Semidunnschnitten wurden
lichtmikroskopisch zu untersuchende Bereiche identifiziert, von denen jeweils
Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 60-80 nm hergestellt, auf Kupfernetze
aufgezogen und mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert wurden. Die
Ultradiinnschnitte wurden im Transmissionselektronenmikroskop (LEO EM 912, LEO
Electron Microscopy Ltd, Cambridge, England) untersucht und mit einem digitalen
Kameraaufsatz (Slow-Scan CCD-Camera for TEM, Olympus, Munster, Deutschland)

fotografisch dokumentiert.

4.9 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Messung der Knochenmineraldichte, Histomorphometrie
und real-time RT-PCR wurde mit der statistischen Analysesoftware SPSS (SPSS)
unter Verwendung des parameterfreien Mann-Whitney-Tests ausgewertet. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in einem Boxplot, der jeweils den
Bereich angibt, in dem die mittleren 50% der Daten liegen. Dies bedeutet eine
Darstellung der Ergebnisse zwischen dem 1. Quartil (25%) und dem oberen/4. Quartil

(75%) als oberer Grenze. Die angegebenen Whiskers zeigen die Spannweite der
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Daten zwischen dem kleinsten und dem gré3ten Wert an, wobei extreme Werte
(»Ausreil3er®) nicht bertcksichtigt wurden und mit einem Punkt gekennzeichnet sind.
Als ,Ausreil’er® wurden Abweichungen festgelegt, die gréfer als das 1,5 fache des

Interquartilintervalls vom Median waren.

Die Festlegung des Signifikanzniveaus erfolgte bei p < 0,05, mit einem Sternchen (*)
gekennzeichnet. Werte von p < 0,01 wurden als hochsignifikant definiert und mit zwei
Sternchen (**) gekennzeichnet. Werte zwischen 0,05 < p > 0,06 wurden als

Kennzeichen einer Tendenz angesehen.

Die unterschiedliche Anzahl von Tieren in der Auswertung der Histomorphometrie der
Femur-Analyse und der Auswertung des L2 Wirbels kommt durch das Fehlen eines
Femurschnittes in der Versuchsgruppe zustande. Ein Femuranschnitt eines Tieres der
Versuchsgruppe fehlt in der gesamten Versuchsreihe fir die histologische Betrachtung
sowie in der Histomorphometrie und konnte deshalb in der Auswertung nicht
berlcksichtigt werden.
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5 Ergebnisse
5.1 Dual-X-Ray Absorptiometry (DXA-Messung)

Die DXA-Messung ermdglichte die Darstellung der Knochenmineraldichte (BMD) in
den verschiedenen Messbereichen des Mauseskeletts. Wie im Methodenteil
beschrieben erfolgten Messungen in den Bereichen Tibia links, Tibia rechts,
Wirbelséaule und dem gesamten Skelett.

Im Messbereich der Wirbelsaule konnte eine tendenzielle Zunahme der
Knochenmineraldichte der fetternahrten Tiere (n = 7) im Vergleich zu den Kontrolltieren
(n = 6) festgestellt werden (p = 0,051). Im Bereich der Wirbelsdule wurde in der
fetternahrten Gruppe im Mittel eine héhere BMD 0,0643 g/cm?® (+ 0,0041) verglichen
zur Kontrollgruppe mit 0,06 g/cm2 (+ 0,0033) gemessen, wenn auch der Unterschied
nicht statistisch signifikant war (p = 0,051) (siehe Tab. 3).

In den anderen Messbereichen wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Knochenmineraldichte zwischen normal- und fetternahrten Tieren festgestellt (Tibia
links p = 0,731, Tibia rechts p = 0,945 und ganzer Koérper p = 0,366) (Abb. 9). Im
Messbereich  Tibia links wurde fir die Kontrollgruppen eine mittlere
Knochenmineraldichte von 0,0547 g/cm? (+ 0,0162) und fiir die fetterndhrte Gruppe
eine mittlere Knochenmineraldichte von 0,0576 g/cm? (+ 0,0117) ermittelt (p = 0,731).
Im Bereich der Tibia rechts war bei der Betrachtung der Mittelwerte Kkein
Gruppenunterscheid festzustellen. Der Mittelwert fir die Knochenmineraldichte in der
Kontrollgruppe betrug 0,0537 g/cm? (+ 0,013) und fiir die fetterndhrte Gruppe ebenfalls
0,0537 g/cm? (+ 0,0167) (p = 0,945).

Fur den Messbereich ,ganzer Korper” konnten folgende Werte fiir die Gruppen ermittelt
werden. Die mittlere Knochenmineraldicht in der Kontrollgruppe betrug 0,073 g/cm? (z
0,0036) und in der Versuchsgruppe 0,0713 g/cm? (+ 0,0033). In der statistischen
Auswertung der DXA-Messung konnten keine signifikanten BMD-Unterschiede

zwischen den normalerndhrten und fetternéhrten Tieren festgestellt werden.
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Abb. 9 DXA-Messung
Boxplot der einzelnen Messbereiche mit Angabe des Signifikanzniveaus.

Blau = Kontrollgruppe (K), Rot = fetternahrte Versuchsgruppe (Fett)
Die im Boxplot dargestellten Ergebnisse geben den Bereich an, in dem die mittleren 50
% der Daten liegen. Der Median der Gruppe wird durch den schwarzen Querstrich
abgebildet. Dies bedeutet eine Darstellung der Ergebnisse zwischen dem 1. Quartil
(25%) und dem oberen/4. Quartil (75%) als oberer Grenze. Die Spannweite der Daten
zwischen dem kleinsten und dem grofl3tem Wert wird durch die anggebenen Whiskers
gekennzeichnet. Der rote Punkt markiert einen ,Ausreilerwert®, der mehr als das 1,5
fache des Interquatrtilintervalls vom Median abweicht.

Knochenmineraldichte (BMD) in g/cm?

Messbereich: | Messbereich: | Messbereich: | Messbereich:
Gruppe Tibia links Tibiarechts |Wirbelsaule |Ganzer Kérper
Kontrolle 0,046 0,034 0,06 0,074
Kontrolle 0,04 0,048 0,064 0,078
Kontrolle 0,041 0,048 0,064 0,073
Kontrolle 0,079 0,069 0,057 0,075
Kontrolle 0,052 0,057 0,058 0,068
Kontrolle 0,07 0,066 0,057 0,07
Mittelwert 0,0547 0,0537 0,06 0,073
Standardabweichung +0,0162 +0,0130 + 0,0033 + 0,0036
Fett 0,048 0,039 0,068 0,069
Fett 0,041 0,039 0,061 0,069
Fett 0,047 0,072 0,06 0,07
Fett 0,066 0,075 0,064 0,07
Fett 0,067 0,056 0,061 0,07
Fett 0,066 0,061 0,065 0,078
Fett 0,068 0,034 0,071 0,073
Mittelwert 0,0576 0,0537 0,0643 0,0713
Standardabweichung +0,0117 +0,0167 +0,0041 + 0,0033

Tab. 3 Tabellarische Auflistung der Knochenmineraldichte (BMD) in g/cm? fir die
beiden Gruppen, geordnet nach den jeweiligen Messbereichen.
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5.2 Histologie

Die Ergebnisse der histologischen Auswertung wurden jeweils gruppenspezifisch
(Versuchsgruppe = 7 Tiere, Kontrollgruppe = 6 Tiere) und den einzelnen Farbungen
zugeordnet ermittelt. Wie im Methodenteil beschrieben, fehlt ein Femuranschnitt aus
der Versuchsgruppe aufgrund eines Praparationsfehlers bei der Entnahme in den
gesamten histologischen Verfahren. Daher werden hier nur Anschnitte von 6 Tieren
der Versuchsgruppe ausgewertet, was der Anzahl der Kontrollgruppe entspricht.

Nachfolgend werden jeweils Anschnitte des Femurs proximal und distal und des
Wirbelkorpers L2 gezeigt. Jeder Darstellung wird eine Ubersichtsaufnahme
vorangestellt. Sie dient zur Orientierung und Einordnung der bei hoheren
VergroBerungen dokumentierten Ausschnittsaufnahmen. Anschlie3end erfolgt die

Darstellung von Besonderheiten in einzelnen Anschnitten.

Die histologische Auswertung beinhaltet die lichtmikroskopische Betrachtung der
Gewebestruktur, wobei der Fokus der Untersuchungen vor allem auf den
Trabekelverlauf gelegt wurde.

In den histologischen Schnitten konnten folgende Farbeergebnisse an den Strukturen

beobachtet werden.

HE-Farbung: Das Hamalaun (positiv geladener Kernfarbstoff) lagert sich an die
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA an, so dass die Zellkerne blau angefarbt
werden. Es kénnen aber auch weitere saure Substanzen wie Bakterien und Knorpel,
oder Kalk blau erscheinen. Das Eosin (Tetrabrom-Fluorescein-Natrium) farbt die
basischen Strukturen Zytoplasma und extrazytoplasmatische Strukturen, wie z.B. das

Kollagen und proteinhaltige Lésungen, rot an (Welsch et al. 2010).

TRAP-Enzymhistochemie: Der Nachweis der sauren Phosphatase in Zellen erfolgt
durch granulare Rotfarbung. Die Rotfarbung dient zur ldentifikation von Tatrat
resistenten Zellen. Bei einer mehrkernigen Struktur kénnen hierdurch Osteoklasten,
Chondroklasten oder mehrkernige Makrophagen in den Knochenanschnitten
identifiziert werden. Aber auch einkernige Makrophagen weisen eine granulare

Rotfarbung auf.

Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie: Der Nachweis der alkalischen
Phosphatase erfolgt durch Blaufarbung. Osteoblasten sind im Praparat vom blauen
Saum der alkalischen Phosphatase umgeben. Der Zellkern ist durch die Gegenfarbung

mit Kernechtrot rot zu identifizieren.
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5.2.1 HE-Féarbung

Femur

Bei der histologischen Auswertung der Femuranschnitte wurden jeweils ein proximaler
und distaler Schnitt ausgewertet. Die Femuranschnitte zeigen die Epiphysenregion
entweder mit dem proximalen oder dem distalen Femurende mit entsprechender

Gelenkflache.

Unterschiede konnten zwischen den beiden Gruppen lichtmikroskopisch anhand der
Trabekelstruktur und des Verlaufs der Lamellen in den Trabekeln festgestellt werden.
In der Kontrollgruppe lag in den Trabekeln eine klare Lamellenstruktur mit sGumenden
Osteoblasten vor (Abb. 10). Auf3erdem waren die Trabekel in der Kontrollgruppe im
Préparateanschnitt breiter und wiesen in ihrer Form einen geschwungenen Verlauf mit
abgerundeten Schnittflachen auf. Im Gesamtbild ergab dies den Eindruck einer
gleichmafRiigen, geordneten physiologischen Struktur des Knochens (Abb. 10).

Die Trabekelstruktur der Versuchsgruppe war im Vergleich zur Kontrollgruppe in der
lichtmikroskopischen Darstellung schmaler organisiert und zeigte eine fragile Struktur.
Abzugrenzen war die Versuchsgruppe von der Kontrollgruppe auch dadurch, dass sich
hier die Lamellen der Trabekel haufiger voneinander ablosten und sich zum Teil in
lockerer Struktur im Préparat befanden (Abb. 11, Abb. 13). Bei einigen Trabekeln war
der Geflechtknochenanteil erhéht (Abb. 11 ¢, d). Insgesamt konnte in den Anschnitten
der Versuchsgruppe keine Veranderungen in der Zahl der Trabekel in der Spongiosa
beobachtet werden. Lediglich der Verlauf und die Auspragung der einzelnen Trabekel

waren unterschiedlich.

Die in der Kontrollgruppe als physiologisch beschriebene Anordnung der Osteozyten
mit ihrer Verankerung in Richtung des Lamellenverlaufs war in der Versuchsgruppe
geringer ausgepragt. Die Osteozyten lagen teilweise frei zwischen den sich
voneinander l6senden Lamellen und erschienen damit im Vergleich zur Kontrollgruppe
aus der Struktur herausgeltst. Diese Beobachtung konnte in nahezu allen Anschnitten
des Femurs der Versuchsgruppe nachvollzogen werden. In der Kontrollgruppe waren
hingegen deutlich weniger Freirdume zwischen den Lamellen.

Im Bereich der Kortikalis konnten keine Verdnderungen in der Gewebestruktur
festgestellt werden. Ein Gruppenunterschied in der Breite der Anschnittsflachen in den
Praparaten als Hinweis auf belastungsabhangige oder durch die Fetterndhrung

bedingte Veranderungen konnte nicht nachgewiesen werden.
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Beobachtungen auf Zellebene

Bei starkerer VergroRerung wurde die Morphologie der Zellen des
Knochenstoffwechsels betrachtet. Entlang der Trabekeloberflaiche wurden runde
Zellkerne der Osteoblasten, die maf3geblich fir die Knochensynthese verantwortlich
sind, identifiziert (Abb. 10 d). Inaktive Osteoblasten, sogenannte endostale Saumzellen
(,osteo-lining cells®), bedeckten kontinuierlich die Trabekeloberflache (Abb. 10 e). Im
Trabekelknochen zeigten sich in Ausrichtung der Lamellen vitale Osteozyten (Abb. 10
b, Abb. 12 b), die sich weder in ihrer geschatzten Anzahl noch in der Auspragung des
perizellularen Raumes von der Versuchsgruppe unterscheiden.

Osteoklasten als knochenresorbierende Zellen liegen in Erosionslakunen an der
Trabekeloberflache vor. In der Kortikalis entstehen im Zuge des Remodelings
Erosionstunnel, die spater durch neu synthetisierte Knochenmatrix von Osteoblasten
wieder aufgefillt werden.

Fur die knochenaufbauenden Zellen konnte kein Indiz fir einen erkennbaren
Unterschied in Anzahl sowie in Veranderungen von Gréf3e und Aussehen zwischen
den Versuchsgruppen gefunden werden.

Eine vermehrte Aktivitat als Hinweis auf das Uberwiegen eines akut ablaufenden
Knochen-aufbauenden bzw. Knochen-abbauenden Prozesses konnte nicht gefunden

werden.

Auch in der Versuchsgruppe ist der Trabekel von - in der Form unverandert
aussehenden - endostalen Saumzellen (,osteo-lining cells“) umgeben. Die endostalen
Saumzellen bedecken in gleichmafligem Abstand die Trabekeloberflache. An einigen
Stellen der Trabekeloberflache sind kuboidférmige Zellkerne der Osteoblasten zu
erkennen.

Auch die Osteozyten gleichen in Form und Aussehen denen der Kontrollgruppe. Ein
Unterschied liegt bei der Anordnung der Osteozyten im Verlauf der Lamellen vor. In der
Versuchsgruppe ist die Ordnung der Osteozyten in Richtung des Lamellenverlaufes
aufgehoben (Abb. 13 b, ¢).

Bei der Beurteilung des Knochenmarks fiel zwischen beiden Gruppen kein Unterschied
auf. Eine Verfettung des Knochenmarks durch vermehrte Adipozyten in der
Versuchsgruppe konnte nicht festgestellt werden. Auch eine Veranderung der
Hamatopoese, Granulozytopoese und Monozytopoese konnte nicht festgestellt
werden. In einem Praparat waren Auffalligkeiten im Hinblick auf eine vermehrte Anzahl
der Megakaryozyten vorhanden (Abb. 13 b). Dieser Befund konnte aber nicht fur alle

Femuranschnitte der Versuchsgruppe belegt werden.
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Abb. 10 HE-Farbung, proximaler Femur, Kontrollgruppe

a)
b)
c)

d)

Ubersichtsaufnahme des proximalen Femurs der Kontrollgruppe mit den
knorpeligen Anteilen der Wachstumsfuge () (MaR3stab 500 pm).

