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I. Einleitung

Die Osteoporose ist eine ,,Volkskrankheit“ von der zurzeit in Deutschland 5,2 Millionen
Frauen und 1,1 Millionen Méanner ab 50 Jahren betroffen sind. (Hadji et al. 2012) Bei der
Osteoporose kommt es zu einem Uberméligen Abbau der Knochensubstanz und -struktur und
somit zu einer Abnahme der Knochendichte.

Die Wahrscheinlichkeit von osteoporotischen Knochenbriichen in der Altersgruppe von 25 —
74 Jahren liegt bei ca 45% bei den Ménner und 31% bei den Frauen. In der Altersgruppe der
65 — 74 jahrigen liegt sie bei den Mannern bei 42% und bei den Frauen bei 40%. Die
Héufigkeit der Knochenbriiche ist bei den Frauen dieser Altersgruppe (65 — 74 Jahre)
gegenuber den 25- bis 74 jahrigen erhoht. (Meisinger et al. 2002)

Es wird eine erhohte Inzidenz von Frakturen pro Jahr von 3,5 Millionen in 2010 bis zu 4,5
Millionen in 2025 vorausgesagt, was einem Anstieg von 28% entspricht. (Hernlund et al.
2013)

Um diesen Trend aufzuhalten ist die Verbesserung von Diagnose- und Therapiemdglichkeiten
durch neue Forschungsansatze erforderlich. Fiir das Verstandnis der Pathomechanismen und
darauf aufbauenden Interventionsmaglichkeiten ist die Analyse der Architektur des Knochens
unerlésslich. Eine optimale Bildgebung ist daher nicht nur der Schlissel zur sicheren
Diagnose sondern auch zur Uberwachung der Effizienz moglicher therapeutischer Ansatze.
Bisher gilt die Zwei-Energie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) als Goldstandard fir die
Diagnose, Prognose und die Einschatzung des Therapieerfolges. Die DXA ermdglicht durch
Erfassung des Ausmalies der Knochendichteerniedrigung eine Einschatzung des individuellen
Frakturrisikos. (WHO 2003; Kanis et al. 2008; Brunader R. 2002)

Ein weiteres Standardverfahren stellt die quantitative Computertomographie (QCT) dar, die
im Gegensatz zur DXA eine Beurteilung von kortikalen und trabekuldren kndchernen
Strukturen erlaubt. (WHO 2003)

Zur genaueren Analyse der Mikroarchitektur und der Zellaktivitdit dient die
Histomorphometrie. In dieser wird histologisch in der zweidimensionalen Ebene die
Knochenstruktur, der Knochenumbau und somit auch die Zellaktivitat quantifiziert. Der
zweidimensionale Ausschnitt wird mittels Extrapolation und eines standardisierten
stereologisches Verfahren in eine dreidimensionale Struktur Gberfuhrt. (Parfitt et al. 1987,
Kulak und Dempster 2010; J.H. Waarsing 2005) Die weitere Entwicklung geht bis zur

automatischen Bildanalyse mit einer Stereologie-Software. (Kulak und Dempster 2010)
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1.1 Definition der Osteoporose

Osteoporose ist eine systemische Erkrankung des Skeletts. Sie ist durch eine geringe
Knochendichte und eine Zerstérung der Mikroarchitektur des Knochens gekennzeichnet,
woraus eine erhohte Knochenbriichigkeit resultiert. Aufgrund einer geringeren maximalen
Knochenmasse und hormonellen Verdnderungen in der Menopause, tritt die Osteoporose bei
Frauen dreimal so haufig wie bei Mannern auf.

Da die Osteoporose zunachst asymptomatisch verlauft und die Inzidenz klinisch relevanter
Frakturen anfénglich sehr gering ist, erfolgt die Diagnose im Frihstadium sehr selten. Die
Inzidenz von Frakturen steigt erst im vorgeschrittenen Alter an, wenn bereits ein deutlicher
Verlust der Knochendichte aufgetreten ist. Dadurch ist ein Anstieg vor allem in der
Morbiditét aber auch in der Mortalitat zu verzeichnen. (WHO 2003 )

Validierte internationale Klassifikationskriterien existieren nicht. (J. D. Ringe 2008)

Eine allgemeine diagnostische Einteilung wurde von der WHO basierend auf Messungen mit
der Zwei-Energie-Rontgenabsorptiometrie (DXA) veroffentlicht. Dabei bezieht man sich auf
die Knochenmineraldichte (BMD) und die Abweichung vom T-Score (Mittelwert der
Spitzenknochenmasse der spezifischen Normbevolkerung).

Folgende Kategorien werden unterschieden:
- Normal: BMD innerhalb einer Standardabweichung (SD) unter dem T-Score
=> T-score > -1
- Osteopenie: BMD uber -1 SD und tber -2,5 SD
=> -1>T-score >-2.5
- Osteoporose: BMD von -2.5 SD oder mehr
=> T-score >-2.5
- Massive Osteoporose: BMD von -2.5 SD oder mehr bei Vorliegen von einem oder
mehreren Briichen.
(WHO 2003; Dachverband Osteologie e. V. 2011)



1.2 Pathophysiologie der Osteoporose

Die Fragilitat der Knochen resultiert im Wesentlichen aus folgenden drei Faktoren:

- das Nichterreichen der optimalen Knochenmasse und Starke wahrend des Wachstums

- UbermaRige Knochenresorption und resultierend ein Verlust an Knochenmasse und

Zerstorung der Mikroarchitektur des Knochens
- erhohter Knochenabbau als Folge einer inadédquaten Reaktion auf den natdrlichen
Umbau (,,bone remodeling®) (Raisz 2005)

Bei der Pathogenese der Osteoporose spielt der natiirliche Knochenauf- und Abbau eine
zentrale Rolle. Eine Storung dieser Balance sorgt dafiir, dass der Knochen vermehrt abgebaut
wird.
Dieser Prozess findet zum einen in den Havers Kanalen der Kompakta oder an der Oberflache
der Trabekel statt. Sichtbar wird dies durch unregelmaRige Howship Lakunen. Durch den
Abbau der Trabekel verliert der Knochen die Matrize fir den Wiederaufbau und wird
zusatzlich durch unbesetzte Howship Lakunen oder Havers Kanale weiter geschwécht. (Raisz
2005)
Zu den verantwortlichen Zellen gehdren die Osteoklasten, multinukledre Riesenzellen, welche
aus der Fusion von Monozyten, also haematopoetischen Stammzellen, entstehen (ltzstein et
al. 2011) Die Aktivierung der haematopoetischen Stammzellen zu Osteoklasten erfordert vor
allem ein Zusammenspiel mit den Osteoblasten, den Knochenbildnern. (Raisz 2005) Als
einzige Zellen in unserem Korper, sind die Osteoklasten in der Lage extrazelluldre
Knochenmatrix abzubauen bzw. zu resorbieren. Diese Fé&higkeit ist fur die Entstehung des
Knochens wahrend der Entwicklung, fir die kontinuierliche Reparatur von kleinsten Schaden
in der Substanz und fur die Anpassung an mechanische Belastung von groRer Bedeutung.
Jegliche Storung, vor allem die Erhéhung ihrer Aktivitat, wird mit einigen weit verbreiteten
Knochenkrankheiten, einschlielich der postmenopausalen Osteoporose, in Verbindung
gebracht. (Itzstein et al. 2011)
Da die Dauer der Resorption wahrend des Knochenumbaus deutlich kirzer ist als die des
Aufbaus resultiert aus jeder Erhéhung des ,,bone remodeling* ein Verlust der Knochenmasse.
(Raisz 2005)
Es wird vermutet, dass die altersbedingte Dysfunktion der Osteoblasten sowohl von &uReren
als auch von zelleigenen Mechanismen verursacht wird. Zu den &uRBeren Mechanismen zahlen

die altersbedingten Verdanderungen im Hormonlevel und der Konzentration der



Wachstumsfaktoren, zu den inneren der natlrliche Alterungsprozess der Zellen. (Marie und
Kassem 2011)

1.2.1 Rolle der Sexualhormone bei der Entstehung der postmenopausalen Osteoporose

Der postmenopausale Knochenverlust wird in zwei charakteristische Phasen, die frihe
beschleunigte und die langsame altersbedingte Phase unterteilt.
Die frihe Phase beginnt mit dem Einsetzen der Menopause und ist durch den Abfall der
Serumkonzentration der Sexualhormone gekennzeichnet. Wahrend des 2 — 4 jahrigen
Ubergangs in die postmenopausale Phase ist der Abfall des Ostrogen-Spiegels signifikanter
als der des Testosteron-Spiegels, das weiterhin von der Nebennierenrinde und dem ovariellen
Interstitium gebildet wird.
Die spate langsame Phase des Knochenverlustes ist vor allem durch die Erhéhung des
Serumspiegels des Parathormons (PTH) gekennzeichnet. (Riggs et al. 2002) Der
Calciummangel wird dadurch verursacht, dass der positive Effekt des Ostrogens auf die
gastrointestinale Absorption und die renale Resorption vermindert ist bzw. wegféllt. (Nordin
1997) Diese Phase beginnt ca. 10 - 15 Jahre nach der Menopause bzw. 5 — 10 Jahre nach der
schnellen Phase des Knochenverlustes. (Riggs et al. 2002)
Der postmenopausal niedrige Ostrogenspiegel gehort zu den bedeutendsten Ursachen fiir die
Osteoporose. Die Wirkung des Ostrogens hat einen sowohl ana- als auch katabolen Charakter.
In der Pubertat geht die Resorption mit einem vermehrten Knochenaufbau -einher,
wohingegen nach der Menopause ein schneller und kontinuierlicher Knochenabbau
stattfindet. Ein wichtiger Angriffspunkt des Ostrogens ist der Rezeptor-Aktivator von NF-kB
(RANK) und sein Ligand (RANKL). Die multiple Wirkung des Ostrogens beeinflusst die
Expression von (RANKL) oder Osteoprotegerin (OPG) durch die Osteoblasten, die Zytokin-
Produktion durch T-Lymphozyten, die Hemmung von differenzierten Osteoklasten und die
Knochenbildung durch Osteoblasten oder Osteozyten als Antwort auf mechanische Belastung.
(Riggs et al. 2002; Raisz 2005)
Der trimere Komplex aus OPG, RANKL und RANK ist verantwortlich fir die
Aufrechterhaltung des physiologischen Knochenumbaus. (Szulc et al. 2011) Die Produktion
von RANKL findet in Osteoblasten, Knochenmarkszellen, Chondrozyten und aktivierten T-
Lymphozyten statt und wird durch calciotrophe Hormone (z.B. Parathormon) reguliert.
RANK wird auf den Oberfliche von Osteoprogenitorzellen, reifen Osteoklasten,
Chondrozyten, dendritischen Zellen und Trophoblasten exprimiert und dient als Rezeptor.
OPG st ein loslicher Rezeptor, der von Osteoblasten, Knochenmarkszellen und follikuléren
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dendritischen Zellen gebildet wird und um die Bindungsstelle am RANKL mit dem RANK
konkurriert. Beide Rezeptoren, OPG und RANK, wirken antagonistisch und vermitteln eine
Inhibition der Osteoklastendifferenzierung und blockieren somit die Knochenresorption.
Ostrogen stimuliert die OPG-Sekretion der Osteoblasten und sorgt fir die Hemmung der
RANKL-Produktion. Zwischen der Ostrogen-Produktion und OPG-Sekretion besteht ein
proportionaler Zusammenhang mit einem anti-resorbierenden Effekt.

Die geringere postmenopausale Ostrogenproduktion resultiert in einer verminderten OPG-
Sekretion und damit verbunden einer gesteigerten Knochenresorption als Ursache der
Osteoporose. (Kohli und Kohli 2011; Riggs et al. 2002)

Testosteron ist ein weiteres Sexualhormon das im weitesten Sinne die gleichen Effekte wie
Ostrogen auf den Knochenstoffwechsel besitzt. Allerdings greift das Testosteron in anderen
Phasen der Differenzierung der Osteoblasten ein und zeigt dartiber hinaus auch eine andere
Wirkung an den verschiedenen Bereichen des Skeletts. Testosteron erhoht im Gegensatz zum
Ostrogen die periosteale Anlagerung des Knochens. (Riggs et al. 2002)

1.2.2 Rolle des Calciums und Vitamin Ds

Eine weitere wichtige Rolle spielt das Vitamin D, welches tber den Einfluss auf die
Konzentration von PTH und Calcium auf die Umbauprozesse im Knochen wirken kann.
(Sheryl F Vondracek 2009; Nordin 1997)

Eine erniedrigte Konzentration an 25-Hydroxy-Vitamin D kann durch eine verminderte
Zufuhr entstehen und unterliegt dartber hinaus saisonalen Schwankungen. (Nordin 1997) Ein
relatives Defizit an 25-Hydroxy-Vitamin D flhrt zu einer reduzierten Calciumabsorption und
einem sekundaren Hyperparathyreoidismus. Dadurch wird die Knochenresorption, der Abbau
des Calciums aus dem Knochen, erhéht. (Sheryl F VVondracek 2009)

Calcium ist ein essentieller Nahrstoff, der dem Knochen mechanische Stabilitat verleiht und
dort als Calcium - Vorrat gespeichert wird. Im Falle eines Calciummangels kann dieser
Speicher durch Knochenresorption mobilisiert werden. Verursacht wird dieser Zustand zum
Beispiel durch einen 25-Hydroxy-Vitamin D-Mangel, eine reduzierte Calciumaufnahme, eine
schlechte Calciumresorption oder durch den Verlust von Calcium Uber den
Gastrointestinaltrakt, die Niere oder die Haut. (Nordin 1997)

Der sekundére Hyperparathyreoidismus geht mit einer kontinuierlichen endogenen PTH-
Produktion einher und fuhrt, wie die exogene Gabe von PTH, zu einer erhdhten PTH-

Konzentration.