Anschnitt des spongitsen Bereiches des proximalen Femurs mit Begrenzung
durch die auRenliegende Kortikalis (Kor) (MaR3stab 500 pm).

Gruppentypische Struktur eines Trabekels (Tr) mit enganliegenden Lamellen
(V) und einem geschwungenen Verlauf (Maf3stab 50 um).

Osteozyt (§) in Lamelle eingemauert. An der Spitze des Trabekels erkennbare
Anlagerung eines Osteoblasten (), seitlich zeigt sich eine endostale Saumzelle
(V) (MaRstab 20 um).

Trabekelanschnitt (Tr) mit an der Oberflache liegenden endostalen Saumzellen
(}) (MaRkstab 20 pum).
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Abb. 11 HE-Farbung, proximaler Femur, Versuchsgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (Maf3stab 500 pum).

b) AusschnittsvergréRerung der Spongiosa (MafR3stab 500 pm).

c) Trabekelstruktur mit hohem Anteil an Geflechtknochen (Maf3stab 50 um).

d) VergroRerte Darstellung des Geflechtknochens im Trabekel mit nicht
geordneten Osteozyten (|) in der Knochenmatrix (MaRRstab 20 um).
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Abb. 12 HE-Farbung, distaler Femur, Kontrollgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) Trabekelanschnitt (Tr) mit in der Knochenmatrix eingebauten Osteozyten (V).
An der Trabekeloberflache sind Zellkerne endostaler Saumzellen zu erkennen
() (MaBstab 50 pm).

c) Trabekel mit einer geordneten Lamellenstruktur (Maf3stab 50 pum).

d) Umbauprozess am Trabekel (Tr) mit Anlagerung von Osteoblasten (|)
(MafR3stab 20 pum).
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Abb. 13 HE-Farbung, distaler Femur, Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (Maf3stab 500 pm).

b) Darstellung der fir die fetternahrte Gruppe typischen Trabekelstruktur mit sich
voneinander |osenden Lamellen (V). Im Knochenmark sind vermehrt
Megakaryozyten (|) zu erkennen (Maf3stab 100 pm).

€) Auch in diesem Ausschnitt ist die voneinander geloste Lamellenstruktur im
Trabekel zu erkennen (V). Die Osteozyten (|) sind aus der Lamellenstruktur
herausgeldst (MaRRstab 50 um).
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\a‘— — - .

Abb. 14 HE-Farbung, direkter Vergleich der Trabekelstruktur beider Gruppen
a) Kontrollgruppe: Trabekelstruktur mit relativ  breitem  Trabekel und
gruppenspezifischem Lamellenverlauf (Maf3stab 50 um).
b) Versuchsgruppe: Trabekelstruktur mit voneinander geldsten Lamellen (Maf3stab
50 pm).

Wirbelkdrper L2

Bei den Wirbelkorperschnitten handelt es sich zumeist um L&ngsschnitte durch den
Wirbelkérper, an die jeweils an beiden Seiten die Deckplatten mit hyalinem Knorpel
grenzen. Die spongidsen Knochenanteile mit den Trabekelknochen im Inneren des
Wirbelkérpers werden von kompaktem Knochengewebe als Randbegrenzung
umgeben. Im Wirbelkérper Uberwiegt der Anteil des spongiésen Knochens im
Vergleich zum kompakten Knochen und steht somit im Kontrast zu der Struktur der

langen Rohrenknochen.

Die  Wirbelkorperschnitte  zeigten  gleiche  Tendenzen  hinsichtlich  der
Knochenstruktureigenschaften mit einer Verringerung der Lamellenstruktur im
Trabekelverlauf und einer Veranderung in der Anordnung von Osteozyten, wie sie auch

bei der Auswertung des Femurs beobachtet werden konnten.

Die Trabekel in der Kontrollgruppe waren mit glatten und damit dem physiologischen
Bild entsprechend verlaufenden Lamellen durchzogen. Insgesamt konnte bei den
meisten Praparaten eine organisierte Struktur beobachtet werden, obwohl teilweise
durch die Fixation bedingte Uberlappungen durch herausgelostes Knochenmark oder
abgeldste Anschnittsflachen und Briuche vorlagen. Die Trabekel waren in ihrem Verlauf
glatt begrenzt mit abgerundeten Anschnittsflachen an ihren Enden (Abb. 15 b).
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Abb. 15 HE-Farbung, Wirbelkérper L2, Kontrollgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).
b) AusschnittsvergréfRerung der Trabekelstruktur (MalRstab 100 um).
c) Trabekeloberflache mit endostalen Saumzellen (|), kompakte Lamellenstruktur
mit eingemauerten Osteozyten (V) (Mal3stab 20 um).
d) Anschnittsflache eines Trabekels mit an der Oberflache aufliegenden
endostalen Saumzellen (]) (Maf3stab 20 pm).

Auffallend war in den meisten Anschnitten der Kontrollgruppe ein stark ausgepréagtes
Trabekelnetzwerk. Das im Anschnitt beurteilbare Trabekelnetzwerk wies eine recht
grobe Strukturierung des spongidsen Anteils auf (Abb. 15 a).

In der Kontrollgruppe zeigte sich auf Zellebene eine gut strukturierte Zellanordnung im
Trabekel. Aufliegend an der Trabekeloberflache konnten endostale Saumzellen, die
einen schmalen, langgestreckten Zellkern aufweisen, identifiziert werden. Sie umhillen
die Trabekeloberflache vollstandig (Abb. 15 ¢ d). Eingemauert im Osteoid der Trabekel
befinden sich Osteozyten mit zu den Lamellen parallel ausgerichteten Zellkernen (Abb.
15 ¢).

43



Ergebnisse

Abb. 16 HE-Farbung, Wirbelkérper L2, Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) VergroRerung eines Knochenmarkausschnitts mit zwei mehrkernigen Zellen ()
(Maf3stab 20 pm).

c) Darstellung der Trabekelstruktur in der Versuchsgruppe mit einer starken
Separation der Lamellen (Maf3stab 100 pum).

d) VergroBerung eines  Trabekelausschnittes mit  einer  aufgelosten
Trabekelstruktur (V). An der Oberflache des Trabekels liegen endostale
Saumzellen () an (Maf3stab 20 pum).

Die Trabekel in der Versuchsgruppe waren in ihren Anschnittsflachen im Vergleich
schmaler und liefen zu den Enden hin eher spitz zu (Abb. 16).

Bestatigt wurde bei der Betrachtung der Wirbelkorperschnitte der Eindruck aus den
Femuruntersuchungen hinsichtlich der Lamellenordnung der Trabekel mit in den
Zwischenrdaumen frei liegenden Osteozyten (Abb. 16 c). Die Auspragung, mit der diese
Lamellenveranderung auftrat, konnte aber nicht in allen Anschnitten eindeutig bestéatigt
werden. Zusammenfassend war der Unterschied in der Lamellenstruktur der

Wirbelkdrper nicht so eindeutig wie bei den Femuranschnitten zu erkennen.
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5.2.2 TRAP-Enzymhistochemie

Zur Identifikation der Osteoklasten im Préaparatanschnitt und zur Klarung der Frage, ob
in der Versuchsgruppe durch die Fetternéhrung eine erhdhte Osteoklastenanzahl zur
Veranderung der Trabekelstruktur beigetragen hat, wurde eine TRAP-
Enzymhistochemie mit einer Hamatoxylin-Gegenfarbung durchgefuhrt. Die
Osteoklasten und ihre Auslaufer farben sich rotlich an, die Zellkerne sind blaulich
gefarbt.

Bei den Kontrolltieren mit einer Standarddiat und den Versuchstieren mit einer
Fetterndhrung dber 23 Wochen konnten im Trabekelbereich nur sehr wenige
Osteoklasten beobachtet werden. Diese konnten sowohl in Préparatschnitten vom
Femur als auch vom Wirbelkorper festgestellt werden. In den Femurpréparaten waren
Osteoklasten vor allem im Bereich der Wachstumsfugen im proximalem Femur
vorhanden (Abb. 17 und Abb. 18). Auch im Bereich des distalen Femurs konnten nur
vereinzelte Osteoklasten in ihren Erosionslakunen identifiziert werden (Abb. 19 und
Abb. 20). Insgesamt waren im Bereich der Spongiosa der Femurpraparatanschnitte nur
sehr wenige Osteoklasten an der Trabekeloberflache erkennbar. Eine Veranderung in
der Anzahl der Osteoklasten konnte zwischen Kontrolltieren und fetternahrten Tieren

nicht festgestellt werden.

In den Wirbelkodrperanschnitten (Abb. 21 und Abb. 22) war in den meisten Préparaten
im Trabekelbereich nur eine Anfarbung von Teilen der Osteoklasten feststellbar. Ein
gehauftes Auftreten von multinukledren Osteoklasten an der Trabekeloberflache
konnte nicht nachgewiesen werden. Vor allem im Ubergang zwischen dem
Knorpelgewebe und dem mineralisierten Knochengewebe an Grund- und Deckplatte
konnten Osteoklasten identifiziert werden. Eine Haufung bzw. Abnahme in der Anzahl

wurde im Gruppenvergleich nicht festgestellt.

In der TRAP-Enzymhistochemie konnte in der fetterndhrten Versuchsgruppe keine
Veranderung in der Osteoklastenanzahl oder im Aussehen der Osteoklasten

festgestellt werden.
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Abb. 17 TRAP Enzymhistochemie, proximaler Femur, Kontrollgruppe

a)
b)

c)
d)

e)

Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 um).

VergréRerungsaufnahme im Bereich der Wachstumsfuge mit vielen rotlich
gefarbten Anschnitten von Osteoklasten (Maf3stab 100 pum).

Darstellung multinuklearer Osteoklasten (]) (MaRstab 20 um).

VergroBerung im Bereich der Spongiosa mit nur geringem Anteil an
Osteoklasten (MaRRstab 100 pum).

Anschnitt eines Osteoklasten (|) an der Trabekelspitze (MalRstab 20 um).
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Abb. 18 TRAP Enzymhistochemie, proximaler Femur, Versuchsgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).
b) Bereich der Wachstumsfuge (MalR3stab 200 um).
c) Mehrere Osteoklasten (|) an der Trabekeloberflache (Tr) im Bereich der
Wachstumsfuge (Mal3stab 20 um).
d) VergréRerungsaufnahme im Bereich der Spongiosa (MaR3stab 200 pum).
e) Trabekel (Tr) mit anliegenden Osteoklasten (Maf3stab 20 um).
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Abb. 19 TRAP Enzymhistochemie, distaler Femur, Kontrollgruppe
a) Ubersichtsaufnahme des Praparateanschnitts (MaRstab 500 um).
b) VergroRerung mit vereinzelt rot gefarbten Anschnitten von Osteoklasten in der
Spongiosa (Mafl3stab 200 pm).
c) Osteoklasten (]) an der Trabekeloberflache (Tr) (MaRRstab 20 um).
d) Osteoklasten (|) mit Resorptionslakune an der Trabekeloberflache (Tr)
(Maf3stab 20 um).
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Abb. 20 TRAP Enzymhistochemie, distaler Femur, Versuchsgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).
b) VergroRRerung des Ausschnitts mit Trabekelstruktur (MaRstab 200 pm).
c) Darstellung von Osteoklasten (]) an der Trabekeloberflache (Tr)
(MalRstab 20 pum).
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Abb. 21 TRAP Enzymhistochemie, Wirbelkdrper L2, Kontrollgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) Aufnahme in der Knorpel-Knochen-Ubergangszone; im unmittelbaren Kontakt
mit der Wachstumsfuge befinden sich Bereiche mit deutlicher Farbereaktion der
sauren Phosphatase (Maf3stab 200 pm).

c) VergréRerung der Trabekelstruktur mit rétlich gefarbter saurer Phosphatase
(Mal3stab 100 um).

d) Darstellung von Osteoklasten (]) an der Oberflache des Trabekels (Tr)
(Maf3stab 20 um).
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Abb. 22 TRAP Enzymhistochemie, Wirbelkdrper L2, Versuchsgruppe
a) Ubersichtsaufnahme Wirbelkorper L2 der Versuchsgruppe (MafR3stab 500 pum).
b) Angefarbter Chondroklast am Knorpel - Knochenubergang (Maf3stab 20 pm).
c) VergroRerung der Trabekelstruktur (Maf3stab 50 um).
d) Osteoklast (|) an der Trabekeloberflache (MaRstab 20 um).
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5.2.3 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie

Zur Beurteilung der Auswirkung der Fetterndhrung auf die Knochenformation wurde
eine enzymhistochemische Farbung der alkalischen Phosphatase in Femur- und
Wirbelkdrperanschnitten vorgenommen. Die alkalische Phosphatase ist ein Leitenzym
der Osteoblasten. In der Farbung wird die alkalische Phosphatase blau angefarbt und
bildet einen Saum entlang der Trabekeloberflache. Die Zellkerne der Osteoblasten sind
durch die Gegenfarbung mit Kernechtrot rétlich angefarbt.

In beiden Versuchsgruppen, der Kontrollgruppe und der fetterndhrten Gruppe war
jeweils entlang der Trabekeloberflachen und der Kortikalis ein sehr schmaler blauer
Saum von enzymhistochemisch geféarbter alkalischer Phosphatase zu erkennen (Abb.
23 und Abb. 24). Einen Unterschied zwischen den Gruppen in der Auspragung oder
dem Vorkommen der alkalischen Phosphatase war weder in Praparaten vom Femur
noch in Praparaten des Wirbelkdrpers L2 zu erkennen. Die Farbeintensitat schwankte
dabei trotz gleicher Behandlung aller Schnitte von Tier zu Tier. In manchen Schnitten
war der Saum der alkalischen Phosphatase entlang der Trabekeloberflache sehr breit
und bedeckte die Oberflache kontinuierlich. Andere Schnitte wiesen einen von der

Farbintensitat stark blau gefarbten schmalen Saum der alkalischen Phosphatase auf.

Eine starkere Intensitat der enzymhistochemischen Farbung verbunden mit einem
breiteren Saum an alkalischer Phosphatase war entlang der Epiphysenfuge sowohl im
Femur von Kontrolltieren als auch im Femur von fetterndhrten Tieren zu erkennen
(Abb. 23 b Abb. 24 b).

Zusammenfassend konnte lichtmikroskopisch durch die Anfarbung der alkalischen
Phosphatase kein Unterschied in der Aktivitat und Verteilung der Osteoblasten

zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden.
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Abb. 23 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, proximaler Femur, Kontrollgruppe

Ubersichtsaufnahme mit stark angefarbter Wachstumsfuge (MaRstab 500 pm).
VergroBerung der Trabekelstruktur in  der N&he der Wachstumsfuge
(Mal3stab 200 pum).

VergroBerung eines Trabekels mit erkennbarer Farbung der alkalischen
Phosphatase als blauem Saum (]) (MaRstab 50 pum).

Darstellung der Trabekeloberflache mit blau gefarbtem Saum des Enzyms
alkalische Phosphatase. Erkennbare endostale Saumzellen (]) mit Kernechtrot
angefarbten Zellkernen (Maf3stab 20 um).
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Abb. 24 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, proximaler Femur,
Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) VergroRerung zur Darstellung der Trabekelstruktur (MafRstab 200 pum).

c) Entlang der Trabekeloberflache ist deutlich eine Blaufarbung des Enzyms
alkalische Phosphatase zu erkennen, unterbrochen von den rot eingefarbten
Zellkernen der Osteoblasten (Maf3stab 50 pm).

d) Nahere Darstellung des eingefarbten Saums der alkalischen Phosphatase mit
Osteoblastenzellkernen (Maf3stab 20 pum).
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Abb. 25 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, distaler Femur, Kontrollgruppe

a)
b)

c)
d)

Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 um).

Trabekel mit Saum angefarbter alkalischer Phosphatase, Anlagerung eines
Osteoblasten (]) an die Trabekeloberflache (Maf3stab 20 um).

Zellkerne endostaler Saumzellen (]) (Maf3stab 20 pum).

Aufreihung endostaler Saumzellen () mit alkalischem Phosphatasesaum. Der
Anschnitt zeigt eine unterschiedliche Auspragung der Farbung des Enzyms
alkalischer Phosphatase: Oberseite kraftiger Blauton, Unterseite des Trabekels
nur eine relativ schwache Farbung (Maf3stab 20 pm).

55



Ergebnisse

Abb. 26 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, distaler Femur, Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) Darstellung der Trabekelstruktur. Hier ist nur ein schwach angefarbter Saum
der alkalischen Phosphatase an der Trabekeloberflache zu beobachten. In der
kreisformigen Anschnittsflaiche sind endostale Saumzellen (|) zu erkennen
(Maf3stab 50 pm).

c) Leichte Farbung (sehr schmaler Saum (|)) des Enzyms alkalische Phosphatase
im Bereich des distalen Endes. Im proximalen Verlauf des dargestellten
Trabekels verschwindet die Anfarbung fast vollstandig (MaR3stab 50 pm).
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Abb. 27 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, Wirbelkdrper L2, Kontrollgruppe

Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 um).

Die alkalischen Phosphatase ist besonders stark an der Grenze zum
knorpeligem Anteil (Knop) angefarbt (MaRRstab 50 pum).

Anlagerung von Osteoblasten (]) an die Trabekeloberflache (Mal3stab

20 pm).

Sich ausbildender Trabekel mit Saum angefarbter alkalischer Phosphatase und
endostalen Saumzellen (|) (MalRstab 20 um).
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C

.-

Abb. 28 Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie, Wirbelkdrper L2, Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme Wirbelkdrper L2 Versuchsgruppe (Mal3stab
500 pm).

b) Trabekelstruktur mit Anfarbung der alkalischen Phosphatase und endostalen
Saumzellen (]) (Mal3stab 20 pm).

c) An dieser Stelle ist eine Anlagerung von Osteoblasten (]) mit angefarbtem
Saum der alkalischen Phosphatase zu erkennen (Maf3stab 20 pm).

d) Starke Auspragung der Farbung der alkalischen Phosphatase an der
Trabekeloberflache (Mal3stab 20 pm).
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5.3 Histomorphometrie

Zur Erfassung der in der HE-Féarbung und den enzymhistochemischen F&arbungen
gesehenen Veranderungen in Auspragung und Grol3e der Trabekelflache wurde eine
histomorphometrische Vermessung durchgefihrt. In den HE-Schnitten des proximalen
und distalen Femurs sowie des Wirbelkdrpers L2 wurde die Trabekelflache bestimmit.
Es stellte sich die Frage, ob sich der jeweilige Trabekelanteil (Angabe in Prozent)
bezogen auf die ,Area of interest® (AOI) in den Schnitten zwischen den Gruppen
unterscheidet. Die AOIl bezeichnete den definierten Bereich, indem die
Trabekeloberflache gemessen wurde.

Die statistische Analyse des Messbereichs im Femur ergab eine signifikante Abnahme
der Trabekelflache im Messbereich des distalen Femurs (p = 0,026) in der
fetterndhrten Versuchsgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe. Die mittlere
gemessene Trabekelflache im distalen Femur in der Kontrollgruppe lag bei 22,0639%
(£ 5,0217). In der Versuchsgruppe wurde im Mittel ein geringerer prozentualer Anteil
der Trabekelflache im AOI gemessen 16,7619% (+ 1,7276).

Im proximalen Femur war keine signifikante Abnahme (p = 0,065) der Trabekelflache in
der fetterndhrten Gruppe erkennbar. Die mittlere gemessene Trabekelflache im
proximalen Femur lag in der Kontrollgruppe bei 21,0009% (x 2,0087) und in der
Versuchsgruppe bei 16,8641% (+ 4,2989).

Die Messungen und statistischen Auswertungen der Trabekelflache im Wirbelkérper L2
erbrachten keinen signifikanten Unterschied in der gemessenen Trabekelflache (p =
0,101). Die prozentual gemessene Trabekelflache in der AOI in der Kontrollgruppe lag
im Mittel bei 23,5852% (+ 2,657) und in der Versuchsgruppe erniedrigt bei 19,854% (+
3,961).

59



Ergebnisse

N
(6]
o
w
o

N
o
N
(6)}

"B
|

-

Trabekelflache in [%]
o
Trabekelflache in [%]
N
o

10 1
5 10
K Fett K Fett
a) n=6 b) n==6

Abb. 29 Histomorphometrie proximaler und distaler Femur
a) Proximaler Femur: Es wurde kein Gruppenunterschied im statistischen
Vergleich der Trabekelflache gemessenen (p = 0,065). Der Kreis markiert einen
J#Ausreil3erwert, der mehr als das 1,5 fache vom Median abweicht.
b) Distaler Femur: Es zeigte sich ein signifikanter Gruppenunterschied p = 0,026
(*) mit einer Abnahme der Trabekelflache in der fetternahrten Gruppe.

28 1 Abb. 30 Histomorphometrie
< 26 - Wirbelkorper L2
S Kein Gruppenunterschied ergab sich
E 244 im  statistischem  Vergleich  der
2 Trabekelflache im Wirbelkorper L2 (p =
8 22 1 0,101).
[0
% 20 1
%
= 18
16 1
K Fett
(n=6) (n=7)
AOI Gruppe Mittelwert Trabekelflache in [%] | Signifikanz

Proximaler Femur K 21,0009 (+ 2,0087) p = 0,065

Fett 16,8641 (+ 4,2989)
Distaler Femur K 22,0639 (+ 5,0217) p = 0,026 ()

Fett 16,7619 (+ 1,7276)
Wirbelkérper L2 K 23,5852 (+ 2,657) p=0,101

Fett 19,854 (+ 3,961)

Tab. 4 Darstellung der Ergebnisse der mittleren gemessenen Trabekelflache in der
AOI fur die beiden Versuchsgruppen.
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54 Real-time RT-PCR

Zur Analyse des mRNA Expressionslevels der verschiedenen Markerproteine
Osteocalcin (= Bglap), Cathepsin K und Kollagen 1al wurde eine reverse Transkription
der isolierten RNA aus Humerus (Kontrollgruppe n = 6, Versuchsgruppe n = 7) und
Wirbelkdrper L3 (Kontrollgruppe n = 6, Versuchsgruppe n = 6) mit anschlielRender real-
time PCR durchgefiihrt (siehe Kap. 4.6).

In dieser Untersuchung zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied in der Kollagen
lal Expression jeweils in Humerus und Wirbelkdrper L3 zwischen der Kontroll- und
der fetternahrten Versuchsgruppe (Humerus p = 0,002; Wirbelkdrper L3 p = 0,004). In
der fetterndhrten Gruppe war die Expression an Kollagen 1al mRNA deutlich
reduziert, was durch einen héheren ACt-Wert (Humerus 3,901 £ 0,77, Wirbelkorper L3
3,468 £ 0,46) im Vergleich zur Kontrollgruppe sichtbar wird (siehe Tab. 5 und Tab. 6).
Im Gegensatz hierzu waren die Mittelwerte der ACt-Werte der Kontrollgruppe der
Kollagen 1lal Expression deutlich niedriger, im Humerus bei 2,172 (+ 0,42) und im
Wirbelkdrper L3 bei 2,064 (+ 0,66) (siehe Tab. 5 und Tab. 6). Bei vorausgesetzter
gleicher Effizienz der real-time RT-PCR und unter Berlicksichtigung der exponentiellen
Amplifikation der cDNA ist somit ein deutlicher Unterschied in der Expressionsmenge

an Kollagen 1al mRNA zwischen den beiden Versuchsgruppen feststellbar.

Bei dem fur Osteoblasten typischen Expressionsmarker fiur den Knochenaufbau
Osteocalcin (= Bglap) konnte in der statistischen Auswertung kein signifikanter
Gruppenunterschied festgestellt werden (Humerus p = 0,366, Wirbelkérper L3 p =
0,31). Die Ergebnisse zeigen, dass in der fetterndhrten Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe keine signifikante Reduktion der Osteocalcinexpression stattfand.

Fur den Osteoklastenmarker Cathepsin K konnte bei der statistischen Auswertung kein
signifikanter Unterschied (Humerus p = 0,138; Wirbelkérper L3 p = 0,937) zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Eine erhdhte Expression des Osteoklastenmarkers
Cathepsin K als Hinweis auf einen vermehrten knochenresorbierenden Prozess konnte

in der fetternahrten Gruppe nicht gezeigt werden.
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Darstellung der ACt-Werte fir den Humerus

Osteocalcin Cathepsin K Kollagen lal
Gruppe
Kontrolle 3,8 5,055 2,93
Kontrolle 3,19 4,035 2,335
Kontrolle 4,1 4,625 2
Kontrolle 3,345 4,19 1,905
Kontrolle 3,41 4,7 2,12
Kontrolle 3,725 3,535 1,74
Mittelwert 3,595 (+ 0,34) 4,357 (+ 0,54) 2,172 (£ 0,42)
Fett 3,96 4,46 4,735
Fett 3,885 3,745 4,015
Fett 2,31 3,38 2,74
Fett 2,865 3,305 3,35
Fett 4,375 4,275 3,385
Fett 4,455 4,04 4,775
Fett 5,195 3,68 4,31
Mittelwert 3,864 (+ 0,98) 3,841 (+ 0,44) 3,901 (+ 0,77)

Tab. 5 Real-time RT-PCR Humerus: Tabellarische Darstellung der einzelnen ACt-
Werte, geordnet nach den Primern Osteocalcin, Cathepsin K und Kollagen 1a1 fir die
beiden Gruppen.

B
1

A Ct

SIA

T

K Fett K Fett K Fett
Osteocalcin Cathepsin K Kollagen 1a1

T

Abb. 31 Real-time RT-PCR Humerus

Darstellung der Ergebnisse fur die Kontrollgruppe (K; n = 6) und die fetterndhrte
Gruppe (Fett; n = 7) im Boxplot fur die Primer Osteocalcin (p = 0,366), Cathepsin K (p
= 0,138), Kollagen 1a1 (p = 0,002).
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Darstellung der ACt-Werte fiir den Wirbelkdrper L3

Osteocalcin Cathepsin K Kollagen 1a1
Gruppe
Kontrolle 1,75 3,325 3,165
Kontrolle 3,635 3,705 1,845
Kontrolle 3,485 3,85 2,495
Kontrolle 3,02 3,89 1,575
Kontrolle 4,23 4,13 1,93
Kontrolle 3,05 3,215 1,375
Mittelwert 3,195 (+ 0,84) 3,686 (+ 0,35) 2,064 (+ 0,66)
Fett 3,57 2,35 3,725
Fett 3,855 3,67 2,64
Fett 4,36 5,005 3,295
Fett 3,405 4,24 3,94
Fett 4,685 4,085 3,61
Fett 2,795 2,195 3,595
Mittelwert 3,778 (£ 0,68) 3,591 (£ 1,11) 3,468 (+ 0,46)

Tab. 6 Real-time RT-PCR Wirbelkérper L3: Tabellarische Darstellung der ACt-Werte,
geordnet nach den Primern Osteocalcin, Cathepsin K und Kollagen 1a1 fiir die beiden

Gruppen.

A Ct

w
1

i

i

T

K
Osteocalcin

Fett K
Cathepsin K

T

T

Fett K

Abb. 32 Real-time RT-PCR Wirbelkorper L3

Darstellung der Ergebnisse im Boxplot fur die Kontrollgruppe (K; n

Fett

Kollagen 1a1

6) und die

fetterndhrte Gruppe (Fett; n = 6) fur die Primer Osteocalcin (p = 0,31), Cathepsin K (p =
0,937) und Kollagen 1a1 (p = 0,004) im Wirbelkorper L3. Die Kreise markieren die
»Ausreil3er, die mehr als das 1,5 fache vom Median abweichen.
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Zur Kontrolle der real-time RT-PCR wurde eine Geldokumentation durchgefuhrt. Es
wurde exemplarisch eine Probe von der Kontrollgruppe und der fetternahrten Gruppe
gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 33). Aus dem Gelbild geht hervor, dass die
eingesetzten Primer zu einem Produkt der erwarteten GroRe gefuhrt haben. In den
Negativ-Kontrollen konnte kein Produkt nachgewiesen werden.

DNA Ladder

B-actin Bglap CtsK Col 1a1

+ - + - + - + - + - + - + - + -

300 bp

100 bp

K Fett K Fett K Fett K Fett

Abb. 33 Gelelektrophoretische Auftrennung der Produkte aus der real-time RT-PCR
Produkte fir die Kontrollgruppe (K) und die Versuchsgruppe (Fett). Die Positiv-
Kontrolle (+) mit cDNA und Negativ-Kontrolle (-) ohne cDNA sind fir die einzelnen
Primer R3-actin, Osteocalcin (Bglap), Cathepsin K (CtsK) und Kollagen 1a1 (Col 1a1)
markiert.

5.5 Kollagen 1 Immunhistochemie

Ziel der immunhistochemischen Farbung von Kollagen 1 war die Sichtbarmachung der
in der real-time RT-PCR festgestellten deutlichen Reduktion der Expressionsmenge
von Kollagen lal in der fetternahrten Versuchsgruppe. Die lichtmikroskopische
Auswertung der angefarbten Paraffinschnitte des proximalen und distalen Femurs

sowie des Wirbelkdrpers L2 zeigten eine rotliche Farbung der Knochensubstanz far
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Kollagen 1. Knorpelanteile wurden in keinem Praparat angefarbt. Die Gegenfarbung

der Zellkerne erfolgte mit Hamatoxylin.

Beim Vergleich der Farbung innerhalb der Trabekelstruktur entstand der Eindruck einer
homogeneren Rotfarbung in der Kontrollgruppe verglichen mit der Versuchsgruppe. In
der Versuchsgruppe schwankte die Farbintensitat sehr stark. Jede Lamelle fiir sich war
unterschiedlich angefarbt (Abb. 34 und Abb. 37). In einem Trabekel gab es
Lamellenstrukturen mit starker Rotfarbung, wo hingegen die direkt anliegende Lamelle
deutlich schwécher gefarbt war (Abb. 35 d). Es entstand der Eindruck einer
geflechtknochenartigen Lamellenstruktur (Abb. 35 c).