Dies resultiert in einer gesteigerten Osteoklastenaktivitdt mit sekundérer Freisetzung von
Calcium aus der Knochensubstanz und damit verbunden zur Schadigung des Skeletts.
(Neuprez und Reginster 2008) Dennoch fiihren intermittierende Gabe von niedrig dosiertem
PTH zu einer Erhéhung der Osteoblasten-Aktivitat. Dabei wird die Anzahl der Osteoblasten
erhoht, die Differenzierung beschleunigt, die Apoptose inhibiert und die ,lining cells’
reaktiviert. (Doggett 2002)

Durch die Reaktivierung nehmen die ‘lining cells’, Osteoblasten, die nach dem
Knochenaufbau auf der Knochenoberflache persistieren (Aubin J) ihre Funktion, die
Produktion der Matrix, wieder auf. Die genannten Angriffspunkte ermdglichen daher eine
Zunahme der Knochenmasse und eine Verbesserung der Mikroarchitektur in Spongiosa und
Kompakta. (Borba und Marfias 2010)

Dies gilt auch fiir die Osteoporose, die aus einem Mangel an Sexualhormonen, einer Therapie
mit Glukokortikoiden oder aus dem natirlichen Alterungsprozess resultiert. (Hodsman 2005;
Marie und Kassem 2011)

1.2.3 Der Einfluss auf die Kortikalis und die Spongiosa

Die Osteoporose manifestiert sich sowohl an der Kortikalis als auch an der Spongiosa, jedoch
mit unterschiedlicher Auspragung. Es zeigte sich, dass der Knochenverlust vorallem im
trabekuléren Teil des Knochens stattfindet. (Genant et al. 2008; C. A. Lill 2002; Berning et al.
1996) Genant et al. konnten einen mittels single-photon-apsorptiometry einen Knochenverlust
von 18% in der Spongiosa und von nur 4% in der der Kortikalis feststellen. (Genant et al.
2008) Der Zustand der Kortikalis ist insofern von groRer Bedeutung, da schon feine
Verénderungen der Mikroarchitektur einen grofien Effekt auf die mechanische Stabilitat des
ganzen Knochens haben. (Donnelly et al. 2010) Vorallem die intrakortikale Porositat
beeinflusst die Stabilitdt und Starke des Knochens. Je ausgeprégter die intrakortikale Porositét
ist, desto hoher ist auch das Frakturrisiko. (McCalden et al. 1993; Schneider et al. 2007) Eine
Zunahme der intrakortikalen Porositat bei konstanter BMD konnten McCalden et al. als ein
Charakteristikum des natlrlichen Alterungsprozesses an 235 Kortikales-Proben (20 -102
Jahre) feststellen. (McCalden et al. 1993) Eine unterschiedliche Auspragung des
Knochenverlustes zeigt sich nicht nur im Vergleich zwischen Spongiosa und Kortikalis,
sondern auch im Vergleich zwischen der metaphysealen und diaphysealen Kortikalis. Es
konnte gezeigt, werden dass eine Ovariektomie (stellvertretend fir die Osteoporose) keinen
oder nur einen geringen Einfluss auf die Kortikalis der Metaphyse hat. (Brouwers et al.
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2009a; Shen et al. 1997; Bourrin et al. 2002; C. A. Lill 2002) Neben der Vermehrung der
intrakortikalen Porositat manifestiert sich der Knochenverlust auch durch eine Veranderung
der Kortikalisdicke. Jiang et al. und weitere konnten eine Verringerung der Kortikalisdicke als
Zeichen des Alterungsprozesses feststellen. (Jiang et al. 2003; Kobayashi et al. 2002; Sato
2002) Brouwers et al. zeigten eine Verbreiterung der Kortikalis in der Diaphyse(Brouwers et
al. 2009a), wohingegen andere keinen Verdnderungen in der Kortikalisdicke feststellen
konnten(Hara et al. 2007; Kippo et al. 1998).

1.3 OV X-Ratten als Model fir die postmenopausale Osteoporose

Die ovariektomierte Ratte ist ein weitverbreitetes und gut geeignetes Model fur die
postmenopausale Osteoporose, da sie die Eigenschaften des Ostrogen-entleerten
menschlichen Skeletts abbildet und auf therapeutische Praparate reagiert. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist die Reproduzierbarkeit einer spongidésen Osteoporose im Rahmen der
biologischen Antwort/Reaktion. Die vorherrschende zellulare Aktivitat an der Oberflache des
spongidsen Knochens ist hier das Remodeling, welches mit dem Verlust der Knochensubstanz
einhergeht. Auch der kortikale Knochen zeigt in geringem MaRe ein intrakortikales
Remodeling als Reaktion auf die kritische metabolischen Bedingungen/ Situation nach der
Menopause. (Jee WS 2001; Yoon et al. 2012)

Durch die Ovariektomie wird ein Ostrogen-Mangel induziert, der auch bei Frauen in der
Menopause als Ursache fir die Osteoporose gilt. (Lelovas et al. 2008; Inada M 2011; Jee WS
2001)

Nach der Ovariektomie Uberwiegt zunachst die Knochenresorption gegeniiber dem
Knochenaufbau, wodurch ein Verlust an Knochenmasse zu verzeichnen ist. Nach kurzer Zeit
tritt ein so genannter ,steady state’ ein, bei dem sich Resorption und Aufbau im
Gleichgewicht befinden. (T. J. Wronski 1988)

Der Verlust an Knochenmasse ist 14 Tage nach Ovarektomie am deutlichsten in der
proximalen Tibia Metaphyse, wihrend der ,steady state’ erst nach 90 Tagen erreicht wird. Die
Knochenmasse in den Epiphysen langer Knochen und der distalen Tibia Metaphyse bleibt
unverandert.

Wie beim menschlichen Skelett, findet auch bei Ratten das so genannte ,remodelling’ statt,
wobei Aktivierung, Resorption und Aufbau wiederholt aufeinander folgen.

Der Ubergang vom Aufbau zum Umbau hangt von der Reduktion des longitudinalen

Knochenwachstums ab. Dies tritt ein, sobald die maximale Knochenmasse erreicht wird, was
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bei Ratten nach ca. 9-10 Monaten der Fall ist. Das bedeutet, dass nun das ,remodeling’ der
vorherrschende Prozess ist und erst zu diesem Zeitpunkt représentative Ergebnisse erzielt
werden konnen. (Lelovas et al. 2008; Jee WS 2001) Deshalb werden ovariektomierte Ratten
haufig fir die Forschung tber postmenopausale Osteoporose genutzt.

Es konnte auch gezeigt werden, dass altere Ratten (56 Wochen) mit ausgereiftem Skelett
besser die altersbedingten Knochenveranderungen zeigen als jiingere Ratten (26 Wochen).
(Claudia Cardoso Netto 2012)

Da eine Ovariektomie zu einer Steigerung des ,remodelings’ und zu einem Ungleichgewicht
zwischen Auf- und Abbau und damit zu einem Verlust der Knochenmasse fuhrt, kann man
also sagen, dass sie bei Ratten, deren Skelett ausgewachsen ist, ahnlichen Bedingungen, wie

in der Menopause, verursacht. (Omi und Ezawa 1995; Lelovas et al. 2008; Yoon et al. 2012)

1.4 Mikro-Computertomographie

1.4.1 Grundprinzip der Computertomographie

Die Computertomographie (CT) ist eine radiologische Bildgebungstechnik, die durch
computergestutzte Auswertung vieler, aus verschiedenen Richtungen aufgenommener
Rontgenaufnahmen eines Objektes Schnittbilder erzeugt.

Die Erstellung des Bildes beginnt mit der Erfassung von radiografischen Projektionen, die in
frei definierbaren Winkelschritten 360° um das Objekt gewonnen werden. Fur die
dreidimensionale Darstellung werden die Projektionen durch einen Computer, basierend auf
der Radon-Projektions-Theorie, verrechnet. (L. A. Feldkamp 1984) Ebenso wie in der
einfachen Radiografie bildet das rekonstruierte Bild die lokalen Dichteverhaltnisse, die
abhangig von der Elektronendichte des Objektes sind, ab. Der Kontrast zwischen weichem
(nicht mineralisiertem) und mineralisiertem Gewebe ist im CT gut sichtbar, da zum Beispiel
Knochen eine relativ hohe Elektronendichte besitzt. Dies liegt an der elektronendichten
anorganischen Matrix, dem Calcium - Hydroxylapatit. (Berger MJ und NIST 1990)

Die gemessene Absorption verlduft linear zur Lange des Materials, welches die Strahlen
durchdringen. Dadurch kdnnen parallel quantitative Messungen der Knochenmineraldichte
durchgefuhrt werden. Die Justierung der Graustufen wurde an Phantomobjekten mit
bekannten Hydroxylapatit-Konzentrationen durchgefiihrt. Somit koénnen hochauflésende

Bilder von der trabekuldaren Mikroarchitektur und der kortikalen Ultrastruktur erstellt werden.



Verfahren mit einer rdumlichen Auflésung zwischen 1 und 100 um werden als Mikro-CT
bezeichnet. (Faulkner et al. 1993; Burghardt et al. 2008; Burghardt et al. 2011)

Die Mikro-Computertomographie findet daher ihr Anwendungsgebiet vor allem in der
Analyse von Knochenersatzmaterialien und in der Biomedizinischen Forschung. (Feldkamp et
al. 1989; Rossella Bedini 2009; Kyriazis und Tzaphlidou 2004; Sasov und Van Dyck 1998;
Kuhn et al. 1990)

1.4.2 Aufbau des Mikro-CTs

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zwei Micro-CTs verwendet (Skyscan 1072, 1173,
Belgien).

Die beiden Systeme basieren auf einer Mikrofokus-Rontgenréhre (20-80 kV bzw. 40 —
130kV, 0-100 pA), die Rontgenstrahlen in Form eines Strahlenkegels produziert. Die
maximale Auflésung betragt 8um bei 8W bei dem SkyScan 1072. Bei der leistungfahigeren
,high-energy® - Version, dem SkyScan 1173 betragt die maximale Auflésung 4 — 5 um bei
8W.

Der Scanner ist mit einer Spannungsquelle und einer Steuerelektronik versehen und befindet
sich in einem rontgendichten Gehduse. Daruber hinaus sind noch zwei PC-Einheiten
angeschlossen, die fur die Geratesteuerung und die Bildkonstruktion benétigt werden.

Der Probeschlitten befindet sich auf einer drehbaren Achse zwischen der Mikrofokus-
Rontgenrdhre und dem CCD-Detektor (charged coupled device). Dadurch ist nicht nur eine
Rotationsbewegung zwischen 0,45°-0,90° in frei definierbaren Winkelschritten sondern auch

die Bewegung entlang der Langsachse maglich.

Probe Objektiv

réntgenréhre

Mikrofokus- I

Rotations- Fluoreszierende
biuhne Kristallplatte

CCD-Detektor

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines pCT mit Kegelstrahlgeometrie. Abbildung von E.L. Ritman,
Department of Physiology and Biomedical Engineering, Mayo Clinic, Rochester, MN, USA.




1.5 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Das Teilprojekt T1 des Sonderforschungsbereiches Transregio 79 (SFB/TR 79) dient zur
Etablierung und Qualitatssicherung osteoporotischer Tiermodelle. Im Rahmen dieser Arbeit
erfolgt eine mikro-computertomographische Untersuchung der Wirbelkérper (Th10) und der
proximalen Tibiae von ovariektomierten Ratten, bei denen durch diatetische MalRnahmen ein
osteoporotischer Knochenstatus induziert wurde.

Nach einem Monat, beziehungsweise 3, 12 und 14 Monaten wurden die Strukturparameter zur
Charakterisierung der trabekularen Mikroarchitektur mittels mikro-computertomographischer
Schnittbilder und Rekonstruktionen berechnet. Die erhobenen Daten erlauben die visuelle,
qualitative und quantitative Darstellung der trabekuldren Mikroarchitektur im zeitlichen
Verlauf sowie im Vergleich zu gleichaltrigen gesunden Tieren.

In dieser Arbeit wird untersucht wie sich die Kombination einer postmenopausalen
Stoffwechsellage und einer zusatzlichen Diat auf den osteoporotischen Knochenstatus im
Kleintiermodell auswirkt und ob der Status der Osteoporose im Tiermodell qualitativ und

quantitativ verbessert und optimiert werden kann.
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Material und Methoden

2.1 Tiermodell

Das Versuchsvorhaben mit dem Geschéaftszeichen V54-19¢20-15(1)G120/28 Nr.89/2009
wurde durch das Regierungsprésidium Gielen im Rahmen des
Sonderforschungsbereiches/Transregio 79 fir das Teilprojekt T1 (Projektleiter Prof. Dr.
C.Heiss, Unfallchirurgie, Justus-Liebig-Universitdt GieBen) genehmigt. Alle Tierversuche
wurden geméal den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes (BGBI. 1 S. 3001, 18.
Dezember 2007) durchgefiihrt.

Die Ratten der Rasse Spraque Dawley, Crl:SD (Charles River Laboratories, Research Models
and Services, Germany), wurden nach 10 Monaten eingestallt. Es wurden jeweils 4 Ratten in
einem Makrolonkéfig Typ IV (EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG,
Emmendingen; EBECO E.Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel; Tecniplast S.p.a.,
Buguggiate, Italien) bei einer Raumtemperatur von 22 +/- 2°C und einer Luftfeuchtigkeit
von 50 +/- 5% gehalten.
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2.2 Studiendesign und Durchfiihrung

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 68 Ratten untersucht. Die Gruppeneinteilung in die
3 Gruppen (Gruppe 0, Sham- und OVX + Diét-Gruppe) erfolgte per Losverfahren ohne
Verblindung. Es wurden nur die Proben (Th10 oder Tibia) in die Studie aufgenommen, die
keine Frakturen aufwiesen.

Gruppen Anzahl der Tiere Th10 Tibiae
Gruppe 0 n=10 n=10 n=10
Sham — Gruppe n=32 n=24 n=31
1 Monat n=2 n=2 n=2
3Monate n=12 n=12 n=12
12 Monate n=11 n=3 n=11
14 Monate n=7 n=7 n=6
OVX + Diat-Gruppe n=26 n=24 n=26
1 Monat n=2 n=2 n=2
3 Monate n=11 n=11 n=11
12 Monate n=8 n=7 n=8
14 Monate n=5 n=4 n=5
Nges n=68 n=58 n=67

Tabelle 1: Anzahl der Tiere in der Gruppe 0, in der Sham- und in der OVX + Diat-Gruppe (LMonat, 3, 12 und
14 Monate)

Die Gruppe 0 dient im Rahmen dieser Studie als Ausgangspunkt und représentiert die
juvenile Knochenarchitektur. Die Tiere der Gruppe O wurden im Alter von 14 Wochen
euthanasiert.

Bei jedem Versuchstier wird unter Vollnarkose eine Ovarektomie oder eine Sham-OP
durchgefihrt. Durch die Sham-OP werden auch in der Kontroll-Gruppe Einflussfaktoren auf
die Knochendichte, wie Wundschmerz und Narkosestress, simuliert

Nach der Operation wurde jede Ratte fir eine Wochen ein einem eigenen Kafig
untergebracht.

Die Kontrollgruppe (Sham) bekam ein Standardfutter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co.
KG, Lage)(6.00- 18.00 Uhr).
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Die Ratten der OVX + Diat-Gruppe erhielten direkt nach der OP eine Spezialdiat, die durch
wenig Vitamin D2 und D3, Vitamin K, Calcium, Soja, Phytodstrogen und Phosphor
gekennzeichnet war.

Allen Tieren stand ein kontinuierliches Futterangebot mit unbeschrankter Menge sowie

unbegrenzt Wasser zur Verfugung.

2.3 Probenentnahme und Préaparation

Nach einem Monat, sowie 3, 12 und 18 Monaten erfolgte die Euthanasie der Tiere mit
Kohlenstoffdioxid. AnschlieBend wurden die Préparation und die Entnahme des
Wirbelkorpers Th10 und des proximalen Teils der linken Tibia durchgefiihrt. Die
entnommenen Praparate wurden in 4% iger PFA-LGsung fixiert und aufbewahrt.

2.4 Micro-CT als bildgebendes Verfahren

Die Proben werden in 4 %igem (PFA) Formalin in einem geeigneten Behélter gelagert. Zur
Akquise werden die Proben aus dem Behdlter entnommen und in ein/en
Plastikrohrchen/Zylinder eingebracht und ausgerichtet. Innerhalb des
Plastikrohrchens/Zylinders wird die Probe mittels Watte fixiert. Als ndchstes wird diese
Konstruktion mit Hilfe von Formmasse auf der Probenhalterung zentriert. Durch die
Verwendung von Formmasse besteht jederzeit die Moglichkeit die Probe nachtréglich zu
justieren.

Zur Vorbereitung auf den Scan wird der Probenhalter mit der Probe in den Scanner
eingebracht. Es erfolgt eine Kontrolle der korrekten Position des Probenhalters.

Sollte sich der Probenhalter nicht in der gewinschten Position befinden besteht die
Madglichkeit die Position durch Bearbeitung der Formmasse oder durch eine verdnderte

Ansteuerung der Probenhalterung zu optimieren.