Die unterschiedliche Farbung der Trabekelstruktur war auch in den Anschnitten der
Wirbelkdrper erkennbar. In den Schnitten der Kontrolltiere konnte eine homogenere
Farbung der Lamellen in den Trabekeln beobachtet werden (Abb. 38) als in der
Versuchsgruppe (Abb. 39).

Eine spezifische Region im Préparateanschnitt fur eine Gruppe mit erhdhter oder
reduzierter Intensitat der Farbung konnte lichtmikroskopisch nicht festgestellt werden.
Die Intensitdt der Kollagen 1 Farbung variierte innerhalb eines Praparates und

zwischen den einzelnen Tieren zum Teil sehr stark.

Auf eine quantifizierende Messung der Farbintensitdt wurde aufgrund der starken
Varianz innerhalb der Gruppen und der schwierigen Standardisierung der
Anschnittsflachen der Préaparate verzichtet.
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Abb. 34 Kollagen 1 Immunhistochemie, proximaler Femur, Kontrollgruppe

a)
b)

c)
d)

e)

Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

Ausschnittsvergrof3erung aus der Spongiosa mit einzelnen Trabekeln

(Maf3stab 100 pum).

AusschnittsvergrofRerung aus der Spongiosa (Maf3stab 50 pum).

Homogene Trabekelstruktur, einzelne Lamellen sind abgrenzbar, gleichméRige
Kollagen 1 Anfarbung innerhalb des Trabekels, Osteoblasten (V) und
Osteozyten (]) im Trabekel (Tr) (Mal3stab 20 um).

Lamellenverlauf im Trabekel mit eingeschlossenen Osteozyten (|)

(Maf3stab 20 pum).
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Abb. 35 Kollagen 1 Immunhistochemie, proximaler Femur, Versuchsgruppe

a)
b)
c)

d)
e)

Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 um).

Trabekel im Bereich der Spongiosa (Maf3stab 200 um).

Trabekel (Tr) mit unterschiedlich starkem Nachweis von Kollagen 1 und einer
geflechtknochenartigen  Lamellenstruktur. Zwei aufliegende  endostale
Saumzellen (|) (MaRRstab 20 um).

VergrofRerung Trabekelstruktur mit sich abldsenden Lamellen (Maf3stab 50 pm).
Unterschiedliche Intensitdét der Farbung des Kollagens. In der Mitte des
Trabekels liegt ein Osteozyt (]) (Mafl3stab 20 um).
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Abb. 36 Kollagen 1 Immunhistochemie, distaler Femur, Kontrollgruppe
a) Ubersichtsaufnahme des distalen Femurs der Kontrollgruppe
(MaRstab 500 pm).
b) VergroRRerung der Trabekelstruktur (MafRstab 100 um).
c) Darstellung eines Trabekelausschnittes (Tr) mit den einzelnen Lamellen: Die
Lamellengrenzen sind verstarkt angefarbt (V). An der Trabekeloberflache
liegen endostale Saumzellen (]) (MaRRstab 20 pum).

68



Ergebnisse

Abb. 37 Kollagen 1 Immunhistochemie, distaler Femur, Versuchsgruppe
a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).
b) VergroRerung Trabekelstruktur im distalen Femur mit verzweigtem
Trabekelnetzwerk (Mal3stab 200 pm).
c) Darstellung eines Trabekels mit dem abgrenzbaren Lamellenverlauf,
randbetonter Nachweis von Kollagen an den Lamellengrenzen (V)
(Mal3stab 20 pum).
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Abb. 38 Kollagen 1 Immunhistochemie, Wirbelkdrper L2, Kontrollgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) VergroRRerung der Trabekelstruktur (Ma3stab 200 pm).

c) VergréRerung eines im Praparat randstdndigen Trabekelauslaufers: Regionen
mit fast wolkenférmiger Anfarbung des Kollagens (V) sind im Trabekelanschnitt
zu erkennen. Zellkerne von endostalen Saumzellen (]) liegen der
Trabekeloberflache an (MalR3stab 20 um).

d) VergroRerte Darstellung eines Trabekels und vereinzelter Nachweis von
Kollagen im retikularen Gewebe (|) des Knochenmarks (Mal3stab 50 pm).
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Abb. 39 Kollagen 1 Immunhistochemie, Wirbelkdrper L2, Versuchsgruppe

a) Ubersichtsaufnahme (MaRstab 500 pm).

b) VergroRRerung der Trabekelstruktur zur Orientierung (Mafl3stab 200 pm).

c) Trabekelstruktur mit unterschiedlich stark gefarbten Lamellenanteilen
(Maf3stab 20 pum).

d) Darstellung eines Trabekels mit einer abgrenzbaren Lamellenstruktur, mit in
den Lamellen verankerten Osteozyten (|). Auch hier weisen die Lamellen eine
unterschiedlich starke Farbintensitat auf (MaRRstab 20 um).
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5.6 Tabellarische Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse

Markraumes
nachweisbar

Versuchsgruppe Kontrollgruppe
HE-Farbung
Femur:
- Trabekelstruktur - Enden der Trabekel eher | - Abgerundete Anschnitte
spitz zu laufend der Trabekel
- Trabekel sind schmaler | - Trabekel im Vergleich
- Lamellenin den breiter
Trabekeln lésen sich - Geschwungener Verlauf
voneinander der Trabekel
- Osteozyten aus der - Osteozyten sind in den
Lamellenstruktur Verlauf der
herausgeldst Lamellenstruktur
eingebettet
- Knochenmark - Keine Verfettung des

Wirbelkorper L2:
- Trabekelstruktur

- Weniger vernetzte
Struktur

- Spitz zu laufende
Trabekel

- Lamellen lésen sich
voneinander ab

- Osteozyten aus der
Lamellenstruktur
herausgeldst

- Osteozyten sind in den
Verlauf der
Lamellenstruktur
eingebettet

TRAP-Enzymhistochemie

Kein Unterschied

Alkalische Phosphatase Enzymhistochemie

Kein Unterschied

Kollagen 1 Immunhistochemie

- deutlicher Unterschied in
der Intensitat der
Rotfarbung der einzelnen
Lamellen im Trabekel

- erhohter
Geflechtknochenanteil

- Trabekel homogen rot
angefarbt

Tab. 7 Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse
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5.7 Transmissionselektronenmikroskopie

Die  Ultrastrukur  der  Trabekel im  Wirbelkbrper L4  wurde  mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Exemplarisch wurde der
Wirbelkdrper L4 an je 2 Tieren pro Gruppe aufgearbeitet.

In den Semidinnschnitten der Versuchsgruppe fiel ein deutlich schmalerer
Osteoidsaum (nichtmineralisierte Kollagenfibrillen) im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
An  manchen Stellen grenzte der mineralisierte Knochen direkt an die
Trabekeloberflache an, ohne dass ein Saum aus nicht mineralisierten Kollagenfibrillen
bestand.

Bei den Ultradiinnschnitten bestétigte sich das Ergebnis eines kaum oder nur sehr
schmal ausgepragten Osteoidsaumes entlang der Trabekelflache in der
Versuchsgruppe. Nur ein geringer Anteil unmineralisierter Kollagenstrukturen war zu
erkennen (Abb. 45). In den Ultrastrukturaufnahmen der Kontrolltiere konnte hingegen
deutlich zwischen dem mineralisierten Knochengewebe und dem nichtmineraliserten
Osteoidsaum unterschieden werden (Abb. 40 und Abb. 41). Im direkten Vergleich war
der nichtmineralisierte Osteoidsaum in der Versuchsgruppe wesentlich schmaler
ausgepragt als in der Kontrollgruppe.

Die entlang der Trabekeloberflache anliegenden Osteoblasten und endostalen
Saumzellenverbande scheinen sich in der Versuchsgruppe aufzuldsen. Die Zellen
lagen zum Teil einzeln, ohne ausgepragte Zellkontakte zu den Nachbarzellen auf der
Trabekeloberflache (Abb. 45 b und Abb. 46). Ein zusammenh&ngender Zellverband
aus Uber Zellkontakte verkntpften Osteoblasten, wie er in der Kontrollgruppe (Abb. 42)
vorliegt, konnte nicht identifiziert werden. Die Trabekeloberflache der Kontrollgruppe
war durch den intakten zusammenhangenden Zellverbund aus Osteoblasten und
endostalen Saumzellen als Abgrenzung zum Knochenmark charakterisiert. Die
Verdichtungszonen der Zellkontakte waren auf den Elektronenmikroskopaufnahmen
deutlich zu erkennen (Abb. 42 b). Selbst sich gerade zu Osteozyten differenzierende
Osteoblasten wurden schon von neu angelagerten Osteoblasten Uberdeckt, so dass

der Zellverband keine Licken aufwies.

Bei Betrachtung des Zytoplasmas der Osteoblasten der fetternéhrten Gruppe féllt ein
geringer Anteil an rauem endoplasmatischem Retikulum (rER) auf (Abb. 46 d).
Insgesamt besalRen die Osteoblasten der Versuchsgruppe nur sehr wenig Zytoplasma
(Abb. 46 c). Im Kontrast hierzu waren die Osteoblastenkerne der Kontrollgruppe von

relativ viel Zytoplasma umgeben, das einen hohen Anteil an rauem
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endoplasmatischem  Retikulum besalR (Abb. 43). Der grolte Teil des
endoplasmatischen Retikulums befand sich im Teil des Zytoplasmas, welches der
Trabekeloberflache zugewandt war.

Im Zytoplasma der Osteoblasten der Versuchsgruppe wurden nur wenige fur die
Exozytose bestimmte Vesikel beobachtet. Extrazellular befanden sich zur
Trabekeloberflache hin im Vergleich nur wenig neu synthetisierte Kollagenfibrillen. Der
Osteoidsaum mit einer strukturierten Anordnung der Kollagenfibrillen, wie er in der
Kontrollgruppe vorkam, war bei den Versuchstieren nicht zu erkennen.

Bei manchen Osteoblasten in der Versuchsgruppe waren nicht nur ein geringer
Zytoplasmaanteil sondern auch Lucken in der Zellmembran zu erkennen (Abb. 47).
Einige Osteoblasten zeigten Anzeichen von Apoptose durch Zellkernveranderung mit

Auflésung der Kernhille und fehlender bzw. lickenhafter Zellmembran.

Auch die bereits in den Kochen eingemauerten Osteozyten unterschieden sich in ihrer
Zellmorphologie von denen in der Kontrollgruppe (Abb. 48 b). Veranderungen im
Zytoplasmaanteil waren zu erkennen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die
Zellkerne in der Versuchsgruppe meist durch einen wesentlich schmaleren
Zytoplasmasaum eingerahmt. Au3erdem waren eine starke Auffaltungen der Membran
und eine eher liickenhafte Abgrenzung zum perizellularen Raum zu erkennen (Abb.
48).

In den Anschnitten aus der Kontrollgruppe wie auch in der Versuchsgruppe konnten
die fur die Interaktion wichtigen Canaliculi ossei in der Nahe der eingemauerten
Osteozyten identifiziert werden (Abb. 44, Abb. 46 d).

Zusammenfassend zeigte sich in der fetternahrten Versuchsgruppe eine Auflésung des
Zellverbandes der Osteoblasten. Die am Trabekel anliegenden Osteoblasten wiesen
apoptotische Verdnderungen in ihrer Zellmorphologie und eine geringere
Kollagenbiosyntheseaktivitat  durch  einen  geringeren  Anteil an  rauem
endoplasmatischem Retikulum auf. Eine Auflésung der Zellmembran von Osteoblasten
an der Trabekeloberflache war zu erkennen. Aul3erdem war die Kernhille in einigen
Osteoblasten beschadigt (Abb. 47 b). Diese Beobachtungstendenzen an den
aulRenliegenden Osteoblasten kdnnen teilweise sogar auf die bereits in den Knochen
eingemauerten Osteozyten Ubertragen werden. Die beobachteten Osteozyten zeigten
ebenfalls Veréanderungen in ihrer Zellmembranstruktur durch ein verstarkte Auffaltung.
Um die geschlossene Kernhille der Osteozyten war fast kein Zytoplasma mehr

vorhanden.
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Abb. 40 TEM, Wirbelkorper L4, Kontrollgruppe
a) Trabekeloberflache gepragt durch den Osteoidsaum (Oi). Die aufliegenden
Osteoblasten (Ob) besitzen ein rER reiches Zytoplasma (Mal3stab 5 um).
b) Lamellengrenze (|) und Ubergangszone (*) zwischen dem mineralisiertem
Knochengewebe (mK) und dem nichtmineralisierten Osteoid (Oi) im Bereich
der Trabekeloberflache (Maf3stab 5 pm).

Abb. 41 TEM, Wirbelkorper L4, Kontrollgruppe
a) Kollagenfibrillen (]) im Osteoidsaum (Oi) (MaR3stab 2 um).
b) Abgrenzung des Osteoids (Oi) vom mineralisierten Knochengewebe (mK)
(Maf3stab 2 pm).
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Abb. 42 TEM, Wirbelkorper L4, Kontrollgruppe

a) Zellverband aus an der Trabekeloberflache anliegenden Osteoblasten (Ob)
(Mal3stab 5 um).

b) Darstellung der Zellgrenzen von zwei benachbarten Osteoblasten (Ob).
Erkennbar sind die Verdichtungszonen an der Zytoplasmamembran fir die
Zellkontakte (|). Das Zytoplasma der Osteoblasten ist reich an rauem
endoplasmatischen Retikulum (Maf3stab 1 pm).

Abb. 43 TEM, Wirbelkorper L4, Kontrollgruppe
a) Ubersichtsaufnahme der Trabekeloberflache mit dem nicht mineralisierten
Osteoidsaum (Oi) (MaR3stab 2 pum).
b) Zytoplasmaauslaufer mit rauem Endoplasmatischem Retikulum (rER) fir die
Kollagenbiosynthese, liegt dem Osteoidsaum an (Maf3stab 1 pm).
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‘3. 7 % Abb. 44 TEM, Wirbelkorper L4,
i, Kontrollgruppe

Erkennbar ist ein eingemauerter Osteozyt
in den Trabekelknochen. Um den Zellkern
herum befindet sich ein Zytoplasmasaum
mit rER. Das weil3e Sternchen markiert
den perizellularen Raum, der den
Osteozyten umgibt und bis in die
Canaliculi ossei (V) hineinreicht (Mal3stab
2 um).

Abb. 45 TEM, Wirbelkorper L4, Versuchsgruppe
a) An der Trabekeloberfliche befindet sich ein lockerer Zellverbund aus
Osteoblasten (Ob), der der mineralisierten Knochenmatrix direkt aufliegt. Ein
Osteoidsaum ist nicht erkennbar (Maf3stab 5 pm).
b) Die Zellkontakte (]) zwischen den Osteoblasten (Ob) sind im Vergleich zur
Kontrollgruppe geringer ausgepragt (Mal3stab 2 pum).
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Abb. 46 TEM, Wirbelkérper L4, Versuchsgruppe

a) Osteoblasten (Ob), die vereinzelt direkt der mineralisierten Knochenmatrix (mK)
des Trabekels anliegen. Die einzelnen Lamellengrenzen (V) im Trabekel und
ein eingemauerter Osteozyt (Oz) sind erkennbar (Maf3stab 5 pum).

b) Reste (]) einer untergegangenen Zelle, die der mineraliserten Knochenmatrix
(mK) aufliegen und von den Zytoplasmaauslaufern der benachbarten Zellen
eingerahmt werden (Maf3stab 2 pm).

c) Trabekeloberfliche mit anliegenden Osteoblasten (Ob), die kaum Zytoplasma
besitzen (MalRstab 2 um).

d) Darstellung eines an der Trabekeloberflache liegenden Osteoblasten (Ob) mit
nur geringem Anteil an Zytoplasma. Erkennbar sind angeschnittene Canaliculi
ossei (V) in der mineralisierten Knochenmatrix (Maf3stab 2 pum).
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Abb. 47 TEM, Wirbelkorper L4, Versuchsgruppe
a) Ubersicht Uber eine Erosionslakune mit Anschnitt eines Osteoklasten (Ok).