2.5 Bildakquisition

Die Akquisition des Bildes kann in einem Scan erfolgen, da diese den maximalen

Bildausschnitt (field of view, FOW) von 25mm nicht tGberschreitet.
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Die Bilderzeugung beginnt mit der Erzeugung von Roéntgenstrahlung in der Mikrofokus-
Rontgenrohre, die kegelformig fokussiert die Probe auf dem Probeschlitten durchstrahlt. Wie
auch beim konventionellen Rontgen wird die Rontgenstrahlung beim Durchtritt durch das
Gewebe abgeschwécht. Die restliche Rontgenstrahlung wird vom CCD-Detektor detektiert
und in ein digitales Signal umgewandelt. Wahrend der Akquisition rotiert die fixierte Probe
fir 180° um die eigene Achse in festgelegten Rotationsschritten. Bei der SkyScanl1072
handelt es sich um 0,45°- und bei dem SkyScan1173 um 0,3°-Schritte. Aus jedem Winkel
werden mehrere kurze Aufnahmen der Probe (Frames) erstellt, die eine Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhélt bewirken. Die Belichtungszeit betrégt bei dem SkyScan1072 2400ms
und bei dem SkyScan1173 900ms. Bei einer Zeit von 9,6s bzw. 4,5s pro Rotationsschritt

ergibt sich eine Scandauer von 2,5 h (Wirbelkorper) bzw. von bis zu 5 h (Tibia).

2.6 Bildrekonstruktion

Fur die Rekonstruktion wurde die NRecon Reconstruction Software (SkyScan
NReconstruction, Kontich, Belgien) verwendet. Das Programm nutzt die durch den Scan
entstandenen Projektionen und errechnet daraus Schnittbilder durch das gesamte Objekt.
Dabei wird ein modifizierter Feldkamp Algorithmus verwendet, der sich automatisch an die
Scan-Geometrie des messenden Gerétes anpasst. Die Rekonstruktionen kénnen in Form von
BMP, TIFF oder JPG gespeichert werden.

Die Rekonstruktion selbst beinhaltet darber hinaus die Korrektion der Harte der Strahlung
und der Ringartefakte. Die Dauer der Bildrekonstruktion im Rekonstruktionsprogramm
betrdgt ca. 5-15min pro Probe.

Die durch den Scanvorgang erzeugten Rohdaten liegen im TIF-Format mit einer Grél3e von
2049kB (Matrix 1024*1024) vor.

Im Durchschnitt wurden ca. 1700 Schnittbilder bei den Tibiae und ca. 600 Schnittbilder bei
den Wirbelképern pro Probe bei einer PixelgréRe von 9,04 um im Micro-CT Skyscan1072
erzeugt. Im Skyscan1173 wurden ca. 2000 Schnittbilder bei den Tibiae und ca. 900
Schnittbilder bei den Wirbelkorpern pro Probe bei einer Pixelgrdf3e von 7,08 um erzeugt. Die
axialen Schnittbilder liegen nun im Bitmap-Format (bmp) mit einer Grof3e von 1,6 bzw. 4GB

Vor.
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2.7 Quantitative Bildanalyse

Fur Bearbeitung und Quantifizierung der Datensatze werden die Softwareprogramme
DataViewer® (Version 1.4.3.3 — 1.4.4) und CT-Analyser® (Version 1.10 — 1.13) verwendet.

2.7.1 Bestimmung des Probenumfanges

Um die Position des zu analysierenden Abschnittes der Probe muss zunéchst eine
anatomische Landmarke als Ausgangspunkt im koronaren Schnitt definiert werden. Bei den
Wirbelkorpern dient der Ubergang von der kortikalen Bodenplatte zur Spongiosa als
Orientierung. Bei den Tibiae wird die Epiphysenfuge als Ausgangspunkt definiert. Von hier
aus werden 424 Schnittbilder der Tibia (Offset ab Epihysenfuge von 0,5 mm = 71 Schnitte)
und eine variable Anzahl von Schnitten bei den Wirbelkdrpern (ab Offset(ebenfalls 0,5 mm =
71 Schnitte) bis Venenplatte/Fraktur) analysiert (SkyScan1173). Aufgrund einer hoheren
PixelgroRe werden 330 Schnittbilder der Tibia mit einem Offset von 57 Schnitten bei Tibia
und Wirbelkdrper von den 1 Monats Tieren analysiert (Skyscan1072). Die Lange der Probe
variiert bei den Wirbelkdrpern (Th10) zwischen 0,5 und 1,5 mm. Damit ist der zu
analysierende Abschnitt auf das untere Drittel des Wirbelkdrpers bis zur Einsprossung der
Venenplatte im oberen Drittel begrenzt. Die Probenldnge bei den Tibiae ist im Gegensatz
dazu mit 3 mm immer gleich.

Daruber hinaus werden die Spongiosalangen der einzelnen Gruppen (Sham. OVX + Diét) zu
den verschiedenen Zeitpunkten (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) verglichen. Dazu wurden die
einzelnen Proben im ,DataViewer‘ von SkyScan in drei orthogonalen Ebenen (transaxial,
sagittal, koronar) dargestellt. In der transaxialen Ebene wird der Schnitt ausgesucht, in dem
keine Spongiosa mehr zu erkennen ist. Dann wird in der koronaren Ebene der Abstand von
der Epiphysenfuge ermittelt und in mm angegeben.

Im Weiteren wird auch die Kortikalis quantifiziert. Es wird ein 2 mm langer Abschnitt
quantifiziert, der 8 mm von der Epiphysenfuge entfernt ist und sich in Hohe des meta- zu
diaphysarem Uberganges befindet. Hierbei wird nicht nur die Dicke der Kortikalis sondern

auch histomorphometrische Strukturparameter bestimmt.
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SkyScan 1072 SkyScan 1173
Pixel Size = 9,04241 pm Pixel Size = 7,07919 um

Epiphysenfuge
<
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© ' v 55 slices 71 slices
Distales Ende der VOI A
3 330 slices 424 slices
mm
_ Y
Proximales Ende der VOI™
gﬂn:rslfung der Kortikalis Ey 221 slices 283 slic_es
885 slices 1130 slices

Offset 8mm

Abbildung 2: Bestimmung des Probenumfangs bei den Tibiae im Micro-CT SkyScan 1072 und SkyScan 1173 in
der koronaren Ansicht

SkyScan 1072 SkyScan 1173
Pixel Size = 9,04241 pm Pixel Size = 7,07919 um

distales Ende der VOI 4—‘

Proximales Ende
der VOI A
Offset 0,5mm

55slices 71 slices

Bodenplatte

Abbildung 3: Bestimmung des Probenumfangs bei den Wirbelkdrpern Th10 im Micro-CT SkyScan 1072 und
SkyScan 1173 in der koronaren Ansicht

2.7.2 Bestimmung der Region of interest

In dem ausgewahlten Bereich wird nun in verschieden Schnitten die Querschnittsflache der
,region of interest’ (ROI) in der zweidimensionalen Ebene festgelegt. Dabei werden die
Kortikalis und der subkortikale Knochen aus der spéteren Berechnung ausgeschlossen. Durch
die Verbindung der ROIs der einzelnen Schnitte wird Uber die gesamte L&nge des
ausgewdhlten Bereiches dreidimensionale die ROI berechnet, welche als ,volume of interest*

VOI bezeichnet wird.
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2.8 Strukturparameter

Zur Analyse der Strukturparameter muss ein als wichtiger Faktor der Grauwert festgelegt
werden, der Knochen und Nicht-Knochenstruktur, in diesem Fall Spongiosa und Luft,
definiert. (Rossella Bedini 2009; Tamminen et al. 2011)

Durch eine quantitative Analyse werden die gesamten Grauwerte unter Berlicksichtigung aller
Schnittbilder gemittelt. Das Ergebnis der quantitativen Analyse wird in Form eines
Histogramms der Grauwertverteilung graphisch dargestellt. Unter Beriicksichtigung der
beiden detektierten_Haufigkeitsgipfel (Knochenstruktur und Nicht-Knochenstruktur) wird der
Grauwert innerhalb eines représentativen Schnittbildes festgelegt.

Nach der Festlegung des Grauwertes werden dann die folgenden Knochenstrukturparameter
innerhalb einer VOI (= Anzahl von Schnittbildern eines Knochenvolumens) berechnet. Neben
der dreidimensionalen Quantifizierung noch folgende Anwendungen durchgefihrt: die
Entfernung von weillen Flecken unter 20 VVoxel, die Entfernung von schwarzen Flecken sowie
die Entfernung kinstlicher Poren innerhalb des Knochen. Die Auswertung erfolgt mit dem
Programm Skyscan™ CT-analyzer software. (Tamminen et al. 2011)

Um eine dreidimensionale Darstellung zu erhalten werden die Bitmap-Datensétze in
Volumendatensédtze umgewandelt.

Die American Society of Bone and Mineral Research (ASBMR) veroffentlichte diese
Nomenklatur fir die Histomorphometrischen Parameter und bezieht sich dabei auf Parfitt et
al. 1987. Es handelt sich hier um ein einheitliches System von Abkurzungen der einzelnen
Parameter, die fur die Quantifizierung von trabekuldrem Knochen geeignet sind. Im CTAn
kann man zwischen der ASBMR- und der General Scientific-Nomenklatur wéhlen. Die

General Scientific Nomenklatur ist fur die Quantifizierung der Kortikalis besser geeignet.

Bone ASBMR Definition

TV (tissue volume), Reprasentiert die Summe aller Pixel innerhalb der gesamten VOI
inmm®

BV (bone volume),  Volumen des trabekuldren Knochens/der Objekte innerhalb der

in mm?® VOI

BV/TV (bone Prozentualer Anteil des VVolumens des trabekuldren Knochens
volume fraction), (BV)/ der Objekte am gesamtem Volumen der VOI (TV) =
in %: Knochenvolumenanteil
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BS (bone surface),
in mm?
I.S (intersection

surface), in mm?

Th.Pf (trabecular
bone pattern factor),
inmm™*

SMI (structure
model index)
Th.Th, (trabecular
thickness), in mm
Th.N (trabecular

number), in mm*

Th.Sp (trabecular

separation), in mm

Oberflache des Knochenvolumens innerhalb der VOI

Der komplette Bereich von Festkorper /Trabekeln der durch die
Oberflache der VOI abgeschnitten wird, Die i.S. steigt mit der
trabekuldren Dicke (Tb.Th) und/oder der Anzahl der Trabekel
(Th.N) (Lazenby 2011)

Beschreibt die Konvexitit oder Konkavitat der gesamten
Knochenoberflache bzw. die Konnektivitét der einzelnen
Strukturen

Verhaltnis in dem die Spongiosa in Form von Stabe und Platten
vorliegt

Dicke der Trabekel/Strukturen

Th.Th =2 BV/BS

Durchschnittliche Anzahl an Trabekeln/Strukturen innerhalb der
VOl

Th.N. =BS/TV

Abstand zwischen den einzelnen Trabekeln/Strukturen

Th.Sp = 1/Tb (N-Th.Th)

Tabelle 2: Definitionen der Strukturparameter (Bone ASBMR)

(Salmon 2009; Kulak und Dempster 2010; Borah et al. 2001; Langheinrich et al. 2004;
Rossella Bedini 2009; Egon Perilli 2012)

Th.Pf:

Das Verhaltnis in dem Stab- und Plattenstrukturen im dreidimensionalen Knochengewebe
vorkommen zeigt sich auch im Quotienten zwischen konkaven und konvexen Oberflachen in
der zweidimensionalen Ebene. Um den Zusammenhang dieser Muster zu quantifizieren
wurde der histomorphometrische Parameter ,trabecular bone pattern factor® (Tb.Pf.)
entwickelt. Eine konkave Oberflache steht fiir eine gut vernetzte Spongiosa (kleinere Werte),

wo hingegen eine eher konvexe Oberflache fur eine schlechtere Vernetzung (héhere Werte)

der einzelnen Trabekel untereinander spricht. (Hahn 1992)

Ein negativer Wert kann durch eingeschlossene Hohlen und konkave Fléchen verursacht

werden. (Salmon 2009)
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SMI:

Durch den Structure model Index (SMI) wird die Gestalt der trabekuldre Struktur

charakterisiert. Von der Konvexitdt der Oberflache, kann abgeschatzt werden in welcher

Auspragung die trabekulére Struktur aus Staben oder Platten besteht. Der SMI ist 0, wenn es

sich um eine ideale Plattenstruktur handelt. Bei einer idealen Stabstruktur betragt der SMI 3.

Liegen beide Strukturformen vor, liegt der SMI zwischen 0 und 3. (Hildebrand und

Riegsegger 1997)

2.8.1 Strukturparameter zur Quantifizierung der Kortikalis (General Scientific)

Bei der Quantifizierung der Kortikalis wird nur die Total porosity (Po (tot)) ausgewertet. Die

Definitionen der anderen Parameter dienen nur zum Verstandnis.

General Scientific

Po (tot) (Total porosity), in %
Po.V (cl) (Volume of closed

pores), in mm?

Po.V (op) (Volume of open

pores), in mm?

Definition

Anteil des Volumens aller Poren (offen und geschlossen)
am Volumen der gesamten VOI.

Totales Volumen aller geschlossenen Poren innerhalb eines
diskreten Objektes. Eine geschlossene Pore ist definiert als
ein Raum (schwarze Voxel), der komplett und von allen
Seiten, durch Knochen (weilRe VVoxel) umgeben ist.

Totales VVolumen aller offenen Poren innerhalb der VOI.
Eine offene Pore ist definiert, als jeder Raum der innerhalb
eines soliden Objektion liegt oder zwischen zwei soliden
Objekten. Darlber hinaus muss eine Verbindung zum
dreidimensionalen Raum auf3erhalb des Objektes oder der
Objekte bestehen.

Tabelle 3: Definitionen der Strukturparameter zur Quantifizierung der Kortikalis (General Scientific)

(Salmon 2009)
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2.9 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des JMP-Statistikprogramms Version 8.0
(SAS® Institute, Cary, NC, USA).

Durch die einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) wurden die statistischen Daten
ermittelt und als Mittelwert + Standardabweichung (MW + SD) angegeben.

Zusétzlich wurde der Tukey-Kramer Gegentest mit Fehlerkorrektur herangezogen, um die
Gruppen im Bezug auf den zeitlichen Verlauf zu vergleichen.

Der unpaare Student t-Test bestimmt das Signifikanzniveau o = 0,05 zwischen den einzelnen
Gruppen. Alle Werte fir die statistische Wahrscheinlichkeit mit p < 0,05 werden als

signifikant angenommen.
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ERGEBNISSE

3.1 Th10
3.1.1 Verdnderungen der Mikroarchitektur im zeitlichen Verlauf innerhalb der

Gruppen

3.1.1.1 Sham - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf

Gruppe 0

Die W.irbelkdrper der Sham-Tiere zeigen in der Gruppe 0 im Mittel einen
Knochenvolumenanteil (BV/TV) von 44,44 + 1,59 %. Die Werte der 1-Monats-Tiere liegen
bei 38,29 + 3,56 %, der 3-Monats-Tiere bei 46,84 + 1,45 %, der 12-Monats-Tiere bei 40,37 +
1,51 % und der 14-Monats-Tiere bei 34,33 + 1,90 %. Die statistische Auswertung zeigt, dass
kein signifikanter Unterschied im Vergleich von Gruppe 0 mit den 1-, 3- und 12 Monats-
Tieren besteht. Im Vergleich zwischen Gruppe 0 und den 14-Monats-Tieren konnte mit p<
0,0001 hingegen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Bei der Beurteilung des
Verlaufs zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zwischen den 1- und 3-
Monats-Tieren und zwischen den 3- und 12-Monats-Tieren. Es konnte jedoch ein
signifikantes Ergebnis im Vergleich zwischen den 12- und 14-Monats-Tieren mit p< 0,0001
festgestellt werden.