Der Zellkorper des benachbarten Osteoblasten (Ob) l6st sich auf
(Mal3stab 5 um).

b) VergroRerung des Osteoklasten (Ok) und des Osteoblasten (Ob). Gut zu

erkennen ist die aufgefaltete Zellmembran (,ruffled border) (]) des
Osteoklasten. Beginnende Auflésung der Zellmembranstruktur des
Osteoblasten sowie Erdffnung der Kernmembran (V) des Osteoblasten als
Hinweis auf eine beginnende Apoptose sind erkennbar (Maf3stab 2 um).

Abb. 48 TEM, Wirbelkérper L4, Versuchsgruppe

a) Anlagerung eines Osteoklasten (Ok) an die mineralisierte Knochenmatrix (mK)
des Trabekels. Erkennbar sind die Auffaltungen der ,ruffled border” (¥) und im
Zytoplasma befindliche lysosomale Einschlisse (|), sowie die langs
angeordneten Aktinfilamente (MalR3stab 5 um).
In der mineralisierten Knochenmatrix (mK) befindet sich ein Osteozyt, dessen
Zellmembran sich in den perizellularen Raum vorwoélbt (]). Das Zytoplasma
hebt sich deutlich von der Kernmembran ab (Mal3stab 5 pum).
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung eines hohen Fettanteils im Futter der
Versuchstiere tber einen Fitterungszeitraum von 23 Wochen auf den Knochenstatus
zu untersuchen, um die in der Literatur kontrovers diskutierten Aussagen hinsichtlich
einer Minderung der Knochenqualitat und Beeinflussung des Knochenstoffwechsels zu
Uberprufen und insbesondere durch histologische und
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen zu erganzen. Im Folgenden
werden die eigenen Ergebnisse diskutiert und mit den Aussagen aus anderen Studien
zu ahnlichen Fragestellungen verglichen und bewertet.

6.1 Das Tierversuchsmodell als Grundlage der Untersuchung

Der Tierversuch wurde in der Arbeitsgemeinschaft von Herrn Prof. Dr. med. Linn,
Medizinische und Poliklinik 3 der Justus-Liebig-Universitat Giel3en durchgeftihrt. Die in
der Arbeitsgemeinschaft von Herrn Prof. Dr. Linn gewonnen Daten wurden
freundlicherweise fir die vorliegende Studie zur Verflgung gestellt und werden daher

hier im Diskussionsteil aufgefihrt.

Die unterschiedliche Ernéhrung der Tiere mit der Kontrolldiat mit 10% der umsetzbaren
Energie aus Fett (ca. 4% Rohfettgehalt) und der fettreichen Diat mit 60% der
umsetzbaren Energie aus Fett (ca. 34% Rohfettgehalt) spiegelte sich in der
Gewichtsentwicklung der Kontroll- und Versuchstiere wider (siehe Abb. 49). Die
fettreiche Erndhrung der Versuchsmause ist vergleichbar mit der Erndhrungsweise der
Menschen in den westlichen Industrienationen und fihrt auch im Mausmodell zu den
unerwiinschten Folgen wie Adipositas, hyperinsulinamische und hyperglykéamische

Stoffwechsellagen, Insulinresistenz und Hypertonie (Surwit et al. 1988).

Wie erwartet, konnte bereits ab der 9. Woche beobachtet werden, dass die
Gewichtsentwicklung sich in den Gruppen deutlich unterschied. Im Mittel erreichten die
Tiere der Kontrollgruppe in der 9. Woche ein Gewicht von 19,72 g (x 0,82) und in der
fetterndhrten Gruppe ein Gewicht von 22,77 g (£ 1,48). Im weiteren Versuchsverlauf
zeigte sich eine starkere Gewichtszunahme in der Versuchsgruppe im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt der Euthanasie im Alter von 27 Wochen betrug das
mittlere Gewicht der Kontrollgruppe 29,53 g (x 1,09 g) und das der Versuchsgruppe
32,83 g (£ 2,41 g). Dabei fiel auf, dass die Streuung der Gewichte der Tiere innerhalb
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der fetterndhrten Gruppe (Versuchsgruppe) mit einer Standardabweichung von 2,41 g
relativ gro3 war. Das schwerste Tier der Gruppe wog 37,1 g zum Zeitpunkt der
Euthanasie. Das leichteste Tier der Versuchsgruppe wog 30,8 g und war damit nur
geringfugig schwerer als die Tiere der Kontrollgruppe.

Bei der Kontrollgruppe waren nicht so grof3e Gewichtsschwankungen am Ende des
Versuchszeitraumes zu beobachten. Das schwerste Tier wog 30,8 g und das leichteste
Tier 27,7 g.

In einer vergleichbaren Studie von Patsch et al. (2011) mit ménnlichen C57BL/6J
Mausen, die bei Versuchsbeginn 7 Wochen alt waren und tber 24 Wochen mit einer
fettreichen Diat gefuttert wurden, betrug das Gewicht der Tiere zum Ende des
Versuchszeitraumes 50,8 g (x 0,8 g) (Patsch et al. 2011). Im Vergleich zur
vorliegenden Studie féllt auf, dass die Mause nicht nur deutlich schwerer waren,
sondern die Gewichtsverteilung in der fetterndhrten Gruppe (n = 6) auch eine geringere
Streuung (£ 0,8 g) aufweist. Beachtet werden missen beim Vergleich der Studien das
Alter der Tiere von 7 Wochen bei Versuchsbeginn, 3 Wochen alter als in der
vorliegenden Studie, und der um 1 Woche langere Versuchszeitraum.

£ 30

Alter in Wochen @

—— Kontrolldiat (10% der umsetzbaren Energie aus Fett) q’}
—=—Fetternahrung (60% der umsetzbaren Energie aus Fett)

Abb. 49 Gewichtsentwicklung der Versuchsgruppen Uber den Versuchszeitraum von
23 Wochen

Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung der Gewichtsentwicklung der
beiden Gruppen Uber den Versuchszeitraum bezogen auf das Alter der Versuchstiere
(Daten der Arbeitsgemeinschaft Prof. Dr. med. Linn, Medizinische Klinik und Poliklinik
3, Justus-Liebig Universitat Giel3en).
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Abb. 50 Blutzuckermessung. Darstellung der Mittelwerte (Alter von 5 Wochen:
Kontrollgruppe 78,33 mg/dl £26,68 mg/dl; fetternahrte Gruppe 120,5 mg/dl +28,75
mg/dl; Alter von 26 Wochen: Kontrollgruppe 104,83 mg/dl £22,82 mg/dl; fetternahrte
Gruppe 138,71 mg/dl £31,66 mg/dl) des Blutzuckerspiegel bis zur 26 Woche (1 Woche
vor Euthanasie). (Daten der Arbeitsgemeinschaft Prof. Dr. med. Linn, Medizinische
Klinik und Poliklinik 3, Justus-Liebig Universitat Giel3en)

Neben der Kontrolle des Gewichtes wurde eine Blutzuckermessung von der
Arbeitsgemeinschaft Prof. Dr. med. Linn durchgefiihrt. Die Messungen des Blutzuckers
(Abb. 50) zeigen, dass keine diabetische Situation vorlag.

6.2 Wirkung von Fetterndhrung auf die Knochenmineralisierung und

Knochenstruktur

In dieser Arbeit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die Fetterndhrung den
Knochenstatus, insbesondere die Trabekelstruktur und den Knochenstoffwechsel
beeinflussen. Der lange Versuchszeitraum ermdglicht auch eine Betrachtung der

Langzeitfolgen dieser Ernahrung fir den Knochen.
6.2.1 Bewertung der Auswirkung auf die Knochenmineralisierung

Uber die DXA-Messungen kann eine Berechnung der Knochenmineraldichte
vorgenommen werden. Ein grundsatzlicher Zusammenhang zwischen Koérpergewicht
und Knochenmineraldichte (BMD) wurde in einer norwegischen Studie zur Analyse der
Knochenmineraldichte bei Versuchspersonen der Jahrgange 1925-27 und 1950-51 im

Raum Bergen hergestellt (Gjesdal et al. 2008).

In der DXA-Messung der vorliegenden Studie konnte nur eine Tendenz zu einer leicht

erhohten Knochenmineraldichte im Bereich der Wirbelsaule beobachtet werden. Eine
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signifikante Erh6hung der Knochenmineraldichte in der fetternahrten Versuchsgruppe
wurde in keinem Messbereich festgestellt. Die Ergebnisse aus den Messbereichen
.Femur® und ,ganzer Korper‘ decken sich mit denen aus der Literatur, die keinen
Unterschied in diesen Messbereichen in der Knochenmineraldichte feststellen konnten
(lonova-Martin et al. 2010). Hingegen wurde in der Studie von lonova-Martin et al. im
Bereich der Wirbelsaule ein signifikanter Gruppenunterschied mit der Zunahme der

Knochenmineraldichte in der fetternahrten Gruppe festgestellt.

Im Gegensatz zu der in der Studie von lonova-Martin et al. (2010) festgestellten
erhohten Knochenmineraldichte in der Wirbelsdule wiesen Xia et al. (2010) in ihren
DXA-Messungen eine Abnahme der Knochenmineraldichte im linken Femur in ihrer
fetternéhrten Gruppe nach (Xiao et al. 2010). In dieser Studie wurden allerdings
ausschlie3lich Daten der Knochenmineraldichte im linken Femur im Mausmodell
gezeigt. Messergebnisse anderer Korperregionen wurden nicht dargestellt. Die
Diskrepanz zwischen den in der vorliegenden Studie ermittelten Daten und den bisher
in der Literatur veroéffentlichten, kénnte durch unterschiedlich lange Versuchszeitraume

der Futterung, bei Xia et al. nur 12 Wochen, bedingt sein.

Auch in einer Studie von Patsch et al. aus dem Jahr 2011 mit M&usen, die Uber
Zeitraume von 3 Wochen bzw. 24 Wochen eine Fitterung erhielten, bei der 60% des
Energie aus Fetten stammten, zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Knochenmineraldichte in der Wirbelsaule im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Patsch et
al. 2011). In dieser Studie bestand allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen
der Knochenmineraldichte der kurzzeitfetterndhrten (3 Wochen) wund der

langzeitfetternahrten Versuchsgruppe (24 Wochen).

Die Schwierigkeit der exakten Messung des sehr kleinen Mausskelettes ist bei der
Betrachtung der Ergebnisse ebenfalls zu beachten. Weiterhin muss grundsatzlich bei
der DXA-Messung bedacht werden, dass dieses Messverfahren nur eine
zweidimensionale Bilddarstellung ermdéglicht. Eine Differenzierung zwischen
Veranderungen der Knochenmineraldichte in Spongiosa oder Kortikalis ist somit nicht
mdglich. Es kann lediglich eine Veranderung der Knochenmineraldichte bezogen auf

die Gesamtheit des untersuchten Knochens festgestellt werden.

Eine weitere Methode zur Messung der Knochenmineraldichte ist die Quantitative
Computertomographie (pQCT) des Knochenskelettes. Hier zeigten sich signifikante
Abnahmen der Knochenmineraldichte im Femur bei M&usen, die bis zu 7 Monate eine

fettreiche Ernahrung erhielten (Parhami et al. 2001), und stiitzen damit die Ergebnisse
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der Studie von Xiao et al. (2010). Bei Messungen der Knochenmineraldichte mittels
Mikro-Computertomographie (UCT) an der linken Tibia mannlicher C57BL Mause
konnten Lu et al. (2013) keinen Unterschied zwischen ihrer fetterndhrten Gruppe
(Futter mit 45% der umsetzbaren Energie aus dem Fettanteil) und der Kontrollgruppe
(14% der umsetzbaren Energie aus dem Fettanteil) bestatigen. Der Versuchszeitraum
betrug bei dieser Studie aber nur 60 Tage (Lu et al. 2013). Unter Bericksichtigung des
Gewichtes der Tiere ergab sich in der statistischen Auswertung flr die fetternéhrte
Gruppe eine Abnahme der Knochenmineraldichte, sowohl in der Messregion der

Trabekel als auch in der Messregion der Kortikalis.

AuB3er in Mausmodellen wurde auch in Rattenmodellen der Einfluss der Fetterndhrung
auf die Knochenmineraldichte untersucht. Im Tiermodell der Ratte konnte gezeigt
werden, dass sich eine fettreiche Erndhrung der Tiere Uber einen Zeitraum von 10
Wochen negativ auf die Knochenmineraldichte, ermittelt mit der DXA-Methode,
auswirkt und einen besonders schadigenden Einfluss wahrend der Wachstumsphase
besitzt (Lac et al. 2008). Gleichzeitig gibt es auch bei den Rattenmodellen kontroverse
Aussagen im Hinblick auf den Effekt der Fetternahrung auf die Knochenmineraldichte.
Bei Ratten, die fir 16 Wochen eine fettreiche Diat erhielten, zeigte sich im Messbereich
des gesamten Korpers eine erhohte Knochenmineraldichte im Vergleich zur
Kontrollgroppe mit der Standarddiat (Gerbaix et al. 2012). Gerbaix et al. konnten aber
im Bereich der Tibia keinen Unterschied in der Knochenmineraldichte zwischen den
Gruppen feststellen. Wohingegen Chen et al. in ihrem Rattenmodell bei zu
Versuchsbeginn 20 Tage alten Ratten nach einer 4 wéchigen fettreichen Diat eine
Knochenmineraldichteabnahme zeigen (Chen et al. 2010).

Diese unterschiedlichen Auswirkungen der Fetternahrung im Maus- sowie im
Rattenmodell zeigen, dass der Einfluss der Fetterndhrung auf die
Knochenmineraldichte im Kleintiermodell nicht abschlielend geklart ist. Auch die
vorliegende Studie konnte keine Veranderung der Knochenmineraldichte bei

fetternéhrten Mausen zeigen.
6.2.2 Histologische Bewertung der Knochenstruktur

Die im Rahmen der histologischen Untersuchungen festgestellten strukturellen
Verédnderungen im Trabekelaufbau zeigen sehr deutlich, dass die Fetternahrung einen
starken Einfluss auf die Knochenstruktur hat. Besonders bei der Beurteilung der HE
gefarbten Schnitte wurde eine vermehrte Lamellenseparation in den Trabekeln

festgestellt. Hierbei lagen die Lamellen voneinander gelost in den Trabekeln vor. Diese
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Lamellenseparation lasst vermuten, dass die biomechanischen Eigenschaften der

Knochen sich durch die Fetterndhrung verandern.

Der Einfluss der Fetternahrung auf den Knochen mit der Folge, schon bei geringen
Lasten zu brechen, wurde ebenfalls im Mausmodell von lonova-Martin nachgewiesen
(lonova-Martin et al. 2010). Die Diatenzusammensetzung der Studie von lonova-Martin
et al. gleicht dem vorliegendem Versuchsmodell, wobei der Versuchszeitraum mit 19
Wochen um 4 Wochen kirzer war als im Tiermodell von 23 Wochen in dieser Studie.

In einer weiteren Untersuchung von lonova-Martin et al. konnte festgestellt werden,
dass die Abnahme der Festigkeit des Knochens durch die Fetternahrung nicht durch
das Alter der Mause beeinflusst wird. In dieser Studie wurden 3 Wochen und 15
Wochen alte Méause uber 16 Wochen mit einer fettreichen Diat mit &ahnlicher
Zusammensetzung wie in der vorliegenden Studie erndhrt. Ergebnis war, dass die
mechanische Belastbarkeit gemessen am Femur in beiden Versuchsgruppen im

Vergleich zu den Kontrollgruppen reduziert war (lonova-Martin et al. 2011).

Auch im Tiermodell der Ratte bei &hnlichem Versuchsaufbau konnten Li et al. 1990
und Zernicke et al. 1995 mit Fett- und Saccharose reichen Diat eine Abnahme der
Festigkeit der Knochen in der Dreipunktmessung feststellen (Li et al. 1990; Zernicke et
al. 1995). Ward et al. bestatigten in ihren Rattenversuchen mit einer fettreichen Diat
(,western-style diet) eine erhdhte Briuchigkeit im Femurknochen mittels
Dreipunktmessung (Ward et al. 2003). Alle Studien bestatigen einen negativen
Zusammenhang zwischen der Bruchfestigkeit der Knochenstruktur und einer
fettreichen Diat im Tiermodell.

Ratten, die nur 5 Wochen einer fettreichen Ernahrung ausgesetzt waren, zeigten keine
Veranderung in ihren mechanischen Eigenschaften. Bei dieser relativ kurzen
Versuchsdauer scheint der Effekt der fettreichen Ernahrung auf die Knochenstruktur

und die Knochenfestigkeit gering zu sein (Smith et al. 2000).

Ma et al. hingegen stellten in ihrer Studie eine Adaptation des Femurs mit einer
verbesserten Knochenfestigkeit sowie eine Anpassung auf Mikrostrukturebene bei 6
Wochen alten Mausen fest, die tber 21 Wochen eine high-fat diet erhielten (Ma et al.
2010). Dieses Ergebnis widerspricht den oben aufgefiihrten Studien, die eine Abnahme
der Knochenfestigkeit bei Fetterndhrung im Mausmodell eindeutig beschreiben. Trotz
des relativ langen Versuchszeitraumes von 21 Wochen in der Studie von Ma et al. wird
dort ein positiver Effekt auf die Knochenfestigkeit beschrieben. Die tatsachliche Rolle
der high-fat diet in Bezug auf die Knochenfestigkeit wird demnach kontrovers diskutiert.

Die in der vorliegenden Studie beobachtete verstarkte Lamellenseparation in den
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Trabekeln der fetternahrten Tiere lassen einen negativen Zusammenhang zwischen

fettreicher Diat und Knochenfestigkeit vermuten.

In der vorliegenden Studie konnte histologisch bei den lichtmikroskopischen
Untersuchungen der Praparateanschnitte keine Verénderung im Kortikalisbereich der
Knochen beobachtet werden.

Eine Quantifizierung der Dicke der Kortikalis kann mittels einer Strukturanalyse durch
UCT-Untersuchungen vorgenommen werden. AufRerdem ermoglicht eine uCT-
Untersuchung eine dreidimensionale Darstellung des Knochenpraparates und somit
eine bessere Unterscheidung zwischen dem spongiésen und kortikalen Knochenanteil.
Mithilfe von pCT-Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass die Veranderung der
Knochenstruktur bei Fetterndhrung vor allem im Bereich der Trabekel auftritt und den
Aufbau der Kortikalis nur gering beeinflusst (Cao et al. 2009). Bei der Beurteilung der
Trabekelstruktur und dem Vergleich der vorliegenden Studie mit anderen Studien im
Mausmodell ist zu berlcksichtigen, in welchem Alter die Mause sich zum
Untersuchungszeitpunkt befanden, da eine physiologisch schadigende Verénderung
der Trabekelstruktur mit zunehmendem Alter vor allem in langen R&hrenknochen
beobachtet wurde (Glatt et al. 2007; Willinghamm et al. 2010).

Auch Halloran et al. beschreiben mithilfe von uCT-Untersuchungen an der Tibia von
mannlichen C57BL6/J Mausen eine physiologische Veranderung der Trabekelstruktur

und Kortikalis tUber die Lebenszeit der Mause (Halloran et al. 2002).

In der vorliegenden Studie konnte keine Verfettung des Knochenmarks mit vermehrtem
Auftreten von Adipozyten festgestellt werden. Hingegen wiesen Halade et al. bei 18
Monate alten M&usen, die Uber 6 Monate (1 Woche langer als in der vorliegenden
Studie) eine fettreiche Diat mit 10% Maisol erhielten, eine Verfettung des Markraumes
in Tibia und Femur im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Abnahme der
Knochenmineraldichte nach (Halade et al. 2010). Beim Tiermodell von Halade et al.
fallt auf, dass die Mause am Ende des Versuchszeitraumes im Vergleich deutlich
schwerer waren (37.18 + 0.85 g) als die fetternahrte Gruppe in der vorliegenden Studie
mit einem Durchschnittsgewicht von 32,83 g (+ 2,41 g). Der Gewichtsunterschied von
ca. 5 g zwischen der fetterndhrten Gruppe aus der vorliegenden Studie und der
Versuchsgruppe von Halade et al. und das Alter von 18 Monaten zum Ende des
Versuchszeitraumes konnten als Erklarung fir die Verfettung des Knochenmarks
dienen.

Altersabhangig nimmt die Verfettung des Knochenmarks bei gleichzeitiger Abnahme

der Osteoblastenaktivitdit und Zunahme der Osteoklastenaktivitdt mit dem Resultat
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eines Knochenverlustes zu. Auch bei sekundarer Osteoporose wird, am haufigsten
durch Glukokortikoide induziert (de Gregorio et al. 2006), eine Verfettung des
Knochenmarks beobachtet (Rosen et al. 2006).

Das Tiermodell von Halade et al. (2010) kann nach Aussagen der Autoren als Modell
fur den postmenopausalen Knochenverlust im Zusammenhang mit Adipositas dienen
und fur die Erforschung medikamentdser Interventionen und diatetischer Therapien

herangezogen werden.

6.3 Bewertung der histomorphometrischen Ergebnisse

Die histomorphometrische Betrachtung der Trabekelstruktur zeigte eine signifikante
Reduktion der Trabekelflache im distalen Femur. In den beiden anderen untersuchten
Bereichen, proximaler Femur und Wirbelkdrper, war keine signifikante Abnahme der
Trabekelflache zu ermitteln. Die Abnahme der Trabekelflache im distalen Femur
bestatigt den Eindruck einer brichigen Trabekelstruktur aus den lichtmikroskopischen
Untersuchungen mit kleineren eher spitz zulaufenden Trabekeln und sich ablésenden
Lamellen in der Versuchsgruppe.

Trotz des systemischen Einflusses der Fetternahrung auf den Knochenstoffwechsel ist
bei der Betrachtung der Ergebnisse die unterschiedliche mechanische
Belastungssituation in den spezifischen Knochenregionen zu beachten. Der Knochen
passt sich kontinuierlich neuen Belastungssituationen an. Veranderungen an den
Trabekeln sowohl im distalen als auch im proximalen Femur und im Wirbelkérper
konnen auch auf unterschiedliche lokal einwirkende mechanische Krafte
zuriickzufiihren sein.

Unter Berlcksichtigung der schwierigen Definition eines standardisierten Messbereichs
im Praparateschnitt und der Schwierigkeit, den Préparateschnitt aus vergleichbaren
Abschnitten des Knochens fir jedes Tier zu erstellen, kénnen die durch
histomorphometrische Untersuchungen gewonnenen Daten einen Hinweis auf eine

Abnahme der Trabekelflache in der Spongiosa der fetternahrten Mause geben.

In der Literatur wird fir histomorphometrische Untersuchungen im Femur fetternéhrter
Méause eine signifikante Abnahme des Verhéltnisses Bone volume/Tissue volume, der
Trabekeldicke und der Anzahl der Trabekel im Femur beschrieben. Aulzerdem nimmt

die Trabekelseparation in fetternahrten Tieren im Femur zu (Graham et al. 2010).
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Auch bei Untersuchungen mit dem pCT in Wirbelkérpern von fetterndhrten Mausen
wurde ein Abnahme der Trabekelanzahl und eine Zunahme der Trabekelseparation
festgestellt (Patsch et al. 2011).

Die vorliegenden Ergebnisse der histomorphometrischen Untersuchung im distalen
Femur Dbestatigen diese in der Literatur beschriebenen Ver&nderungen der
Mikroarchitektur der Trabekelstruktur in Femur und Wirbelkérper.

6.4 Auswirkung der Fetterndhrung auf die Knochenzellen

Der schmaler organisierte Trabekelverlauf und die Lamellenseparation innerhalb der
Trabekel in den Praparatanschnitten der fetternahrten Mause lassen eine Veranderung
des Gleichgewichtes zwischen Osteoblasten und Osteoklasten vermuten. Die
Trabekelstruktur kann aktiv durch Osteoblasten und Osteoklasten verandert werden
und befindet sich in einem dauerhaften Umbauprozess. Nach der Literaturauswertung
und dem gewahlten Versuchsaufbau wurden in dieser Studie in den histologischen
Praparatanschnitten der fetternahrten Gruppe deutlich mehr Osteoklasten erwartet. In
Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass Zellkulturen aus dem Knochenmark von
Mausen mit einer fettreichen Erndhrung (45% der Energie aus dem Fettanteil) mehr
TRAP-positive Zellen aufweisen als Zellkulturen aus Knochen von Kontrolltieren
(Kyung et al. 2009; Cao et al. 2010). Weiterhin konnten Cao et al. (2010) in der Studie
eine erhohte Serumkonzentration von TRAP als Marker fur den knochenabbauenden

Prozess in der fetterndhrten Gruppe zeigen.

Zur besseren Beurteilung der Verdnderung auf Zellebene wurden enzymspezifische
Farbungen durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.2.2 — 5.2.3). Die zum Nachweis der sauren
Phosphatase durchgefiihrte TRAP-Enzymhistochemie diente zur Identifikation von
Osteoklasten,  einkernigen  oder  mehrkernigen Makrophagen in  den
Knochenanschnitten. In  der vorliegenden  Untersuchung wurden  keine

Gruppenunterschiede festgestellt.

Trotz der vorher in der HE-Féarbung gesehenen Veranderungen mit einer schmaler und
fragiler erscheinenden Trabekelstruktur von Femur und Wirbelkérper konnten durch die
spezifische TRAP-Enzymhistochemie keine Anzeichen fir vermehrte Knochen

umbauende oder abbauende Prozesse gefunden werden. In den Anschnitten beider
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Gruppen wurden nur sehr wenige mehrkernige Osteoklasten identifiziert. Haufig waren
durch die Lage der Schnittebene nur Segmente von Osteoklasten zu erkennen.

In den histologischen Praparatanschnitten konnte keine Haufung von Osteoklasten in
der fetterndhrten Gruppe festgestellt werden. Da der Tierversuch tber einen Zeitraum
von 23 Wochen angelegt war, kann vermutet werden, dass maRgebliche
Veranderungen im Knochenumbau schon wahrend der Adoleszenz der Mause
passieren und im Alter von 27 Wochen der Knochenstatus nur erhalten wird.

Die Beobachtungen aus der TRAP-Enzymhistochemie decken sich mit den
Ergebnissen der Expressionsanalyse von Cathepsin K aus der real-time RT-PCR.
Auch hier konnte in der fetterndhrten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe keine

vermehrte Genexpression festgestellt werden.

Auch bei der Anfarbung der alkalischen Phosphatase zur besseren Identifikation der
Osteoblasten und endostalen Saumzellen konnte in der vorliegenden Studie
lichtmikroskopisch keine Veranderung als Grund fur den unterschiedlichen
Trabekelaufbau zwischen den Gruppen festgestellt werden.

In Untersuchungen von Gautam et al. zeigte sich eine Abnahme der Aktivitat der
alkalischen Phosphatase im Zellkulturexperiment von extrahierten Zellen aus dem
Femur von C57BL/6 Mausen, die Uber 10 Wochen eine fettreiche Diat (60% des
Energieanteils aus Fett) erhielten (Gautam et al. 2014). Auch diese Studie ergab einen
negativen Zusammenhang zwischen fettreicher Erndhrung von Mausen und deren
Knochenstatus.

Ein  weiterer Marker fur einen knochenaufbauenden Prozess ist die
Serumkonzentration von Osteocalcin. Studien von Cao et al. zeigen eine Abnahme der
Serumkonzentration von Osteocalcin in der fetterndhrten Gruppe (Cao et al. 2010).
Beide Studien zeigen durch die Veranderung der Serummarker den negativen Effekt

der Fetterndhrung auf den Knochenstoffwechsel.

Kollagen 1 als Hauptbestandteil der organischen Komponente der Knochenmatrix wird
von Osteoblasten synthetisiert. In der vorliegenden Studie fihrte die
immunhistochemische Anfarbung des Kollagen 1 in den Préaparateanschnitten von
Femur und Wirbelkérper L2 in der lichtmikroskopischen Auswertung im
Gruppenvergleich zu keinem Unterschied. Eine Veradnderung der Menge an
vorhandenem Kollagen 1 in den Trabekeln konnte aufgrund gleicher Farbintensitét
nicht festgestellt werden. Die Herabregulation der Kollagen 1al Expression in der real-
time RT-PCR konnte durch die lichtmikroskopischen Untersuchungen nicht bestatigt

werden. Die Sensitivitat der immunhistochemischen Farbung von Kollagen 1 ist
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wabhrscheinlich zu gering, um die in der RT-PCR gemessenen Verédnderungen in der

Expression von Kollagen 1al darzustellen.

Berlcksichtigt werden muss bei den histologischen Auswertungen, dass die Praparate
aufgrund der kleinen Knochen nicht immer in gleicher Hohe angeschnitten wurden und
dadurch eine direkte Vergleichbarkeit zwischen den Tieren erschwert war. Alle Proben
wurden nach dem gleichen Protokoll in Paraffin eingebettet, sodass ein
Verfahrensfehler fur die unterschiedlich ausgepragte Trabekelstruktur in den Gruppen

ausgeschlossen werden kann.

6.5 Wirkung der Fetternahrung auf die Genexpression im

Knochenstoffwechsel

Die Einwirkung der Fetterndhrung auf den Knochenstoffwechsel zeigen die Ergebnisse
der real-time RT-PCR mit einer signifikanten Abnahme der Expression von Kollagen
lal sowohl im Humerus als Beispiel fur einen langen Réhrenknochen als auch im

Wirbelkdrper als Beispiel fur einen unregelméaRigen Knochen.

Verdnderungen in der Expression von Osteocalcin (Bglap) als Marker fur die
Osteoblasten und Cathepsin K als Marker fiir Osteoklasten, verursacht durch die
Fetternahrung, konnten in der vorliegenden Studie nicht festgestellt werden. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den lichtmikroskopischen Untersuchungen, in
denen keine erhéhte Anzahl von Osteoblasten oder Osteoklasten in der fetterndhrten

Gruppe nachgewiesen werden konnte.