Die 'intersection Surface' (i.S) betragt in der Gruppe 0 6,54 + 1,21 mm?, in der 1-Monats-
Gruppe 5,60 + 0,08 mm? in der 3-Monats-Gruppe 8,66 + 2,13 mm? in der 12-Monats-
Gruppe 6,66 + 1,03 mm? und in der 14-Monats-Gruppe 6,87 + 2,20 mm? - und OVX +
Steroid-Gruppe. Im Bezug auf die Gruppe 0 ist nur der Unterschied zu der 3-Monats-Gruppe
mit p< 0,0030 signifikant. Im Verlauf zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der 1-
und 3-Monats-Gruppe (p< 0,0328) und der 3- und 12-Monats-Gruppe (p< 0,0039). Die andere
Paarung (12- und 14-Monate) weist kein signifikantes Ergebnis auf.

Fur den Trabecular bone pattern factor (Th.Pf) errechnen sich Mittelwerte von -5,38 + 2,64
mm™ in der Gruppe 0, von -0,87 + 0,95 mm™ bei den 1-Monats-Tieren, von

-4,97 + 2,17 mm™ bei den 3-Monats-Tieren, von -4,99 + 2,10 mm™ bei den 12-Monats-Tieren
und von -0,70 + 3,75 mm™ bei den 14-Monats-Tieren. Mit p< 0,0253 im Vergleich der 1- und
3-Monats-Tiere und mit p< 0,0385 im Vergleich zwischen den 12- und 14-Monats-Tieren
konnten signifikante Unterschiede gezeigt werden. Die Veranderung des Th.Pf im Zeitraum
zwischen 3 und 12 Monaten ist nicht signifikant.
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Die statistische Analyse berechnet Mittelwerte fir den SMIvon -0,10 *+ 0,43 in der
Gruppe 0, von 0,36 = 0,16 in der 1-Monats-Gruppe, von -0,31 £ 0,33 in der 3-Monats-
Gruppe, von -0,26 + 0,21 in der 12-Monats-Gruppe und von 0,23 + 0,50 in der 14-Monats-
Gruppe. Im Bezug auf die Gruppe 0 konnte fur keinen Zeitpunkt (1Monat, 3, 12 und 14
Monate) ein signifikantes Ergebnis festgestellt werden. Fir den SMI kann nur im Vergleich
zwischen der 1- und 3-Monats-Gruppe und der 12- und 14-Monats-Gruppe mit p< 0,0221
bzw. p< 0,0093 ein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Die Wirbelkorper zeigen im Durchschnitt eine trabekuldare Dicke (Th.Th) von 0,09 + 0,004
mm (Gruppe 0), von 0,08 £ 0,002 mm (1 Monat), von 0,10 = 0,01 mm (3 Monate), von 0,08 £
0,02 mm (12 Monate) und von 0,09 + 0,01 mm (14 Monate). Bei der statistischen
Auswertung im Bezug auf die Gruppe 0 sind bei allen 4 Paaren keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Auch die Auswertung des Verlaufs zeigt nur im Vergleich
zwischen der 3- und der 12-Monats-Gruppe mit p< 0,0039 eine signifikante Veranderung in
der Trabekeldicke.

Es werden 4,93 + 0,65 Trabekel pro mm in der Gruppe 0, 4,56 + 0,07 Trabekel pro mm in der
1-Monats-Gruppe, 4,78 = 0,42 Trabekel pro mm in der 3-Monats-Gruppe, 4,51 + 0,54
Trabekel pro mm in der 12-Monats-Gruppe und 3,65 = 0,72 Trabekel pro mm in der 14-
Monats-Gruppe berechnet. Im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen mit Gruppe 0 zeigt
sich, abgesehen von der 14-Monats-Gruppe mit p< 0,0001, kein signifikantes Ergebnis. Mit
p< 0,0023 zeigt sich im Verlauf nur bei einer Paarung (12 und 14 Monate) ein signifikanter
Unterschied.

Der Abstand der Trabekel zueinander (Tb.Sp) liegt im Mittel bei 0,14 = 0,04 mm in der
Gruppe 0, bei 0,16 = 0,01 mm in der 1-Monats-Gruppe, bei 0,16 + 0,02 mm in der 3-Monats-
Gruppe, bei 0,18 £ 0,03 mm in der 12-Monats-Gruppe und bei 0,22 + 0,04 mm in der 14-
Monats-Gruppe. Im Vergleich mit Gruppe 0 zeigt sich mit p< 0,0066 fir die 12-Monats-Tiere
und mit p< 0,0001 fir die 14-Monats-Tiere ein signifikanter Unterschied. Di statistische
Auswertung des Verlaufs zeigt mit p< 0,0102 nur im Vergleich der 12- und 14-Monats-

Gruppe einen signifikante Zunahme des Abstandes der Trabekel untereinander.
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Abbildung 4: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der Sham-Gruppe und im Verlauf und im Bezug auf Gruppe 0
(1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S),

(c) Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der
Trabekel pro mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Tb.Sp);t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht

signifikant (n.s.))
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Abb.

Abbildung 5: Ubersicht der Th10 der Sham-Gruppen im transversalen Schnitt (A-E) (1 Monat, 3, 12 und 14
Monate;) A Gruppe 0; B Sham, 1 Monat; C Sham, 3 Monate; D Sham, 12 Monate; E Sham, 14 Monate

3.1.1.2 OVX + Diét - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf

Gruppe

Die Tiere OVX + Diéat-Gruppe zeigen im Mittel einen Knochenvolumenanteil (BV/TV) von
35,95 + 3,56 % (1 Monat), von 34,31 £+ 1,52 % (3 Monate), von 17,94 + 1,90 % (12 Monate)
und von 20,60 + 2,52 % (14 Monate). Im paarweisen Vergleich der Gruppen mittels t-Test
und im Bezug auf Gruppe 0 fur die 1- (p< 0,0335), 3-. 12- und 14-Monats-Gruppe (p<
0,0001) signifikante Unterschiede festgestellt. Im Verlauf waren nur die Unterschiede

zwischen der 3- und 12-Monats-Gruppe mit p< 0,0001 signifikant.
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Die 'intersection Surface' (i.S) betragt in der 1-Monats-Gruppe 7,81 + 0,65 mm?, in der 3-
Monats-Gruppe 7,29 + 0,90 mm?, in der 12-Monats-Gruppe 4,15 + 2,33 mm? und in der 14-
Monats-Gruppe 2,89 + 0,62 mm?. - und OVX + Steroid-Gruppe. Im Verlauf zeigt sich nur fiir
die Paarung (3 und 12 Monate) mit p< 0,0001 ein signifikantes Ergebnis. Im Bezug auf die
Gruppe O weisen die 12- (p< 0,0035) und die 14-Monats-Gruppe (p< 0,0003) einen
signifikanten Unterschied auf.

Durch die statistische Auswertung der Daten ergeben fur den trabecular bone pattern factor
(Th.Pf) folgende Mittelwerte in den einzelnen Gruppen: -1,71 + 3,72 mm™ in der 1-Monats-
Gruppe, -0,61 + 1,74 mm™ in der 3-Monats-Gruppe, 5,36 + 3,29 mm™ in der 12-Monats-
Gruppe und 1,86 + 2,11 mm™ in der 14-Monats-Gruppe. Im Vergleich mit Gruppe 0 finden
sich auBer bei der 1-Monats-Gruppe mit p<0,0001 signifikante Unterschiede (3, 12 und 14
Monate). Im Verlauf zeigen sich erst 3 bis 12 Monaten mit p< 0,0001 sowie von 12 bis 14
Monaten mit p< 0,0313 signifikante Ergebnisse

Die Mittelwerte des Structural Model Index (SMI) liegen in der 1-Monats-Gruppe bei 0,25 +
0,40, in der 3-Monats-Gruppe bei 0,33 £ 0,22, in der 12-Monats-Gruppe bei 1,36 + 0,63 und
in der 14-Monats-Gruppe bei 1,09 + 0,23. Durch die statistische Analyse mittels t-Test
konnten keine signifikanten Unterschiede im Verlauf zwischen der 1- und 3-Monat-Gruppe
und der 12- und 14-Monats-Gruppe festgestellt werden. Der Unterschied zwischen der 3- und
12-Monats-Gruppe ist im Gegensatz dazu mit p< 0,0001 signifikant. Im Bezug auf Gruppe 0
erhalten wir signifikante Ergebnisse fur die Paarung mit der 3- (p< 0,0095), der 12- und 14-
Monats-Gruppe (p< 0,0001), jedoch nicht mit der 1-Monats-Gruppe.

Die Trabekeldichte (Th.Th) liegt in der 1-Monats-Gruppe im Mittel bei 0,08 + 0,0007 mm,
wobei die. In den anderen drei Gruppen ergeben sich Mittelwerte von 0,09 £ 0,007 mm fir
die 3-Monats-Gruppe, von 0,08 + 0,02 mm fur die 12-Monats-Gruppe und von 0,10 + 0,01
mm fir die 14-Monats-Gruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede weder im
Verlauf noch im Bezug auf Gruppe 0 werden.

Die durchschnittliche Anzahl der Trabekel innerhalb der VOI (Th.N) betragt in der 1-
Monats-Gruppe 4,65 + 1,12 mm™, in der 3-Monats-Gruppe 3,77 £ 0,29 mm™, in der 12-
Monats-Gruppe 2,02 + 0,71 mm™ und in der 14-Monats-Gruppe 2,14 + 0,53 mm™.Mittels t-
Test konnten signifikante Ergebnisse im Vergleich zwischen der Gruppe 0 und der 1-Monats-
Gruppe gezeigt werden. Im Gegensatz dazu sind alle anderen drei Paarungen mit der Gruppe
0 (3, 12 und 14 Monate) mit einem p< 0,0001 signifikant. Im Verlauf zeigt sich nur zwischen
der 1- und 3-Monats-Gruppe sowie der 3- und 12-Monats-Gruppe mit p< 0,0451 und p<
0,0001 ein signifikanter Unterschied.
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Fur den Abstand zwischen den Trabekeln (Tb.Sp) zeigen sich Mittelwerte von 0,17 + 0,05
mm, 0,21 + 0,02 mm, 0,33 + 0,04 mm und 0,39 £ 0,06 mm (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate).
Wie auch schon bei vorherigen Parameter sind die Paarungen der 3-, 12- und 14-Monats-
Gruppe mit der Gruppe 0 und einem p< 0,0001 alle signifikant. Fur die 1-Monats-Gruppe
zeigte sich keine Signifikanz. Im Verlauf zeigen sich zunéchst keine signifikanten
Unterschiede. Erst zwischen der 3- und 12- Monats-Gruppe (p< 0,0001) und zwischen der 12-
und 14-Monats-Gruppe (p< 0,0144) zeigen sich Signifikanzen.
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Abbildung 6: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der OVX + Diat-Gruppe und im Verlauf und im Bezug auf
Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S),
(c) Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Th.Th) (f) Anzahl
der Trabekel pro mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp); t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p=>0,05 ist nicht

signifikant
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Abb

Abbildung 7: Ubersicht der Th10 der OVX + Diat-Gruppen im transversalen Schnitt (A-E) (1 Monat, 3, 12 und
14 Monate);A Gruppe 0;B Sham, 1 Monat; C Sham, 3 Monate ;D Sham, 12 Monate; E Sham, 14 Mon
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B\//t | sham “—ns— 38,29+3,56 «—p<0,0301 46,84+1,45 «—p<0,0032*—  40,37+1,52 «—p<0,0160*—  34,32+1,90

44,44+1 59 ns. *_, ]p<0 0001* ]p<0 0019* ]p<0,0053*
OVX +Diat «—p<0,0335*— 35,95+ 3,56 «—ns— 34,31+ 1,52 «—p<0,0001*— 17,94+ 1,90 —ns— 20,60+

2,52

Sham —ns— 5,99 £ 0,08 «—p<0,0328 6,87 £2,19 «—p<0,0039*— 6,66+ 1,03 —ns— 8,66 2,13

6,54 +1,21 ] n.s *_, ] p<0,0447 ]p<0,0002* ] n.s
OVX +Diat —ns— 7,81+ 0,65 «—ns— 7,29+ 0,90 «p<0,0001*— 4,15+ 2,33 —ns— 2,89+ 0,62
Sham «—p<0,0301*— -0,87+0,95 «—p<0,0385 -4,97+2,17 “«—ns— -4,99+2,10 «—p<0,0009*—  -0,69+3,75

-5.38+2.64 ] ns N ]p<0,0001* ]p<0,0012* ]p<0,0059*
OVX +Diat —ns— -1,71+£ 3,72 —ns— -0,61+ 1,74 «—p<0,0001*— 5,36+ 3,29 «—p<0,0313*— 1,86+2,111
Sham «—ns— 0,36+0,16 «—p<0,0221 -0,31+0,33 «—ns— -0,26+0,21 «—p<0,0093— 0,23+0,50

-0,10+0,43 ] n.s *_, ]p<0,0001* ] n.s ]p<0,0107*
OVX +Diat —ns— 0,25+ 0,40 —ns— 0,32+ 0,22 «—p<0,0001*— 1,36+ 0,63 —ns— 1,09 £0,23
Sham —ns— 0,080,002 ] «—ns— 0,10+0,01 ] «—p<0,0039*— 0,08+0,02 ] —ns— 0,09+0,01 ]
ovx +Digt 0090004 o . (098+0,01 NS Chs— 000001 ns T 0,08 £0,02 ns —ns—  oo0sx0001 4 ™
Sham “—ns— 4,56x0,07 «—ns— 4,78+0,42 «—ns— 4,51+0,54 «—p<0,0023*— 3,65 £0,72

 403+0.65 ] n.s ]p<0,0001* ] p<0,0001* ]p<0,0037*

OVX +Diat ' ' «—ns— 465+1,12 «—ns— 3,77 £0,29 «—ns— 2,14 +0,53 —ns— 2,02 +0,71
Sham «—ns— 0,16+0,01 «—p<0,0451 0,16+0,02 «—p<0,0001*— 0,18+0,03 «—p<0,0102*— 0,22 £0,04

0,14 +0,04 ] n.s *_, ]p<0,0002* ] n.s ]p<0,0001*
OVX +Diat «—ns— 0,17+0,05 «—ns— 0,21 £0,02 «—p<0,0001*— 0,33+0,04 «—p<0,0144*—  0,39+0,06

Tabelle 4: Ergebnisse der Micro-Computertomographie der Th10 der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe im Verlauf und im Vergleich untereinander (1, 3, 12 und 14 Monate);
Mittelwerte + SD: Knochenvolumenanteil (BV/TV), Intersectionsurface (i.S), Trabecular pattern factor (Th.Pf), Structure Model Index (SMI), Trabekeldicke (Th.Th), Anzahl
der Trabekel pro mm (Th.N), Trabecular Separation (Tbh.Sp); Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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3.1.2 Verdnderungen der Mikroarchitektur innerhalb der Gruppen zu einem

bestimmten Zeitpunkt

3.1.2.1 Darstellung der Gruppe 0 als Ausgangspunkt

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) der Wirbelkorper in der Gruppe O betragt im
Durchschnitt 44,44 + 2,23 % und verteilt sich zwischen 41,79 % und 49,50 %.

Die ,intersection Surface* (i.S) weist einen Mittelwert von 6,54 + 1,21 mm? mit Schwankung
zwischen 3,91 - 7,94 mm?,

Es errechnet sich ein Mittelwert von 22,42 + 88,43 mm™ und Werten innerhalb eines
Bereiches von -11,25 mm™ und 273,98 mm™ fiir den ,trabecular bone pattern factor’ (Tb.Pf).

Durch die statistische Analyse erhalten wir einen SMI von -0,11 + 0,14 mit Schwankungen
zwischen -0,74 und 0,81.

Die trabekuldre Dicke betragt 0,08 + 0,02 mm. Die absoluten Werte liegen zwischen 0,01 mm
und 0,10 mm.