In Zellkulturstudien mit Zellen, die aus Tibia und Femur von fetterndhrten M&ausen
entnommen wurden, stellten Cao et al. fur die Expression von Osteocalcin keine
Unterschiede fest (Cao et al. 2009). Auch fiir die Kollagen 1lal Expression konnten
Cao et al. keinen Unterschied zwischen den Versuchsgruppen feststellen (Cao et al.
2009). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu dem Ergebnis aus der vorliegenden
Studie mit einer deutlichen Reduktion der Kollagen 21al Expression. Die
Expressionsanalyse in der Studie von Cao et al. erfolgte am 14. Tag der Zellkultur. Zu
diesem Zeitpunkt war der Einfluss der Fetterndhrung auf die Knochenzellen nicht mehr
vorhanden. Dies kann eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse in der

Genexpressionsanalyse von Kollagen 1al sein.

90



Diskussion

Untersuchungen, die direkt das Expressionsmuster von Genen des
Knochenstoffwechsels aus Proben des Femurs von fettreich erndhrten Mausen
ermittelt haben, zeigten unter anderem eine erhdhte Expression von Cathepsin K,
Receptor activator of nuclear factor-kB Ligand (RANKL), Receptor activator of nuclear
factor-kB (RANK) und NADPH Oxidase 2 als Indikatoren fir einen vermehrten
Knochenabbau (Xiao et al. 2010). Im Unterschied zur vorliegenden Studie stellten Xia
et al. (2010) eine erhdhte Expression von Cathepsin K fest. Osteoblasten spezifische
Gene, wie Osteocalcin (Bglap) und alkalische Phosphatase 1, wurden in der
fetterndhrten Gruppe von Xiao et al. (2010) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
herunterreguliert. In der vorliegenden Studie konnte keine Veranderung der Expression
von Osteocalcin festgestellt werden. Jedoch zeigten Xiao et al. (2010) wie auch die
vorliegende Studie eine verringerte Expression von Kollagen lal in Proben des
Femurs bei fetternahrten Mausen. Zuséatzlich beschreiben Xiao et al. (2010) eine
Reduktion der Expression von Kollagen 1a2. Die Autoren schlussfolgern, dass die
Fetternahrung zu einer Veranderung des skelettalen Wachstums fuhrt und einen
schlechteren Knochenstatus zur Folge hat.

Bei der Betrachtung des Studiendesigns der Studie von Xia et al. (2010) fallt auf, dass
die M&ause dort nur Uber einen Versuchszeitraum von 12 Wochen mit einer 21,2%
fettreichen Diat gefittert wurden. In der vorliegenden Studie betragt der
Versuchszeitraum hingegen 23 Wochen mit einer ca. 34% fettreichen Diat. AuRerdem
wurde fur die DNA Microarray Analyse nur das proximale Drittel des Femurs und nicht -

wie in der vorliegenden Studie - der gesamte Rohrenknochen verwendet.

Insgesamt bestétigt die gemessene Reduktion der Kollagen 1lal Expression in
Humerus und Wirbelkorper L3 die in der vorliegenden Studie festgestellten
Veranderungen der Lamellenstruktur der Trabekel in den HE gefarbten
Préaparatanschnitten und stutzt deutlich die Annahme, dass die Fetterndhrung eine

destruierende Wirkung auf den Knochenstatus hat.

6.6 Ultrastrukturanalyse der Trabekel

Die in den elektronenmikroskopischen Abbildungen sichtbare geringere Auspragung
des Osteoidsaumes an der Trabekeloberflache und die im Zytoplasma der
Osteoblasten geringen Anteile an rauem endoplasmatischem Retikulum in den

Versuchstieren decken sich mit den Ergebnissen aus der real-time RT-PCR. Die in der
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real-time RT-PCR festgestellte verminderte Expression von Kollagen 1lal konnte
elektronenmikroskopisch bildlich durch geringere Zytoplasmaanteile der Osteoblasten
und einen geringeren Gehalt an rauem endoplasmatischem Retikulum sowie einen nur
sehr schmal ausgepréagten Osteoidsaum belegt werden.

Die Zellmorphologie der Osteoblasten war nicht nur wegen des geringen
Zytoplasmaanteils besonders auffallend, sondern einige Osteoblasten zeigten Zeichen
einer beginnenden Apoptose mit Verdnderung im Zellkern und Auflésung der
Zytoplasmamembran. Diese Verbindung von Fetterndhrung und Apoptose wird in den
DNA-Microarray Ergebnissen von Xiao et al. (2010) deutlich beschrieben. Xia et al.
(2010) stellen eine starkere Expression von p53 in Knochenproben von fetterndhrten
Mausen fest (Xiao et al. 2010). Die Hochregulation von p53 als Apoptose Marker
hemmt die Osteoblastendifferenzierung und die Knochenausbildung (Wang et al.
2006). Der Zusammenhang zwischen Osteoblastendifferenzierung und p53 sowie die
Beeinflussung des gesamten bone-remodeling Prozesses wird von Liu et al. erneut
unterstrichen (Liu et al. 2010). Im Einklang damit beschreiben Hirasawa et al. (2007),
dass bei Apolipoprotein E defizienten Mausen unter Fetterndhrung eine p53 vermittelte
Apoptose von Osteoblasten zu einer Veranderung der Knochenstruktur fihrt (Hirasawa
et al. 2007). Diese durch Apoptose von Osteoblasten induzierte Hemmung der
Knochenbildung wird auch in anderen Krankheiten, wie rheumatoider Arthritis (Armour
et al. 2001), Glukokortikoid-induzierter Osteoporose (O'Brien et al. 2004) und nicht
belastungsinduzierter Osteoporose (Sakai et al. 2002; Aguirre et al. 2006) beschrieben.
Auch Zhou et al. diskutieren die Rolle von p53 im Alterungsprozess des Knochens
durch Beeinflussung der Osteoblastendifferenzierung aus den mesenchymalen
Stammzellen (Zhou et al. 2008).

Eine verminderte Expression von Markern fir die Osteoblastogenese wurde im
Knochenmark von fetterndhrten Ratten mit reduzierter Knochenmineraldichte in der
Tibia festgestellt und fiihrte zu einer geringeren Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu Osteoblasten mit resultierender schlechterer Knochenstruktur
(Bielohuby et al. 2010).

Die Auflosung der Zellverbandsstruktur von Osteoblasten und endostalen Saumzellen
an der Trabekeloberflache in der Versuchsgruppe zeigt, dass auch die Interaktion und
Adhasion der Zellen untereinander durch die Fetterndhrung stark beeinflusst wird. Die
adharenten Zellkontakte, die die Osteoblasten und endostalen Saumzellen an der
Trabekeloberflache miteinander verbinden (Shin et al. 2000), weisen in der

Versuchsgruppe deutliche Anzeichen einer Lockerung auf. Es wird vermutet, dass die
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Fetterndhrung die Zellen so stark schédigt, dass eine Veranderung des Zytoskelettes
mit Lockerung der adharenten Zellkontakte eintritt.

Die uber gap-junctions mit den Osteoblasten verbundenen Osteozyten scheinen ihre
Zellmorphologie durch die Fetternahrung negativ zu verandern. lonova-Martin et al.
(2010) beschreiben Verdnderungen in der Anordnung der Osteozyten im Bereich der
Kortikalis von fetternahrten Mausen (lonova-Martin et al. 2010). Gap-junctions stellen
eine metabolische und elektrische Verbindung zwischen den im Knochen liegenden
Osteozyten und den auf der Oberflache liegenden Osteoblasten her (Plotkin et al.
2002). Somit konnten Veranderungen im Zellmetabolismus der Osteoblasten auch die
Osteozyten beeinflussen und zu einer weiteren Schadigung der Trabekelstruktur
fihren. Diese Beeintrachtigung der Osteozyten wiegt umso schwerer fir die
Knochenstruktur bei der Annahme der von Rochefort et al. (2010) beschriebenen Rolle
der Osteozyten. Sie beschreiben die Osteozyten als entscheidene Zellen fir die
Koordination von Osteoblasten und Osteoklasten im bone-remodeling Prozess
(Rochefort et al. 2010).

Untersuchungen der Frakturheilung an Mausen mit einer Defizienz fir den gap-junction
Bestandteil Connexin 43 (Civitelli 2008; Lloyd et al. 2010) zeigten, dass sich die
Frakturheilung bei den Knock-out Mausen mit einer reduzierten Knochenmineralisation
und geringerem Knochenvolumen vollzieht (Loiselle et al. 2013). Diese Studie
unterstreicht die Bedeutung eines intakten Zellsynzytiums von Osteozyten und
Osteoblasten zum Erhalt der physiologischen Knochenstruktur. Auch Bivi et al. (2012
und 2013) beschreiben die Bedeutung von Connexin 43 und den Erhalt der gap-
junctions fiir das Uberleben der Osteozyten (Bivi et al. 2012; Bivi et al. 2013). Stains et
al. (2014) unterstreichen die Bedeutung des Connexin 43 als Bestandteil der gap-
junctions fur die Kommunikation zwischen Osteoblasten und Osteozyten zur
Anpassung der Knochenstruktur an die Belastungssituation (Stains et al. 2014). Ein
besseres Verstandnis der Kommunikationssignale Uber gap-junctions zwischen
Osteozyten und Osteoblasten kann somit ein Ansatzpunkt fir eine medikamenttse

Intervention zur Beeinflussung der Knochenstruktur sein.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte in der N&he einer Fraktur im Bereich
der Kortikalis bei Mausen mit Fetternahrung eine Reduktion der Anordnung der
Osteozyten in den Lakunen und eine Veranderung der Lamellenstruktur beobachtet
werden (lonova-Martin et al. 2011). In der vorliegenden Studie zeigten sich &hnliche
Verédnderungen hinsichtlich der gering ausgepragten Lamellenanordnung im Trabekel
und der verminderten Ordnung der Osteozyten in den HE gefarbten

Praparatanschnitten von Femur und Wirbelkdrper (siehe Abb. 10 - 16).
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Somit unterstreichen die auf ultrastruktureller Ebene beobachteten Verédnderungen an
der Trabekeloberflache und Morphologie, insbesondere der Osteoblasten, den
negativen Einfluss der Fetterndhrung auf die Trabekelstruktur.

6.7 Erklarungsansatze fur die Wirkung der Fetterndhrung auf den

Knochen

6.7.1 Auswirkungen in Abhangigkeit von den Bestandteilen der

Fetternahrung

Ein direkter Einfluss von Didtkomponenten auf den Knochenstoffwechsel ist zu
diskutieren. Die verwendete Diat besitzt eine héhere Energiedichte pro Kilogramm und
einen geringeren Kohlenhydratanteil im Vergleich zur Kontrolldiat. Die hoéhere

Energiedichte ist daher maRgeblich durch den hohen Fettanteil bedingt.

Beschrieben werden unterschiedliche Auswirkungen der Bestandteile einer
Fetterndhrung auf den Knochen. Unterschieden wird zwischen Didten mit einem hohen
Anteil an gesattigten Fettsauren, der westlichen Ernahrungsweise entsprechend, sowie
Diaten mit einem erhgdhten Anteil an ungesattigten Fettsduren. In der hier verwendeten
Diat handelt es sich im Fettanteil um tierisches Fett (Schweineschmalz), das
Uberwiegend aus gesdttigten und einfach ungesattigten Fettsauren besteht; 20-30%
Palmitinsaure (16:0), 8-22% Stearinsaure (18:0) und 35-45% Olsaure (18:1)
(www.Altromin.de, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland). Von
diesen Fettsduren ist bekannt, dass sie Entziindungsvorgange unterstitzen, wahrend
héhergradig ungesattigte Fettsduren Entziindungen eher hemmen.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass ein negativer Einfluss zwischen einer
Fetternahrung, vor allem aus gesattigten Fettsduren bestehend, vorliegt. Eine direkte
Einwirkung von Fettsduren auf die Knochenzellen insbesondere Osteoklasten ist zu
diskutieren.

Im viszeralen Fettgewebe induziert die Freisetzung von gesattigten Fettsduren eine
Inflammation und stimuliert die Gewebsmakrophagen (Suganami et al. 2009). In
Zellkulturstudien von Osteoklasten, gewonnen aus fetterndhrten Mausen, scheinen
gesattigte Fettsauren Uber eine Signalkaskade in Verbindung mit Toll-like-Rezeptoren
die Apoptose von Osteoklasten zu verhindern und deren Uberleben zu verlangern (Oh
et al. 2010).
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Die Ergebnisse von Oh et al. zeigen eine direkte Interaktion von gesattigten Fettsduren
und Osteoklasten auf. Dies konnte die destruierende Wirkung der Fetternéhrung auf
die Knochenstruktur miterklaren.

Im Widerspruch zu dieser Annahme steht, dass in der vorgelegten Studie keine
erhOhte Expression von Cathepsin K als Marker fur den Knochenabbau gefunden
wurde. Auch histologisch konnte keine vermehrte Anzahl von Osteoklasten in den
histologischen Praparaten gesehen werden. Eine Lebenszeitverlangerung von
Osteoklasten kann durch die vorliegende Studie nicht widerlegt werden.

Die vorgelegte Studie zeigt eher eine Beeinflussung des knochenaufbauenden Armes
durch die Fettdiat durch Reduktion der Kollagen 1 Expression und Veranderung in der
Ultrastruktur von Osteoblasten und Osteozyten.

Nach klinischen Studien mit mehrfach ungesattigten Omega-3 Fettsauren als Zusatz
zur Nahrung scheint ein schitzender Effekt fir den Knochenstoffwechsel im Menschen
durch diese Fettsduren zu bestehen (Griel et al. 2007).

In Bezug auf die Auswirkung von ungesattigten Fettsauren auf den Knochen wird ein
moderater positiver Effekt auf die Knochenmineraldichte bei &lteren Frauen
beschrieben (Jarvinen et al. 2012). Fraglich bleibt, ob sich dieser Effekt auch auf die
Frakturinzidenz auswirkt (Mangano et al. 2013).

Eine Studie von Xiao et al. (2011) im Mausmodell zeigt, dass beim Zusatz des
Antioxidans Liponsaure zu einer Fettdiat aus gesattigten Fettsduren die Reduktion der
Osteoblasten spezifischen Genexpression Osteocalcin und Kollagen 1lal gehemmt
wird und gleichzeitig die erhdhte Expression Osteoklasten spezifischer Gene wie
Cathepsin K vermindert wird (Xiao et al. 2011a).

In einer weiteren Studie von Xiao et al. wird der schiitzende Effekt von Liponséaure auf
die Genexpression im Knochen bei Fetternahrung nochmals unterstrichen. Auch hier
wird aufgezeigt, dass im Vergleich zur fetterndhrten Gruppe bei Zusatz von Liponsaure
die Expression fir Osteoblasten spezifische Gene, wie Kollagen 1lal und alkalische
Phosphatase, im Vergleich zur Gruppe mit reiner Fetternahrung erhéht ist und dass die
fur die Osteoklasten spezifische Genexpression wie Cathepsin K reduziert ist (Xiao et
al. 2011b). Vermutet wird, dass ein dem Knochenstoffwechsel assoziiertes
antioxidatives System einen entscheidenden Einfluss auf den durch Fetterndhrung
hervorgerufenen Knochenstrukturverlust hat.