Es sind im Mittel 7,73 £+ 8,33 Trabekel pro mm vorhanden, wobei die Anzahl der Trabekel
zwischen 4,53 und 31,42 pro mm schwankt.

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) liegt im Durchschnitt bei 0,14 £ 0,04 mm. Die einzelnen

Werte verteilen sich dabei zwischen 0,01 mm und 0,17 mm.

3.1.2.2 Verdanderungen nach 1 Monat

Die Sham-Tiere zeigen im Mittel einen Knochenvolumenanteil (BV/TV) von 38,29 + 1,67 %.
Die Werte der anderen Gruppe liegt in der OVX + Diat-Gruppe bei 35,95 = 8,99 %. Der
Knochenvolumenanteil liegt in der Sham-Gruppe zwischen 37,11 % - 39,47 % und in der
OVX + Diéat-Gruppe zwischen 29,59 % - 42,31 %. Im paarweisen Vergleich der Gruppen
mittels t-Tests ist ein signifikanter Unterschied nicht festzustellen.

Die 'intersection Surface' (i.S) betragt in der Sham-Gruppe 5,99 + 0,08 mm? und in der OVX
+ Diat-Gruppe 7,81 + 0,65 mm>. Die Werte liegen zwischen 5,94 - 6,05 mm? (Sham) sowie
zwischen 7,35 - 8,27 mm’ (OVX + Diat). Die statistische Auswertung zeigte keinen
Signifikaten Unterschied zwischen der OV X + Diét- und der Sham-Gruppe.

Durch die statistische Auswertung der Daten ergeben fur den trabecular bone pattern factor
(Tb.Pf) folgende Mittelwerte in den einzelnen Gruppen: -0,87 + 0,95 mm™ in der Sham-
Gruppe und -1,71 * 3,72 mm™ in der OVX + Diét-Gruppe. Die absoluten Werte verteilen
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sich bei der Sham-Gruppe im Bereich von -1,54 bis -0,20 mm™ und bei der OVX + Diat-
Gruppe im Bereich von -4,34 bis 0,93 mm™.Es konnte kein signifikantes Ergebnis festgestellt
werden, somit wird die Nullhypothese beibehalten.

Die Mittelwerte des Structural Model Index (SMI) liegen in der Sham-Gruppe bei 0,36 =+
0,16 und in der OVX + Diat-Gruppe bei 0,25 + 0,40. Die Werte schwanken zwischen 0,25 -
0,48 (Sham-Gruppe) und zwischen -0,03 - 0,53 (OVX + Di&t-Gruppe). Durch die statistische
Analyse mittels t-Test konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Die Trabekeldichte (Th.Th) liegt in der Sham-Gruppe im Mittel bei 0,084 £ 0,002 mm, wobei
die Werte zwischen 0,08 - 0,09 mm liegen. In der anderen Gruppe ergibt sich ein Mittelwert
von 0,07 £ 0,0007 mm fir die OVX + Diat-Gruppe. Die berechneten Werte liegen in einem
Bereich von 0,08 mm (OVX + Diét). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

Die durchschnittliche Anzahl der Trabekel innerhalb der VOI (Th.N) betrégt in der Sham-
Gruppe 4,56 + 0,07 mm™ und in der OVX + Diét-Gruppe 4,65 * 1,12 mm™. Die Anzahl der
Trabekel pro mm schwankt zwischen 4,51 - 4,61 mm™ in der Sham-Gruppe und zwischen
3,85 - 5,44 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Mittels t-Test konnten signifikante Ergebnisse
gezeigt werden. Die Alternativhypothese muss hier fiir alle Paarungen verworfen werden.

Fur den Abstand zwischen den Trabekeln (Tbh.Sp) zeigen sich Werte zwischen 0,15 - 0,17 mm
mit einem Mittelwert von 0,16 £ 0,01 mm in der Sham-Gruppe. In der anderen Gruppe liegen
diese zwischen 0,13 - 0,21 mm (OVX + Diat). Im Mittel ist der Abstand 0,17 + 0,05 mm in
der OVX + Diat-Gruppe. Auch hier werden keine signifikanten Unterschiede deutlich.

) (b) ()

10 1-
9,5 o
45
9 -1
8,5 _-24
S0 o £
;40 o 8 E 3]
g £ 3
N — :
@ m7'5_ ;
= =
35+ " 5
6,5 -
,7_
30 6 =
-8
5,5
. oVX Shai ovX Sham ol
+ + +
Diat Didt Diat

36



(d)

0,6
0,4

0,24

SMI
=3

-0,2

-0,44

@)

0,217
0,2

0,194

o
=
1

;0,174

Tb.Sp. (mm)

0,16

0,15

0,14

Sham

(e) ()
0,09 557
B 3]
£ 0,085 _
= B
= 13
F 3
5 S —
[
0,084
= .
0,075
OVX Sham OvX Sham O\ix
* + Diat
Diat Diat

0,13

Sham

OovX

Diat

Abbildung 8: Ergebnisse des Micro-CTs
der Th10 der Sham und der OVX +
Diat-Gruppe (1 Monat): (a)
Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b)
Intersectionsurface (i.S),(c) Trabecular
pattern factor (Th.Pf), (d) Structure
Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
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(Tb.N), (g)Trabecular Separation
(Tb.Sp);t-Test (p< 0,05 ist signifikant,
p=>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 9: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe (1 Monat); A Gruppe
0; B Sham, 1 Monat Th10; C OVX + Diat, 1 Monat Th10

3.1.2.3 Veranderungen nach 3 Monaten

Die Knochenvolumenanteile (BV/V) der 3-Monats-Tiere liegen in der Sham-Gruppe bei
46,84 + 4,89 % und bei der OVX + Diét-Gruppe bei 34,31 £ 3,60%. Der Unterschied

zwischen den beiden Gruppen ist mit p< 0,0001 signifikant.
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Die i.S. betragt in der Sham-Gruppe 8,66 + 2,13 mm? und in der OVX + Diét-Gruppe 7,29 +
0,90 mm?. Mit p< 0,0447 ist der Unterschied zwischen den beiden Gruppen signifikant.

Es errechnet sich ein Mittelwert von -4,97 + 2,17 in der Sham Gruppe und von -0,61 + 1,74
mm™ in der OVX + Diét-Gruppe fiir den ,trabecular bone pattern factor* (Tb.Pf). Mit p<
0,0001 ist der Unterschied zwischen den beiden Gruppen signifikant.

Durch die statistische Analyse erhalten wir einen SMI von -0,31 £ 0,33 (Sham) und von 0,33
+ 0,22 (OVX + Diét) deren Vergleich einen signifikanten Unterschied mit p< 0,0001 zeigt.
Die trabekulére Dicke betragt 0,09 + 0,01 mm sowie 0,09 + 0,007 mm (Sham, OVX + Diét).
Die statistische Analyse zeigte kein signifikantes Ergebnis fur diese Paarung.

Es sind im Mittel 4,78 £+ 0,42 Trabekel pro mm in der Sham- und 3,77 = 0,29 Trabekel pro
mm in der OVX + Diat-Gruppe vorhanden. Mit p< 0,0001 zeigt sich hier wieder in
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Trabekel innerhalb der 3-Monats-Gruppe.

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) liegt im Durchschnitt bei 0,16 + 0,02 mm (Sham) und 0,21
+ 0,02 mm (OVX + Diat). Im Vergleich der Mittelwerte zeigt sich mit p< 0,0002 ein
signifikanter Unterschied zwischen der Sham- und OVX + Diat-Gruppe.
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Abbildung 10: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia
der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe (3
Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b)
Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern
factor (Th.Pf), (d) StructureModel Index (SMI), (e)
Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro
mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
signifikant (n.s.))

Abbildung 11: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0; (3 Monate);
A Gruppe 0; B Sham, 3 Monate Th10; C OVX + Diét, 3 Monate Th10

39



3.1.2.4 Veranderungen nach 12 Monaten

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) liegt bei den 3 Gruppen im Mittel bei 21,7492 +
3,21184 % (Sham) und bei 16,0117 + 2,29387 % (OVX + Diat). Die prozentualen Werte
verteilen sich zwischen 19,64633 - 25,44627 % in der Sham-Gruppe und zwischen 12,77148 -
19,87348 % in der OVX + Diéat-Gruppe. Im paarweisen Vergleich mit Hilfe des t-Test fallt
folgendes auf: Bei einem a von 0,05 erhalten wir fiir das Paar Sham und OVX + Didt einen p-
Wert von p< 0,0019. Das Ergebnis ist signifikant und daher wird die Nullhypothese
verworfen.

Fur die Intersection Surface (i.S.) zeigen sich fir die Wirbelkdrper Th10 des ersten Monats
folgende Mittelwerte in den einzelnen Gruppen: 4,17841 + 0,389277 mm? (Sham) und
2,68020 + 0,592254 mm? (OVX + Diat). Die Verteilung der absoluten Werte liegt in der
Sham-Gruppe liegt bei 3,73388 - 4,45838 mm? und in der OVX + Di#t-Gruppe bei 2,06549 -
3,85111 mm?. Mittels t-Test ergeben sich folgender p-Wert: p< 0,0002 (Sham und OVX +
Diat. Somit handelt es sich bei dieser Paarung um ein signifikantes Ergebnis.

Der trabecular bone pattern factor (Th.Pf) verhélt sich bei den Wirbelkérpern der 12 Monats —
Tieren wie folgt: Die Sham-Gruppe zeigt einen Mittelwert von -4,2716 + 1,16858 mm™
innerhalb eines Bereiches zwischen -5,53743 mm™ und -3,23393 mm™. Der Mittelwert der
OVX + Diat-Gruppe betragt 0,4224 + 1,84959 mm™ mit absoluten Werten zwischen -1,87265
mm™ und 3,63588 mm™. Bei einem a von 0,05 wird ein p-Wert von p< 0,0012 (Sham und
OVX + Didt) berechnet. Es handelt sich daher um einen signifikanten Unterschied und die
Nullhypothese wird verworfen.

Die Mittelwerte liegen fir den SMI bei -0,15155 *+ 0,210356 (Sham) und bei 0,43273 +
0,230433 (OVX + Diéat). Die absoluten Werte finden sich im Bereich von 0,09008 bis
0,10536 in der Sham-Gruppe und von 0,07955 bis 0,09976 in der OVX + Diat-Gruppe. Bei
diesem Paar wird mit p-Werten von p< 0,0018 (Sham und OVX + Diét) die Nullhypothese
abgelehnt und der Unterschied als signifikant betrachtet.

Fur die Dicke der Trabekel (Th.Th) zeigen sich Werte zwischen 0,09008 - 0,10536 mm mit
einem Mittelwert von 0,096497 + 0,007928 mm in der Sham-Gruppe. In der anderen Gruppe
liegen diese zwischen 0,07955 - 0,09976 mm (OVX + Diat). Im Mittel ist der Abstand
0,091279 £ 0,007302 mm in der OVX + Didt-Gruppe. Auch hier wird kein signifikanter
Unterschied deutlich.

Die Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N) zeigt Mittelwerte von 2,24722 + 0,163376 in der
Sham-Gruppe und von 1,74973 £ 0,156084 in der OVX + Diat-Gruppe. Die Werte liegen
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dabei zwischen 2,08891 - 2,41523 (Sham) und zwischen 1,60345 - 2,00557 (OVX + Diat).
Fur das Paar, Sham- und OVX + Diat-Gruppe l&sst sich bei p< 0,0001 eine Signifikanz
feststellen.

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) betrdgt bei den Tibiae 14 Monats-Gruppe im Schnitt
0,531153 £ 0,081271 mm (Sham) und bei 0,526266 + 0,043969 mm (OVX + Diét). Die
absoluten Werte liegen zwischen 0,44518 mm bis 0,60672 mm in der Sham-Gruppe und
zwischen 0,47083 mm bis 0,58738 mm in der OVX + Diat-Gruppe. Es kdnnen keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 12: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10

067 der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe (12
l Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b)
Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern
EO'SS' factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), ()
r Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro
2 mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-
T 057 Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
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Abbildung 13: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0; (12 Monate); A
Gruppe 0; B Sham, 12 Monate Th10; C OVX + Diét, 12 Monate Th10

3.1.2.5 Veranderungen nach 14 Monaten

Die Wirbelkorper der Sham-Tiere zeigen im Mittel einen Knochenvolumenanteil (BV/TV)
von 34,33 + 7,29 %. Der Wert der anderen Gruppe liegt fur die OVX + Diat-Gruppe bei 20,60
+ 3,10 %. Der Knochenvolumenanteil liegt in der Sham-Gruppe zwischen 23,27 % - 40,41 %
und in der OVX + Diat-Gruppe zwischen 16,99 % - 24,28 %. Die statistische Auswertung
zeigt, dass mit p< 0,0053 (Sham und OVX + Diat) der Unterschied signifikant ist. Hier kann
die Alternativhypothese angenommen werden.

Die Intersection Surface (i.S.) verhalt sich bei den Wirbelkdrpern der 14 Monats — Tieren wie
folgt: Die Sham-Gruppe zeigt einen Mittelwert von 6,87 + 2,20 mm? innerhalb eines
Bereiches zwischen 3,41 - 8,94 mm?. Der Mittelwert der OVX + Diat-Gruppe betragt 2,89 +
0,62 mm? mit absoluten Werten zwischen 2,42 - 3,74 mm?. Der Unterschied zwischen der
Sham- und der OV X + Diat-Gruppe (p< 0,0059) ist signifikant.
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Fir den Trabecular bone pattern factor (Tb.Pf) errechnen sich Mittelwerte von -0,70 = 3,75
mm™ in der Sham-Gruppe und von 1,86 + 2,11 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Es zeigt
sich eine Spannbreite der Werte von -3,69 mm™ bis 7,07 mm™ in der Sham-Gruppe und von -
0,39 mm™ bis 4,39 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Im Vergleich zwischen der Sham- und
OVX + Diat-Gruppe konnte kein signifikantes Ergebnis festgestellt werden.

Die statistische Analyse berechnet Mittelwerte fir den SMI von 0,23 + 0,50 in der Sham-
Gruppe und von 1,09 £ 0,23 in der OVX + Diat-Gruppe. Die Werte liegen in folgenden
Bereichen: -0,18 bis 1,24 (Sham) und 0,85 bis 1,39 (OVX + Diéat). Mit p< 0,0107 bei der
Sham- und OV X + Di&t-Gruppe kann hier die Nullhypothese abgelehnt werden.

Die Wirbelkorper zeigen im Durchschnitt eine trabekuldre Dicke (Tb.Th) von 0,09 £+ 0,01
(Sham) und von 0,10 £ 0,01 (OVX + Diat). Die Dicke der Trabekel bewegt sich in einem
Bereich zwischen 0,08 mm und 0,11 mm in der Sham-Gruppe und zwischen 0,09 mm und
0,12 mm in der OVX + Diat-Gruppe. Bei dieser Paarung ist kein signifikanter Unterschied
nach der statistischen Analyse zu erkennen.

Es werden 1,48 + 0,41 Trabekel pro mm in der Sham-Gruppe und 2,14 + 0,53 Trabekel pro
mm in der OVX + Diét-Gruppe berechnet. Die Anzahl der Trabekel schwankt zwischen 2,69 -
4,55 mm™ (Sham) und zwischen 1,46 - 2,73 mm™ (OVX + Diat). Mit p< 0,0037 bei der
Sham- und OVX + Dié&t-Gruppe kann hier die Nullhypothese abgelehnt werden. Es handelt
somit um einen signifikanten Unterschied bei der Anzahl der Trabekel pro mm.

Der Abstand der Trabekel zueinander (Tbh.Sp) liegt im Mittel bei 0,37 = 0,01 mm in der
Sham-Gruppe und bei 0,38 £ 0,06 mm in der OV X + Dié&t-Gruppe. Die Abstdnden schwanken
zwischen 0,17 mm und 0,30 mm (Sham) und zwischen 0,32 mm und 0,45 mm (OVX + Diat).
Im Vergleich zwischen der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe zeigt sich kein signifikantes

Ergebnis.
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Abbildung 15: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0; (14 Monate); A
Gruppe 0; B Sham, 14 Monate Th10;C OVX + Diéat, 14 Monate Th10
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Tabelle 5: Ergebnisse der Micro-Computertomographie der Tibiae der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe im Verlauf und im Vergleich untereinander (1, 3, 12 und 14 Monate);
Mittelwerte + SD: Knochenvolumenanteil (BV/TV), Intersectionsurface (i.S), Trabecular pattern factor (Th.Pf), Structure Model Index (SMI), Trabekeldicke (Th.Th), Anzahl
der Trabekel pro mm (Th.N), Trabecular Separation (Tb.Sp); Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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3.2 Tibiae
3.2.1 Verdnderungen der Mikroarchitektur im zeitlichen Verlauf innerhalb der

Gruppen

3.2.1.1 Tibia Sham - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf
Gruppe 0

Die Tibiae weisen im Schnitt einen Knochenvolumenanteil (BV/TV) von 33,16 + 3,47% in
der Gruppe 0, von 29,44 + 11,61 % in der 1-Monats-Gruppe, von 37,45 * 6,95 % in der 3-
Monats-Gruppe, von 22,28 + 3,24 % in der 12-Monats-Gruppe und von 24,21 + 11,59 % in
der 14-Monats-Gruppe auf.

Es konnten bei den 1- und 3-Monats-Gruppen im Bezug auf Gruppe 0 keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten die 12- und 14-Monats-Gruppe
mit p< 0,0002 und p< 0,0083 einen signifikanten Unterschied zu Gruppe 0. Im Verlauf wurde
nur ein signifikanter Unterschied zwischen der 3- und 12-Monats-Gruppe mit p< 0,0001
deutlich.

Die 'intersection Surface' (i.S.) verhalt sich bei den Sham — Tieren wie folgt: Die Gruppe 0
zeigt einen Mittelwert von 13,56 + 3,11 mm?, die 1-Monats-Gruppe von 26,89 + 10,42 mm?,
die 3-Monats-Gruppe von 29,75 + 8,10 mm?, die 12-Monats-Gruppe von 18,84 + 3,56 mm?
und die 14-Monats-Gruppe von 21,88 + 8,58 mm®. Im Bezug auf Gruppe 0 sind bei allen
Paarungen mit p< 0,0045 (1 Monat), mit p< 0,0001 (3 Monate), mit p< 0,0425 (12 Monat)
und mit p< 0,0076 (14 Monate) signifikante Unterschiede zu erkennen. Im Verlauf hingegen
zeigen sich nur signifikante Ergebnisse im Vergleich zwischen den 3- und 12-Monats-Tieren.

Fur den Trabecular bone pattern factor (Th.Pf) errechnen sich Mittelwerte von 2,50 + 2,45
mm™ in der Gruppe 0, von 6,19 + 5,88 mm™ in der 1-Monats-Gruppe, von 1,72 + 3,92 mm™
in der 3-Monats-Gruppe, von 7,30 + 2,74 mm™ in der 12-Monats-Gruppe und von 7,52 +
15,57 mm™ in der 14-Monats-Gruppe. Die statistische Auswertung zeigt keine signifikanten
Unterschiede der einzelnen Gruppen im Vergleich mit der Gruppe 0. Fir den Verlauf konnte
nur ein signifikantes Ergebnis fiir folgende Paarung errechnet werden: 3- und 12-Monate mit
p< 0,0418.

Durch die statistische Auswertung des Structure Model Index (SMI) zeigen sich Mittelwerte
von 0,76 £ 0,16 in der Gruppe 0, von 1,32 + 0,37 in der 1-Monats-Gruppe, von 0,68 + 0,15 in
der 3-Monats-Gruppe, von 1,11 £ 0,16 in der 12-Monats-Gruppe und von 1,35 + 0,21 in der
14-Monatsgruppe. Im Bezug auf Gruppe 0 zeigt sich nur im Vergleich mit den 14-Monats-
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Tieren ein signifikanter Unterschied (p< 0,0304). Aufgrund von nicht signifikanten
Unterschieden bei den anderen Paarungen kann die Alternativhypothese nicht angenommen
werden. Bei Betrachtung des Verlaufs konnten fur den Vergleich zwischen der 1- und 3-
Monats-Gruppe (p< 0,0118) sowie fiir die 3- und 12-Monatsgruppe (p< 0,0497) signifikante
Ergebnisse berechnet werden. Die beiden anderen Paarungen zeigen keine signifikanten
Unterschiede.

Fur die Dicke der Trabekel (Tb.Th) der Tibiae der Sham-Gruppe zeigen sich ein Mittelwert
von 0,07 £ 0,01 mm in der Gruppe 0, von 0,08 £ 0,001 mm bei den 1-Monats-Tieren, von
0,08 + 0,01 mm bei den 3-Monats-Tieren, von 0,07 £ 0,01 mm bei den 12-Monats-Tieren und
von 0,04 = 0,001 mm bei den 14-Monats-Tieren. Im Verlauf zeigt sich erst nach 12 und 14
Monaten mit p< 0,0140 bzw. p< 0,0001 eine signifikante Abnahme der Trabekeldicke. Im
Bezug auf Gruppe 0 werden sowohl fir die 3-Monats-Tiere (p< 0,0035) als auch fiir die 14-
Monats-Tiere (p< 0,0001) signifikante Ergebnisse errechnet.

Fiir Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N) ergeben sich Mittelwerte von 4,94 + 0,44 mm™ in
der Gruppe 0, von 3,66 + 1,38 mm™ (1 Monat), von 4,52 + 0,43 mm™ (3 Monate), von 3,19
+ 0,50 mm™ (12 Monate) und von 6,06 + 2,79 mm™ (14 Monate). Wie auch schon bei dem
vorherigen Parameter zeigen sich auch hier erst nach 12 und 14 Monaten ( p< 0,0021 und p<
0,0001) signifikante Unterschiede. Im Bezug auf Gruppe 0 werden sowohl fir die 12-Monats-
Tiere (p< 0,0002) als auch fir die 14-Monats-Tiere (p< 0,0304) signifikante Ergebnisse
errechnet.

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) betragt bei den Tibiae Sham-Gruppe im Schnitt 0,13 £ 0,01
mm (Gruppe 0), 0,21 + 0,11 mm (1 Monat), 0,15 + 0,01 mm (3 Monate), 0,22 + 0,04 mm (12
Monate) und 0,08 £ 0,01 mm (14 Monate). Die Ergebnisse der Vergleiche der einzelnen
Gruppen mit der Gruppe 0 sind alle nicht signifikant. Im Verlauf wird erst im Zeitraum von
12 bis 14 Monaten mit p< 0,0298 eine signifikante VergroRerung des Abstandes der Trabekel

zueinander deutlich.
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Abbildung 16 : Ergebnisse des Micro-CTs der Tibiae der Sham-Gruppe und im Verlauf und im Bezug auf
Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S),(c)
Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der
Trabekel pro mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp); t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht

signifikant (n.s.))
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Abbildung 17: Ubersicht der proximalen Tibiae der Sham-Gruppen im koronaren Schnitt (A-E) und in der 3D-Rekonstruktion (a-e) im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat, 3, 12
und 14 Monate); A/a Gruppe 0; B/b Sham, 1 Monat; C/c Sham, 3 Monate; D/d Sham, 12 Monate; E/e Sham, 14 Monate
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3.2.1.2 OV X + Diét - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf
Gruppe 0

Die Tibiae der 1-Monats-Gruppe zeigen im Mittel zu 25,52 £ 17,34 % kndcherne Anteile
innerhalb des VOIs. Der prozentuale Anteil liegt bei 17,18 + 5,56 % in der 3-Monats-Gruppe,
bei 8,27 £ 2,98% in der 12-Monats-Gruppe und bei 7,39 £ 5,17 % in der 14-Monats-Gruppe.
Im Bezug auch Gruppe 0 zeigen sich mit p< 0,0001 signifikante Unterschiede zu der 3-, 12-
und 14-Monats-Gruppe. Der Vergleich zwischen Gruppe 0 und den 1-Monats-Tieren zeigt
hingegen kein signifikantes Ergebnis. Im Verlauf wird nur ein signifikanter Unterschied
zwischen der 3- und der 12-Monats-Gruppe (p< 0,0037) deutlich, fur die anderen beiden
Paarungen wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Die "intersection Surface' (i.S) umfasst im Durchschnitt eine Flache von 20,41 + 18,01 mm? (1
Monat), von 13,68  + 4,10 mm? (3 Monate), von 6,84 + 2,75 mm? (12 Monate) und von
3,47 + 1,83 mm? (14Monate). Die statistische Auswertung ergab nur fiir folgende Paarungen
ein signifikantes Ergebnis: Gruppe 0 und die 12-Monats-Gruppe (p< 0,0183) sowie Gruppe 0
und die 14-Monats-Gruppe (p< 0,0025). Im Verlauf konnte ein signifikanter Unterschied fiir
eine Paarung (3 und 12 Monate) mit p< 0,0143 berechnet werden.

Fiir den Th.Pf ergibt sich ein Mittelwert von 8,52 + 10,29 mm™ bei den 1-Monats-Tieren, von
10,69 + 3,32 mm™ bei den 3-Monats-Tieren, und 10,19 + 8,89 mm™ bei den 12-Monats-
Tieren und von 14,66 + 4,48 mm™ bei den 14-Monats-Tieren. Im Vergleich mit der Gruppe 0
zeigen fir die 3- (p< 0,0050), fir die 12- (p< 0,0144) sowie fur die 14-Monats-Gruppe (p<
0,0010) signifikante Unterschiede. Der Unterschied zu der der 1-Monats-Gruppe ist nicht
signifikant. Dies gilt auch fur den Verlauf. Es wurde flr keine der drei Paarungen ein
signifikantes Ergebnis festgestellt.

Der SMI liegt im Schnitt bei 1,44 £+ 0,85, bei 1,85 £ 0,23, bei 1,57 + 1,03 und bei 2,13 £ 0,33
(1 Monat, 3, 12 und 14 Monate). Flr alle Paarungen des Verlaufs und fir die Paarung Gruppe
0 mit der Gruppe der 1-Monats-Tiere zeigen sich keine signifikanten Ergebnisse. Im Bezug
auf Gruppe 0 ist der Vergleich mit p< 0,0001 (3 Monate), mit p< 0,0016 (12 Monate) und mit
p< 0,0001 (14 Monate) signifikant.

Die Trabekel zeigen eine Dicke von 0,08 + 0,0002 mm in der 1-Monats-Gruppe, von 0,10 +
0,02 mm in der 3-Monats-Gruppe, von 0,09+ 0,01 mm in der 12-Monats-Gruppe und von
0,09 £ 0,02 mm in der 14-Monats-Gruppe. Wie auch schon bei anderen Parametern zeigen

sich nur fur die 3-, 12- und 14- Monats-Gruppe signifikante Unterschiede mit p< 0,0001, p<
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0,0011 sowie p< 0,0003 im Bezug auf die Gruppe 0. Im Verlauf wird fur den Vergleich
zwischen der 1- und 3-Monatsgruppe (p< 0,0139) und zwischen der 3- und 12-Monats-
Gruppe (p< 0,0243) ein signifikantes Ergebnis festgestellt.

Pro mm finden wir im Durchschnitt 3,34 + 2,26 (1 Monat), 1,69 * 0,42 (3 Monate), 0,96 *
0,35 (12 Monate) und 0,85 * 0,59 (14 Monate) Trabekel. Im Bezug auf Gruppe 0 zeigen alle
Paarungen signifikante Unterschiede. Die 1-Monats-Gruppe mit einem p< 0,0401 und alle
anderen drei mit p< 0,0001. Im Verlauf ist nur die Paarung der 1- und 3-Monats-Gruppe mit
p< 0,0341 signifikant.

Der Mittelwert fir den Abstand der Trabekel (Th.Sp) liegt bei 0,24 + 0,15 mm in der 1-
Monats-Gruppe, bei 0,47 = 0,15 mm in der 3-Monats-Gruppe, bei 0,72 £ 0,13 mm in der 12-
Monats-Gruppe und bei 0,80 = 0,36 mm in der 14-Monats-Gruppe. Im Vergleich der 3-, 12-
und 14-Monats-Tiere mit den Tieren der Gruppe 0, zeigt sich fir alle mit p< 0,0001 ein
signifikanter Unterschied. Im Vergleich mit den 1-Monats-Tieren konnte dies nicht gezeigt
werden. Im Verlauf zeigen sich fir die 1- und 3-Monats-Gruppe mit p< 0,0182 und fiir die 3-
und 12- Monats-Gruppe mit p< 0,0001 ebenfalls signifikante Unterschiede.

(@)

[ p<0,0001
50— |

p< 0,0001

p< 0,0001 I T
40

I

p< 0,0037
I |
| 0 T T
Gruppe 0 OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat
1 Monat 3 Monate 12 Monate 14 Monate

55



(b)

45

40-

I.S. (mmA2)
— — N N w w
o v o v o (%]
1 1 1 1 1 1

v
1

p< 0,0025

p<0,0183

0

p<0,0143 I

U

o

(©

30

20

10

Tb.Pf. (1/mm)

-10

Gruppe 0

OVX + Diat
1 Monat

OVX + Diat
3 Monate

OVX + Diat
12 Monate

OVX + Diat
14 Monate

p<0,0010

p<0,0144

p< 0,0050

-20

Gruppe 0

OVX + Diat
1 Monat

OVX + Diat
3 Monate

56

OVX + Diat
12 Monate

OVX + Diat
14 Monate



(d)

p< 0,0001

p<0,0016

2,549 | p<0,0001

SMI
-
1

Gruppe 0 OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat
1 Monat 3 Monate 12 Monate 14 Monate

(€

p<0,0243
p<0,0139
U, 10T

0,12 I

0,11+
0,14

0,091
=

: 0,08+

0,07 @ o

0,06

Th. (mm)

Tb

p<0,0001

0,05 1
p<0,0011

0,04+ p<0,0003
0,03 T T T T T T T T

Gruppe 0 OVX + Diat OVX + Diit OVX + Diat OVX + Diat
1 Monat 3 Monate 12 Monate 14 Monate

57



(®

11~ ! p< 0,0001
10d ! p<0,0001 '
" ! p< 0,0001 '
F h<0,0a01 '
8 -
£ 77
= [ p<003a1 |
S 6 p<0,0341
e
= 44
3
3 =
: = =
Gruppe0 OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat
1 Monat 3 Monate 12 Monate 14 Monate
(@)
' <0,0001 :
1,4+ ps:U;
' p< 0,0001 ' I
124 | p< 0,0001 |
14
£ 0,8
&
_'55 0,6 ]
9 A
0,4
0,2 H | p< 0,0001 |
=
I p<0,0182 |
0
Gruppe 0 OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat OVX + Diat
1 Monat 3 Monate 12 Monate 14 Monate

Abbildung 18: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibiae der OVX + Di&t-Gruppe und im Verlauf und im Bezug auf
Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Tb.Th), (f) Anzahl der
Trabekel pro mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p=>0,05 ist nicht
signifikant (n.s.))
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Abbildung 19 :Ubersicht der proximalen Tibiae der OVX + Diat-Gruppen im koronaren Schnitt (A-E) und in der 3D-Rekonstruktion (a-€) im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat,
3, 12 und 14 Monate); A/a Gruppe 0; B/b OVX + Diat, 1 Monat; C/c OVX + Diét, 3 Monate; D/d OVX + Diéat, 12 Monate; E/le OVX + Diét, 14 Monate
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3.2.2 Veranderungen der Mikroarchitektur innerhalb der Gruppen zu einem

bestimmten Zeitpunkt

3.2.2.1 Darstellung der Gruppe 0 als Ausgangspunkt

Die Tibiae der Gruppe 0 zeigen im Mittel zu 33,16 + 3,47 % kndcherne Anteile innerhalb des
VOlIs. Der prozentuale Anteil schwankt dabei zwischen 28,83 % und 37,46 %.