Beziglich der bekannten Einflussfaktoren fir den Knochenstoffwechsel, Vitamin D,
Calcium und Phosphat, bestand kein Unterschied zwischen den Didten. Daher kénnen
damit auch keine unterschiedlichen Auswirkungen mit dem Knochenstatus verbunden

sein.
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Soweit bekannt, scheinen Kohlenhydratkomponenten keinen Einfluss auf

Entziindungsvorgéange zu besitzen.

6.7.2 Endokrine Interaktion von Adipozyten und Knochenzellen

In der Beurteilung der Interaktion zwischen Fettgewebe und Knochenzellen missen
auch die endokrinen Funktionen von Adipozyten betrachtet werden. Zusammenhéange
zwischen Fetternahrung und Knochenstruktur sind im Hinblick auf eine vom Botenstoff
Leptin vermittelte Signalkaskade mit einer zentralen Wirkung Uber die
Hypothalamusregion sowie eine direkte, periphere Einwirkung auf die Knochenzellen
beschrieben worden. Leptin kann an Rezeptoren von Osteoblasten binden und hat
einen anabolischen Effekt auf den Knochenstoffwechsel (Thomas et al. 1999; Cornish
et al. 2002). Gleichzeitig wird aber auch eine inhibierende Wirkung auf den
Knochenaufbau Uber eine zentrale Wirkung in der Region des Hypothalamus
beschrieben (Ducy et al. 2000).

Diese unterschiedlichen Effekte kénnen zum Beispiel durch eine zirkadiane Rhythmik
oder das Alter beeinflusst werden. Die genaue Regulation der Knochenzellen Uiber die
Leptin-Signalkaskade ist nicht abschlieRend geklart (Abb. 51) (Gimble 2011; Naot et al.
2014).

Adiponektin, hauptsachlich produziert von Adipozyten, ein Hormon fur die Regulation
von Energiehaushalt, Glukosehaushalt und Fettstoffwechsel sowie mit anti-
inflammatorischen Effekten, kann den Knochenstoffwechsel beeinflussen. Adiponektin
scheint die Osteoblastendifferenzierung aus mesenchymalen Stammzellen zu
stimulieren und koénnte somit die Knochenstruktur beeinflussen (Luo et al. 2005;
Oshima et al. 2005).

Neuere von Adipozyten produzierte Adipokine wie z.B. Visfatin, Vaspin, Resistin oder
fasting-induced adipose factor (Magni et al. 2010) kénnten als weitere endokrine
Signalmolekiile auf die Zellen des Knochenstoffwechsels wirken. Aber auch hier
scheinen die Interaktionen zwischen Knochenstoffwechsel und Adipozyten nicht

vollstandig geklart oder untersucht zu sein (Naot et al. 2014).

Auch die von Pankreaszellen sezernierten Hormone Insulin, Preptin und Amylin
scheinen Einfluss auf die Knochenzellen zu haben und missen bei energiereichen

Diaten als Einflussfaktoren beachtet werden, genauso wie die vom Darm produzierten
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Hormone Ghrelin, Glucagon-like Peptid 1 und 2 sowie Glucose-dependent

insulinotropic peptide.

Knochenaufbau

Leptin P,

| Adip‘)o.z;/ten / -

Adiponektin f-----2" e %

Knochenresorption

Abb. 51 Mdgliche endokrine Interaktion zwischen Fettgewebe und Knochen.
Modifiziert nach Naot et al. (2014).

6.7.3 Differenzierung von Osteoblasten

Betrachtet man die Herkunft der Osteoblasten gibt es bereits bei der Entstehung einen
direkten Zusammenhang zwischen dem Energiehaushalt des Korpers und dem
Knochenmetabolismus. Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten sowie Myozyten
differenzieren sich aus einem gemeinsamen mesenchymalen Stammzellpool (Gregoire
et al. 1998).

Die Osteoblastendifferenzierung kann hierbei durch mechanische Stimulation positiv
beeinflusst werden bei gleichzeitiger Inhibierung der Adipozytendifferenzierung (David
et al. 2007; Sen et al. 2008). Zusatzlich wird bei verstarkter Energieaufnahme die
Adipogenese im Knochenmark gesteigert. Hier besteht ein direkter Zusammenhang
zwischen dem Energiemetabolismus im Korper und der Speicherung von Triglyzeriden
in den Fettzellen im Knochenmark. Vermutet werden unterschiedliche Funktionen von
Fettzellen im Knochenmark, z.B. als Energiespeicher wie im weif3en Fettgewebe oder
als direkter Energielieferant fir das bone-remodelling, die hamatopoetische
Zelldifferenzierung und die mesenchymale Zelldifferenzierung, vor allem im spongitsen
Knochenanteil mit Charakteristika von braunen Fettgewebszellen (Krings et al. 2012;
Lecka-Czernik 2012).
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6.7.4 Inflammation durch das Fettgewebe

Adipositas induziert eine chronische Entzuindungsreaktion im Koérper, die mit klinischen
Krankheitshildern wie einer vermehrten Insulinresistenz, Diabetes und Arteriosklerose
einhergehen kann (Ferrante 2007). Halade et al. (2011) untersuchten den
Zusammenhang zwischen Adipositas vermittelter Inflammation und den
Knochenveranderungen im Mausmodell. Hier fiihrte die Fetternahrung zur vermehrten
Expression von Osteoklasten spezifischen Genen, wie zum Beispiel Cathepsin K in
Proben aus dem Femur der fetterndhrten Mause (Halade et al. 2011).

Bekannt ist, dass Adipozyten proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1, 6 und
Tumornekrosefaktor a produzieren und dieser Prozess im Mausmodell mit dem Alter
zunimmt (Wu et al. 2007). Ein Zusammenhang zwischen diesen Zytokinen und
vermehrter Knochenresorption wurde bereits von Kwan Tat et al. beschrieben (Kwan
Tat et al. 2004). Auch Zhang et al. erwdhnten die Stimulation der Osteoklastogenese
durch den Entzindungsmediator Tumornekrosefaktors a (Zhang et al. 2001).
Gleichzeitig wird die Osteoblastendifferenzierung bei einer Entzlindungsreaktion mit
einhergehender Ausschittung von Tumornekrosefaktor a reduziert (Gilbert et al. 2000).
Interleukin 6 beeinflusst ebenfalls die Osteoblastendifferenzierung und kann bei reifen
Osteoblasten die Apoptose induzieren (Li et al. 2008). Beide Mechanismen, die
Stimulation der Osteoklastogenese und die Hemmung der Osteoblastogenese,
konnten bei einer chronischen Entzindungsreaktion durch Fetterndhrung die
Veréanderung der Knochenstruktur erklaren.

Auch Kyung et al. zeigen in einer weiteren Studie einen Zusammenhang zwischen
einer chronisch niedrigen Entziindungsreaktion bei Fetternahrung tber 13 Wochen bei
mannlichen Mausen und der vermehrten Osteoklastogenese auf (Kyung et al. 2009).
Parhami et al. weisen einen Zusammenhang zwischen einer atherogenen Diat
(Fettanteil 15,8%) und der Inhibierung der Osteoblastendifferenzierung fir den
Knochenaufbau sowie einer Reduktion der Knochenmineralisierung nach (Parhami et
al. 1999; Parhami et al. 2001).

Diese Ansatze fiur die Erklarung des Zusammenhanges zwischen Adipozyten und
Knochenzellen zeigen, dass die Verzahnung zwischen Energiemetabolismus und
Knochenstoffwechsel deutlich enger ist als bisher angenommen und dass der
Knochenstoffwechsel nicht als separates Regelkreissystem betrachtet werden kann.

Die vorliegende Studie unterstreicht eindeutig den Zusammenhang zwischen

Fetterndhrung und Knochenstoffwechsel.
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Abgesehen von den endogenen Mechanismen zwischen Adipozyten und
Knochenzellen bleibt zu klaren, in welchem Umfang eine unmittelbare Wirkung von
geséattigten  Fettsduren eine Inflammation induziert und die Zellen des
Knochenstoffwechsels beeinflusst.

Die Fetternahrung hat im verwendeten Mausmodell einen negativen Einfluss auf die
Knochenstruktur und insbesondere die Osteoblasten scheinen in ihrer Funktion durch
die Fetterndhrung geschadigt zu werden. Der lange Versuchszeitraum erméglicht auch

eine Betrachtung der Langzeitfolgen dieser Ernahrung flr den Knochen.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Fragestellung der Beeinflussung der Knochenstruktur und
der Knochenhomoostase durch Fetternéhrung experimentell bearbeitet. Eine negative
Beeinflussung der Trabekelstruktur des Knochens, eine Reduktion der Kollagen1a1-
Expression der Osteoblasten und Veranderungen auf Ultrastrukturebene durch die

Fetterndhrung konnten nachgewiesen werden.

Weiterer Forschungsbedarf besteht vor allem in der Aufklarung der molekularen
Signalkaskaden, die durch eine fettreiche Ernahrung beeinflusst werden und die zu
den Mikrostrukturverdnderungen im Knochen fiihren. Eine Klarung der genauen
Beziehungen in dem vermuteten ,cross-talk® zwischen Energiehaushalt und
Knochenstoffwechsel ist fir das Verstandnis der Veranderung des Knochens durch
Fetterndhrung entscheidend. Durch die weitere Erforschung der molekularen
Signalkaskaden, die durch Fetterndhrung beeinflusst werden und zur Regulation des
Knochenstoffwechsel beitragen, kénnten sich Mdoglichkeiten fir eine protektive
pharmakologische Therapie ergeben.

Weiterhin ist von Interesse, ob die festgestellte Knochenstrukturverdnderung nach
Fetternahrung eine Reversibilitat aufweist und somit Anderungen in
Erndhrungsgewohnheiten wieder zu einer Verbesserung des Knochenstatus fiihren
konnten. Dieses ware auch im Hinblick auf die Abstimmung von Therapiekonzepten,
z.B. bei Fragen der Verankerung von Endoprothesen in Knochen von Bedeutung. Im
Vergleich zu den Untersuchungen von Fetterndhrung und Adipositas auf
Stoffwechselerkrankungen und auf kardiovaskulare Erkrankungen besteht hinsichtlich

der Auswirkung auf Skelett und Knochenaufbau noch vielfaltiger Klarungsbedarf.
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8 Zusammenfassung

Adipositas als Risikofaktor fur Stoffwechsel- oder kardiovaskulare Erkrankungen ist
allgemein akzeptiert, wohingegen der Einfluss von Fetterndhrung auf den
Knochenstoffwechsel weiterhin kontrovers diskutiert wird. Ziel der vorliegenden Studie
war es, den Einfluss der Fetternahrung auf die Knochenstruktur und den
Knochenstoffwechsel im Mausmodell grundlegend zu untersuchen.

Uber 23 Wochen wurden 13 vier Wochen alte C57BL/6J Mause mit einer high-fat diet
(60% der umsetzbaren Energie aus Fett) oder einer Standarddiat (10% der
umsetzbaren Energie aus Fett) gefiuttert. Der Knochenstatus der Tiere wurde mittels
Knochendichtemessungen (DXA-Messung), enzym- und immunhistologischer
Untersuchungen, histomorphometrischer Untersuchungen sowie durch
Transmissionselektronenmikroskopie und real-time RT-PCR ermittelt. Zur statistischen
Auswertung der experimentellen Ergebnisse wurde der Mann-Whitney-Test
angewendet, wobei p = 0,05 als Signifikanzniveau festgelegt wurde.

Die DXA-Messungen zur Bestimmung der Knochenmineraldichte ergaben keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. In den histologischen
Untersuchungen zeigte sich ein Unterschied in Struktur und Gréf3e der Trabekel sowie
im Verlauf der Lamellen innerhalb der Trabekel in der fetternahrten Gruppe. Eine
signifikante Reduktion (p = 0,026) der Trabekelflache konnte histomorphometrisch im
distalen Femur nach Fetterndhrung gemessen werden. Die Osteoblasten und
Osteoklasten, die mittels enzymhistochemischer Methoden markiert waren, wiesen
keine lichtmikroskopischen Unterschiede auf. Im Transmissionenelektronenmikroskop
waren bei der Versuchsgruppe die Zellkontakte der Osteoblasten an der
Trabekeloberflache deutlich verandert. Weiterhin wurde bei der Versuchsgruppe ein
verminderter Osteoidsaum festgestellt. Auf molekularer Ebene wurde eine signifikante
Reduktion in der Kollagen-1 Expression sowohl im Humerus (p = 0,002) als auch im
Wirbelkdrper L3 (p = 0,004) der Versuchsgruppe gezeigt.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen mittels zell- und molekularbiologischer Methoden
nach, dass eine fettreiche Erndhrung einen negativen Einfluss auf den Knochenstatus
hat. Die Befunde stehen damit im Einklang mit biomechanischen (lonova-Martin et al.
2010), molekularbiologischen (Xiao et al. 2010) und pCT-Analysen (Cao et al. 2009;
Cao et al. 2010; Patsch et al. 2011), die ebenfalls einen negativen Einfluss einer
fettreicher Diat im Mausmodell zeigen konnten. Diese experimentellen Daten
bestatigen den im Klinischen Alltag bekannten Einfluss von Adipositas auf das
Frakturrisiko. Sie weisen darauf hin, dass das Frakturrisiko als Folge der Adipositas

nicht nur durch die mangelnde Koordinationsfahigkeit Ubergewichtiger Patienten
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bedingt ist, sondern wahrscheinlich auch durch molekularbiologische Prozesse im

Knochenstoffwechsel beeinflusst wird.
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9 Summary

Obesity is well known to be a risk-factor for metabolic and cardiovascular diseases. But
the influence of a high-fat diet on bone metabolism has been discussed controversially.
The purpose of this study was to gain a broader view of changes in bone structure and
bone metabolisme in high-fat diet mice.

The study was conducted with thirteen 4 week old C57BL/6J male mice, which were
fed either a high-fat diet (HFD) (60 kcal% as fat) or regular laboratory chow (10 kcal%
as fat) for 23 weeks. To explore the effects of high-fat diet on bone structure we used
DXA-Scan, enzyme- and immune-histology, bone histomorphometry, real-time RT-
PCR and transmission electron microscopy (TEM). The results were statistically
evaluated with the Mann-Whitney-Test. Differences were considered to be significant at
p = 0.05.

Results of bone densitometry using DXA-scanning did not show significant differences
between the groupes. Histology of cancellous bone revealed group differences in size
and lamellar structure. Histomorphometric results showed a significant reduction (p =
0.026) of trabecular surface in distal femora of HFD mice. Differences in number or
differentiation grade of osteoblasts and osteoclasts could not be detected by means of
enzyme histochemistry. Transmission electron microscopy images of the vertebra of
HFD mice showed loose cell-cell contacts between osteoblasts on the trabecular
surface and a smaller osteoid rim. The Collagen 1 expression was significantly reduced
in humeri (p = 0.002) and vertebrae L3 (p = 0.004) of HFD mice. The results of this
study underline the negative effects of a high-fat diet on the bone status of mice.

The results are in coincidence with biomechanical (lonova-Martin et al. 2010),
molecular biology (Xiao et al. 2010) and puCT-analysis (Cao et al. 2009; Cao et al.
2010; Patsch et al. 2011) findings also demonstrating negative effects of a high-fat diet
on bone metabolism. They confirm the in clinical trials well established relation
between obesity and a higher fracture risk because of poorer posture control. In
addition changes in microstructure or bone metabolism through a high-fat diet might

also contribute to an increased fracture incidence of obese patients.
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