Die 'intersection Surface' (i.S) umfasst im Durchschnitt eine Flache von 13,56 + 3,111 mm?.
Wobei diese Flache zwischen 8,14 mm? und 18,65 mm? variiert.

Fiir den Th.Pf ergibt sich ein Mittelwert von 2,50 + 2,45 mm™ mit Schwankungen zwischen -
1,36 mm™ und 5,26 mm™.

Der SMI liegt im Schnitt bei 0,76 + 0,23 und weist Werte im Bereich von 0,39 bis 1,01 auf.
Die Trabekel zeigen eine Dicke von 0,07 £ 0,01 mm, wobei die Dicke zwischen 0,06 mm und
0,08 mm schwankt. Pro mm finden wir im Durchschnitt 4,94 + 0,44 Trabekel. Die Anzahl
schwankt jedoch zwischen 4,56 und 5,85 Trabekeln pro mm.

Der Mittelwert fiir den Abstand der Trabekel (Th.Sp) liegt bei 0,13 £ 0,01 mm innerhalb eines

Bereiches von 0,11 - 0,15 mm.

3.2.1.2 Verdanderungen nach 1 Monat

Die Tibiae weisen im Schnitt einen Knochenvolumenanteil (BV/TV) von 29,44 + 11,61 % in
der Sham-Gruppe und von 25,52 + 17,34 % in der OVX + Diat-Gruppe auf. Dabei liegen die
Werte zwischen 21,23- 37,64 % (Sham) und 13,26 - 37,78 % (OVX + Diéat). Es konnten
zwischen den einzelnen Gruppen im Bezug auf den Knochenvolumenanteil keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Die 'intersection Surface' (i.S.) verhalt sich bei den 1 Monats — Tieren wie folgt: Die Sham-
Gruppe zeigt einen Mittelwert von 26,89 + 10,42 mm? innerhalb eines Bereiches zwischen
19,52 - 34,26 mmZ. Der Mittelwert der OVX + Diat-Gruppe betragt 20,41 + 18,01 mm? mit
absoluten Werten zwischen 7,68 - 33,15 mm?. Auch bei diesem Parameter kénnen keine
signifikanten Unterschiede belegt werden.

Fir den Trabecular bone pattern factor (Th.Pf) errechnen sich Mittelwerte von 6,19 + 5,88
mm™ in der Sham-Gruppe und von 8,52 + 10,29 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Es zeigt
sich eine Spannbreite der Werte von 2,03 mm™ bis 10,35 mm™ in der Sham-Gruppe und von
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1,24mm™ bis 15,80 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Wie auch bei den vorhergegangenen
Parameter konnen im Vergleich keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Durch die statistische Auswertung des Structure Model Index (SMI) zeigen sich Mittelwerte
von 1,32 + 0,49 in der Sham-Gruppe und von 1,44 + 0,85 in der OVX + Diéat-Gruppe. Die
Werte liegen dabei zwischen 0,97 - 1,67 (Sham) und 0,84 - 2,04 (OVX + Diat). Aufgrund von
nicht signifikanten Unterschieden kann die Alternativhypothese nicht angenommen werden.
Fur die Dicke der Trabekel (Th.Th) der Tibiae der 1 Monats-Gruppe zeigen sich Werte
zwischen 0,08 - 0,08 mm mit einem Mittelwert von 0,08 + 0,001 mm in der Sham-Gruppe.
Bei der anderen Gruppe liegt dieser zwischen 0,08 - 0,08 mm (OVX + Diét). Im Mittel ist der
Abstand 0,08 + 0,0002 mm in der OVX + Diat-Gruppe. Bei allen Paarungen ist das Ergebnis
nicht signifikant und die Nullhypothese gilt somit als bestatigt.

Fiir Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N) ergeben sich Mittelwerte von 3,66 + 1,38 mm™ in
der Sham-Gruppe und von 3,34 + 2,26 mm™ in der OVX + Di4t-Gruppe. Die Werte liegen
dabei zwischen 2,68 mm™ und 4,64 mm™ (Sham) und 1,74 mm™ und 4,93 mm™ (OVX +
Diét). Es kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) betragt bei den Tibiae 1 Monats-Gruppe im Schnitt 0,21 +
0,11 mm (Sham) und 0,24 + 0,15 mm (OVX + Diéat). Die absoluten Werte liegen zwischen
0,14 mm bis 0,29 mm in der Sham-Gruppe und zwischen 0,13 mm bis 0,34 mm in der OVX +

Diat-Gruppe. Das Ergebnis des Vergleiches der einzelnen Gruppen ist nicht signifikant.
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Abbildung 21: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-Rekonstruktion (a-c)
im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat); A/a Gruppe 0;B/b Sham, 1 Monat Tibia;C/c OVX + Diat, 1 Monat Tibia

3.2.1.3 Veranderungen nach 3 Monaten

Die Tibiae der 3-Monats-Gruppe zeigen im Mittel zu 37,45 + 6,95 % (Sham) und zu 17,18 +
556 % (OVX + Diat) knocherne Anteile innerhalb des VOIs. Mit p< 0,0001 ist der
Unterschied im Knochenvolumenanteil signifikant.

Die ‘intersection Surface' (i.S) umfasst im Durchschnitt eine Flache von 29,75 + 8,10 mm? in
der Sham-Gruppe und von 13,68 + 4,10 mm? in der OVX + Diat-Gruppe. Die statistische
Analyse zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit einem p<
0,0001.

Fiir den Th.Pf ergibt sich ein Mittelwert von 1,72 + 3,92 mm™ und von 10,69 # 3,32 mm™ in
der Sham- bzw. OV X + Diat-Gruppe. Auch hier zeigt sich im Vergleich der beiden Gruppen
ein signifikantes Ergebnis, hier mit p< 0,0015.
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Der SMI liegt im Schnitt bei 0,68 = 0,42 in der Sham-Gruppe und bei 1,85 £ 0,23 in der
OVX + Diat-Gruppe. Mit p< 0,0001 zeigt sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich der
Sham- und OV X + Diéat-Gruppe.

Die Trabekel zeigen eine Dicke von 0,08 £ 0,01 mm in der Sham- und von 0,10 + 0,02 mm in
der OVX + Diat-Gruppe. Der Unterschied in der Trabekeldicke ist zwischen den beiden
Gruppen mit p< 0,0014 signifikant.

Pro mm finden wir im Durchschnitt 4,52 + 0,43 bzw. 1,69 + 0,42 Trabekel bei der Sham- und
OVX + Diat-Gruppe. Anzahl der Trabekel in der Sham-Gruppe unterscheidet sich mit p<
0,0001 signifikant von der Anzahl der Trabekel in der OV X + Diat-Gruppe.

Der Mittelwert fiir den Abstand der Trabekel (Th.Sp) liegt bei 0,15 £ 0,01 mm (Sham) und
bei 0,47 + 0,15 mm (OVX + Diéat). Mit p< 0,0001 ist der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen signifikant.
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Abbildung 22: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia
der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe (3
Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b)
Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern
factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e)
Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro
mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
signifikant (n.s.))

Abbildung 23: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-Rekonstruktion (a-c)
im Vergleich mit Gruppe 0; (3 Monate); A/a Gruppe 0;B/b Sham, 3 Monate Tibia;C/c OVX + Diat, 3 Monate

Tibia
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3.2.1.4 Veranderungen nach 12 Monaten

Die Sham-Tiere zeigen im Mittel einen Knochenvolumenanteil (BV/TV) von 22,28 + 3,24 %.
Die Werte der anderen Gruppe liegt fir die OVX + Diat-Gruppe bei 8,27 £ 2,98 %. Der
Knochenvolumenanteil liegt in der Sham-Gruppe zwischen 16,09 - 27,21 % und in der OVX
+ Diat-Gruppe zwischen 4,72 - 12,37 %. Im paarweisen Vergleich mittels t-Test ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe (p<0,0001).

Die Intersection Surface (i.S.) liegt in der Sham-Gruppe im Mittel bei 18,84 £ 3,56 mm,
wobei die Werte zwischen 13,13 - 24,19 mm liegen. In der anderen Gruppe ergibt sich ein
Mittelwert von 6,84 + 2,75 mm fur die OVX + Diét-Gruppe. Die berechneten Werte liegen in
einem Bereich von 1,12 - 9,99 mm (OVX + Diat). Mit p< 0,0001 konnte eine Signifikanz bei
dieser Paarung gezeigt werden.

Fur den Trabecular bone pattern factor (Th.Pf) errechnen sich Mittelwerte von 7,30 £ 2,74
mm™ in der Sham-Gruppe und von 8,94 + 11,58 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Es zeigt
sich eine Spannbreite der Werte von 2,59 mm™ bis 11,29 mm™ in der Sham-Gruppe und von -
14,74 mm™ bis 24,70 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Die statistische Analyse zeigt keinen
signifikanten Unterschied bei dem Vergleich der beiden Gruppen.

Die Mittelwerte des Structure Model Index (SMI) liegen in der Sham-Gruppe bei 1,11 + 0,24
und in der OVX + Diat-Gruppe bei 1,57 = 1,03. Die Werte schwanken zwischen 0,70 - 1,54
(Sham-Gruppe) und -0,67 - 2,82 (OVX + Diat-Gruppe). Diese Paarung zeigen keine
signifikanten Unterschiede.

Die Trabekeldichte (Tbh.Th) liegt in der Sham-Gruppe im Mittel bei 0,07 £ 0,01 mm, wobei
die Werte zwischen 0,06 - 0,08 mm liegen. In der anderen Gruppe ergibt sich ein Mittelwert
von 0,09 + 0,01 mm fiir die OVX + Diat-Gruppe. Die berechneten Werte liegen in einem
Bereich von 0,07 - 0,11 mm (OVX + Diéat). Fir die Trabekeldicke kann im Vergleich
zwischen der OVX + Diat- und OVX + Steroid-Gruppe kein signifikantes Ergebnis
festgestellt werden. Mit p< 0,0007 bei der Sham- und OVX + Di&t-Gruppe kann hier die
Nullhypothese abgelehnt werden.

Die durchschnittliche Anzahl der Trabekel innerhalb der VOI (Th.N) betrégt in der Sham-
Gruppe 3,19 + 0,50 mm™ und in der OVX + Diat-Gruppe 0,96 + 0,35 mm™. Die Anzahl der
Trabekel pro mm schwankt zwischen 2,05 - 4,03 mm™ in der Sham-Gruppe und zwischen
0,56 - 1,52 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Es konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe festgestellt werden.
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Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) betrégt bei den Tibiae 12 Monats-Gruppe im Schnitt 0,22 +
0,04 mm (Sham) und 0,72 + 0,13 mm (OVX + Diét). Die absoluten Werte liegen zwischen
0,15 mm bis 0,33 mm in der Sham-Grupp und zwischen 0,60 mm bis 0,92 mm in der OVX +
Diat-Gruppe. Mit einem p<0,0001 zeigt diese Paarung einen signifikanten Unterschied und

die Nullhypothese kann in diesem Fall verworfen werden.

(@) (b) (©
25 e
| 25
25 - | 20
20 |
20+ 15
8 1 S15 | E 17
Els— £ 2 5 —_—
: __ :
= 049

—-
o
1

:10— g |
-5

[ o | -101
51 p< 0,0001 —)— }
e — o
-15
Sham OovX Sham ovX Sham OVX
+ + +
Diat Diat Diat
(d) (e) ()
0,124
3T —— 4,5 p< 0,0001
2,54 0,114 44
24 0.14 p< 0,0007 3,5
34

SMI
-
— “n
! 1
Tb.Th. (mm)
(=] (=]
=] [=]
™ ©
1 1

Tb.N. (1/mm)

0,074

1,5
04
1L i
5] 0,06

0,54
£ 0,05 0
Sham OvX Sham OYX Sham OVvX
Diat Diat Diat
)
1,4
18l Abbildung 24: Ergebnisse des Micro-CTs der
p<0,0001 Tibiae der Sham- und der OVX + Diat-Gruppe (12
9 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b)
E0.s [ Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern
& factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e)
2 Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro
0.4 mm (Th.N), (g)Trabecular Separation (Tb.Sp);t-
| Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
= signifikant (n.s.))
0
Sham OVX
Diat

67



22mm

Abbildung 25: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-Rekonstruktion (a-c)
im Vergleich mit Gruppe 0; (12 Monate); A/a Gruppe ; B/b Sham, 12 Monate Tibia;C/c OVX + Diat, 12 Monate
Tibia

3.2.1.5 Veranderungen nach 14 Monaten

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) liegt bei den 3 Gruppen im Mittel bei 24,21 + 11,59 %
(Sham) und bei 7,39 £ 5,17 % (OVX + Diét). Die prozentualen Werte verteilen sich zwischen
12,37 - 44,27 % in der Sham-Gruppe und zwischen 1,81 - 15,87 % in der OVX + Diét-
Gruppe. Die statistische Analyse zeigt, dass der Unterschied zwischen der Sham- und OVX +
Diéat- Gruppe mit p< 0,0105 signifikant ist.

Die Intersection Surface (i.S.) verhélt sich bei den 1 Monats — Tieren wie folgt: Die Sham-
Gruppe zeigt einen Mittelwert von 21,888 + 8,58 mm? innerhalb eines Bereiches zwischen
13,62 - 38,16 mm?. Der Mittelwert der OVX + Diat-Gruppe betragt 3,47 + 1,83 mm? mit
absoluten Werten zwischen 1,96 - 5,59 mm?. Der Unterschied zwischen der Sham- und OVX
+ Diét- Gruppe ist mit p< 0,0006 signifikant und die Alternativhypothese kann angenommen
werden.

Durch die statistische Auswertung der Daten ergeben fur den Trabecular bone pattern factor
(Tb.Pf) folgende Mittelwerte in den einzelnen Gruppen: 1,35 + 25,44 mm™ in der Sham-
Gruppe, 14,66 + 4,48 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Die absoluten Werte verteilen sich
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bei der Sham-Gruppe im Bereich von -41,44 bis 28,76 mm™ und bei der OVX + Diat-Gruppe
im Bereich von 9,99 bis 21,53 mm™. Es konnte kein signifikantes Ergebnis festgestellt
werden, somit wird die Nullhypothese beibehalten.

Durch die statistische Auswertung des Structure Model Index (SMI) zeigen sich Mittelwerte
von 1,35 + 0,82 in der Sham-Gruppe und von 2,13 £ 0,33 in der OVX + Diat-Gruppe. Die
Werte liegen dabei zwischen -0,11 - 1,97 (Sham) und 1,66 - 2,42 (OVX + Diat). Die
statistische Analyse zeigt keine signifikanten Unterschiede.

Die Werte der Trabekeldicke (Th.Th) liegen im Durchschnitt in der Sham-Grupp bei 0,04 +
0,001 mm und in der OVX + Diat-Gruppe 0,09 £ 0,02 mm. Die Dicke der Trabekel liegt im
Bereich von 0,04 mm bis 0,04 mm (Sham) und von 0,07 mm bis 0,12 mm (OVX + Diéat). Mit
p< 0,0001 bei der Sham- und OVX + Diat-Gruppe kann die Nullhypothese abgelehnt werden.
Die durchschnittliche Anzahl der Trabekel innerhalb der VOI (Th.N) betrégt in der Sham-
Gruppe 6,06 + 2,79 mm™ und in der OVX + Diét-Gruppe 0,85 + 0,59 mm™. Die Anzahl der
Trabekel pro mm schwankt zwischen 3,27 - 10,86 mm™ in der Sham-Gruppe und zwischen
0,17 - 1,70 mm™ in der OVX + Diat-Gruppe. Mittels t-Test kénnen signifikanten Ergebnisse
gezeigt werden: Sham- und OV X + Diét-Gruppe (p< 0,0041).

Der Abstand der Trabekel (Th.Sp) betrégt bei den Tibiae 14 Monats-Gruppe im Schnitt 0,08
+ 0,01 mm (Sham) und 0,80 + 0,36 mm (OVX + Diat). Die absoluten Werte liegen zwischen
0,06 mm bis 0,09 mm in der Sham-Gruppe und zwischen 0,48 mm bis 1,34 mm in der OVX +
Diat-Gruppe. Fur alle Paarungen konnen folgende signifikante Unterschiede festgestellt
werden: p< 0,0032 (Sham und OVX + Diét).
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3.1 mm

Abbildung 27: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-Rekonstruktion (a-c)
im Vergleich mit Gruppe 0; (14 Monate); A/a Gruppe 0;B/b Sham, 14 Monate Tibia;C/c OVX + Diét, 14
Monate Tibia
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3.3 Spongiosalange

3.3.1 Verdnderungen der Spongiosalangen im zeitlichen Verlauf innerhalb der

Gruppen

3.3.1.1 Sham - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf Gruppe 0

Im Verlauf der Sham-Gruppe zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der 1- und 3-
Monats-Gruppe (p< 0,0401) und der 12- und 14-Monats-Gruppe (p< 0,0185). Im Bezug auf
die Gruppe 0 konnte nur mit der 14-Monats-Gruppe (p< 0,0076) ein signifikantes Ergebnis

berechnet werden.
13 p<0,0401 |
12 4 — | p< 0,0185
11 = % = -—
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1

: I
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1 Monat 3 Monate 12 Monate

Sham
14 Monate

Abbildung 28: Spongiosalangen im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14 Monate) Sham-
Gruppe

3.3.1.2 OV X + Diét - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate)

Im Gegensatz dazu konnte bei den OVX + Diat-Tieren im Verlauf nur ein signifikanter
Unterschied zwischen 1 und 3 Monaten mit p< 0,0001 festgestellt werden. Mit einem p<

0,0001 zeigten die 3-, 12- und 14-Monats-Gruppen signifikante Unterschiede zur Gruppe 0.
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Abbildung 29: Spongiosalangen im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14 Monate) OVX +
Diat-Gruppe

3.3.2 Veradnderungen der Mikroarchitektur innerhalb der Gruppen zu einem

bestimmten Zeitpunkt(\Vergleich zwischen der Sham- und der OV X + Diét-

Gruppe

Neben den oben genannten Parametern wurden auch die Spongiosaldangen verglichen.

Bei den 1 Monats-Tieren ist die Spongiosa im Mittel 8,78 + 4,39 mm (Sham) und 9,002 +
3,05 mm (OVX + Diét) lang. Die Lange schwankt dabei zwischen 5,68 - 11,88 mm in der
Sham-Gruppe und zwischen 6,85 - 11,16 mm in der OVX + Di&t-Gruppe. Die statische
Analyse zeigt keine signifikanten Unterschiede in der Spongiosaldnge im paarweisen
Vergleich der beiden Gruppen.

Die Spongiosalédnge der 3 Monats-Tiere liegt im Mittel bei 11,20 + 1,12 mm bei der Sham-
Gruppe und bei 3,85 + 0,58 mm in der OVX + Diét-Gruppe.

Die Spongiosaldnge der 12 Monats-Tiere betradgt im Durchschnitt 10,36 + 1,16 mm in der
Sham-Gruppe und die Werte liegen im Bereich von 7,23 mm bis 11,12 mm. Fir die OVX +
Diat-Gruppe erhalten wir einen Mittelwert von 4,67 + 1,34 mm. Die Lange schwankt
zwischen 3,45 - 7,45 mm. Der Unterschied in der Lange der Spongiosa zwischen der Sham-
und OVX + Diét- Gruppe ist mit p< 0,0001 signifikant. Hier kann die Nullhypothese
abgelehnt werden.

Die 14 Monats-Tiere zeigen folgende Mittelwerte in den beiden Gruppen: 8,50 + 3,37 mm
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(Sham) und 3,37 = 0,81 mm (OVX + Diéat). Die Lange der Spongiosa variiert zwischen 3,19
mm und 10,99 mm in der Sham-Gruppe und zwischen 2,14 mm und 4,28 mm in der OVX +
Diat-Gruppe. Diese Paarung (Sham und OV X + Diét) ist mit p< 0,0062 signifikant.
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Abbildung 30: Spongiosalangen der Kontroll- und der OVX + Diat -Gruppe: (a) 1 Monat, (b) 12 Monate, (c) 14
Monate
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Sham 8,78 +4,39 «—p<0,0401*— 11,20+ 1,12 «—n.s. 10,36 + «— p<0,0185*— 8,50+ 3,37
] n.s N 1,16 ] p<0,0001* ] p<0,0062*
OVX +Diat 9,002+3,05 —ns— 3,85+ 0,58 «—ns. 4,67£1,34 —ns.— 3,37+ 0,81
—

Tabelle 6: Zusammenstellung der Spongiosaldngen der OVX + Diat-Gruppe (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate), Mittelwerte + SD und Signifikanzangaben; Nicht signifikante
Unterschiede sind mit n.s gekennzeichnet
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3.4 Kortikalis
3.4.1 Verdnderungen der Porositat der Kortikalis im zeitlichen Verlauf

3.4.1.1 Sham - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate) im Bezug auf Gruppe 0

Die Gruppe O hat eine Porositat von 3,01 + 1,24 % und zeigt daher mit p<0,0056 einen
signifikanten Unterschied zu den 1-Monats-Tieren der Sham-Gruppe (0,001 %). Bei den
weiteren Tieren liegt eine Porositat von 2,54 + 0,34 % (3 Monate), 3,97 £ 0,80 % (12 Monate)
und 7,63 = 1,54 % (14 Monate). Im zeitlichen Verlauf zeigen sich signifikante Unterschiede
und damit eine Zunahme der Porositat zwischen den 1- und 3-Monats-Tieren mit p< 0,0328

und zwischen den 12- und 14-Monats-Tieren mit p<0,0001.
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Abbildung 31: Total Porosity im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14 Monate) Sham-
Gruppe

3.4.1.2 OV X + Diét - Gruppe im Verlauf (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate)

Mit einer mittleren Porositat von 0,01 % zeigen die 1-Monats-Tiere der OVX + Diat-Gruppe
keinen signifikanten Unterschied zu den 3-Monats-Tieren (2,66 + 1,23 %). Im zeitlichen
Verlauf zeigt sich nur ein signifikanter Unterschied mit p<0,0368 zwischen den 3- und 12-
Monats-Tieren (20,32 + 16,79 %). Die 14-Monats-Tiere zeigen mit einer Porositat von 34,98

* 22,62 % keinen signifikanten Unterschied zu den 12-Monats-Tieren.
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Abbildung 32: Total Porosity im Verlauf (1Monat, 3,12, und 14 Monate) OVX + Diat-Gruppe
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—p<0,0001*—  3,97+0,80
«p<0,0037*—  20,32+16,79

—ns— 0,001 ] —ns— 2,54+0,34
n.s

]p<0,0001*
—ns— 2,66+1,23

]p<0,0001*

Tabelle 7: Total Porosity der Sham- und OVX-Gruppe (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate), Mittelwerte + SD und Signifikanzangaben; Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s
gekennzeichnet
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Abbildung 33: Total Porosity der Kortikalis im Verlauf, Sham- (A-E) vs. OVX + Diat-Gruppe(a-¢€) im transversalen Schnitt; (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate); A Sham, 1 Monat;
B Sham, 3 Monate; C Sham, 12 Monate; D Sham, 14 Monate; a OVX + Diét, 1 Monat; b OVX + Diét, 3 Monate; ¢ OVX + Diéat, 12 Monate; d OVX + Diat, 14 Monate
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V. DISKUSSION

4.1 Osteoporose

Die Osteoporose stellt sich nicht nur aufgrund ihrer hohen Inzidenz (Hadji et al. 2012),
sondern auch aufgrund ihrer Bedeutung bei der Entstehung von pathologischen Frakturen
(Meisinger et al. 2002) als aktuelles und ernstzunehmendes Problem dar.

Neben dem Verstandnis des Pathomechanismus spielt eine optimale Bildgebung als Schlussel
zur sicheren Diagnose und zur Uberwachung der Effizienz méglicher therapeutische Ansétze
eine wichtige Rolle.

Die Messung der BMD mittels DXA gilt als anerkannte Methode zur Einteilung der
Osteoporose mittels t-Score. (WHO 2003; Kanis et al. 2008; Brunader R. 2002)

Neben der BMD spielt die Evaluation von weiteren Risikofaktoren eine wichtige Rolle.

Als ein wichtiger Risikofaktor flr pathologische Frakturen ist das Alter der Patienten zu
nennen. Es konnte gezeigt werden, dass bei gleicher BMD das Frakturrisiko bei Alteren
gegenuber Jingeren deutlich erhoht ist. (Hui et al. 1988)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass eine Diat (mit wenig Vitamin D2
und D3, Vitamin K, Calcium, Soja, Phytodstrogen und Phosphor) auf die Entwicklung einer
postmenopausalen Osteoporose einen beschleunigenden Einfluss hat.

Vitamin D gilt als unabhé&ngiger Risikofaktor fiir Osteoporose (Cauley 2008) und spielt eine
wichtige Rolle bei der Entstehung einer sekundaren Osteoporose bei Frauen nach der
Menopause (Tannenbaum et al. 2002) sowie von klinischen Frakturen bei Frauen und Ménner
mit BMD Osteoporose (Dumitrescu et al. 2008). Behebt man das Vitamin D-Defizit, kann
man das Fall- und Frakturrisiko senken(Bischoff-Ferrari et al. 2005; Bischoff-Ferrari et al.
2004). Durch eine Erhéhung des Calciumspiegels provoziert man jedoch kardiovaskuldre
Probleme wie Myokardinfarkt und Schlaganfall(Bolland et al. 2011).

4.2 Bildgebung

Bei der Darstellung der Mikroarchitektur des Knochens ist die Histomorphometrie inzwischen

durch die weitverbreitete Mikro-Computertomographie aufgrund der schnellen, nicht-

destruktiven  Bildgebung von  Knochenproben, ergidnzt worden. Die Mikro-

Computertomographie ist mit einer Auflésung von wenigen um im Gegensatz zu den anderen

Bildgebungstechniken kleinste Strukturen darstellen, sondern auch aus den dreidimensionalen

Datensatzen die klassischen Parameter der Histomorphometrie fir den kortikalen und
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trabekuldren Knochen zu berechnen. (Burghardt et al. 2011; Egon Perilli 2012) Darber
hinaus kann die trabekulére Mikroarchitektur des Knochens durch
Bildverarbeitungsprogramme, wie die Skyscan™ CT-analyzer software, objektiv und
standardisiert quantifiziert werden.

Die zellul&re Funktion und die Aktivitat des Remodellings werden jedoch durch die Mikro-
Computertomographie nicht dargestellt. Die Mikro-Computertomographie kann die
Histologie in diesem Bereich somit nicht ersetzen. (Langheinrich et al. 2004; Burghardt et al.
2011)

Die einzelnen Proben wurden in einem Micro-CT (SkyScan, Aartselaar, Belgium) gescannt.
Bei dieser Technik handelt es sich um eine relativ schnelle Methode um dreidimensionale
Strukturparameter zu erhalten, die strukturelle Verdnderungen der mineralisierten
Knochenmatrix reproduzierbar und effektiv anzeigen. (Tamminen et al. 2011) Wir nutzen hier
die Mdoglichkeit der Darstellung der Knochenmikroarchtiktur bei kleinen Versuchtieren.
Durch die Micro-Computertomographie kdnnen dreidimensionale Bilder erzeugt werden, bei
denen man die Spongiosa und die Kortikalis separat darstellen kann. Dadurch erhalten wir
eine realistische Abbildung des Gewebes und kdénnen dort zum Beispiel den Grad der
Mineralisierung beurteilen. (Yoon et al. 2012) Die Messung von dynamischen VVorgangen wie
zum Beispiel dem Remodeling ist nicht mdglich, dennoch st die Micro-
Computertomographie sensitiv fur Veranderungen der Knochenstruktur und —dichte. (Akhter
et al. 2007)

4.3 Tiermodell

In der Osteoporose-Forschung hat sich die ovariektomierte Ratte als Modell fir die
postmenopausale Osteoporose etabliert. Die postmenopausale Osteoporose wird in erster
Linie durch einen Ostrogen-Mangel induziert, der im Rattenmodell durch die Ovariektomie
simuliert werden kann. (Lelovas et al. 2008; Inada M 2011; Jee WS 2001) Ebenso findet man
das Remodeling, bestehend aus standiger Aktivierung, Resorption und Aufbau des Knochens
bei ausgewachsenen Ratten ebenso wie im menschlichen postmenopausalen Skelett. (Omi
und Ezawa 1995; Lelovas et al. 2008; Yoon et al. 2012).

Die Ovariektomie flhrt letztendlich zu einer Steigerung des Remodeling und zu einem
Ungleichgewicht zwischen Auf- und Abbau des Knochens mit resultierendem Verlust der
Knochenmasse. (Omi und Ezawa 1995; Lelovas et al. 2008; Yoon et al. 2012) Das
Remodeling findet vor allem am spongidsen Knochen und in geringerem Mafe am kortikalen
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Knochen statt. (Jee WS 2001; Yoon et al. 2012) Die Ratten haben weniger Havers Kanale
und auch weniger Remodeling-Einheiten in der Kortikalis. (Wronski et al. 1989)

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten wird zeigen, dass sich der Verlust der Knochenmasse
durch eine Diat (mit wenig Vitamin D2 und D3, Vitamin K, Calcium, Soja, Phytodstrogen
und Phosphor) verstarken lasst.

Das Rattenmodell ist aufgrund der geringen ProbengréRe fiir die Micro-CT-Untersuchung zur
Abbildung der Microarchitektur und Quantifizierung des Knochenverlustes gut geeignet.

Fur biomechanische Testungen kann die Probengrdle zu klein sein.(Kreipke et al. 2014) Hier
werden auch Schafe als gutes Modell fir die sekundare Osteoporose verwendet, da ihre
Knochen der Makrostruktur der Menschen &hnelt und die Proben eine ausreichende Grolie flr
mechanische Tests haben. (C. A. Lill 2002)

4.4 Strukturparameter

Die statistische Auswertung der Wirbelkdrper (Th10) der 1-Monats-Tiere zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe.

Shin et al. konnten in ihrer Studie mit 24 weiblichen Sprague-Dawley Ratten schon 4 Wochen
nach der Ovariektomie eine Reduktion des Knochenvolumenanteils (BV/TV) um 11,2% im
Wirbelkdrper L4 mittels histomorphometrischer Analyse im Micro-CT feststellen. (Shin et al.
2012)

Bei den unterschiedlichen Ergebnissen konnte die Anzahl der Tiere eine Rolle spielen. Im

Gegensatz zu Shin et al. werden hier nur 7 Tiere im Rahmen einer Pilotserie ausgewertet.

Im Vergleich zwischen den Tibiae der drei Gruppen (1 Monat) kdnnen bei allen evaluierten
Strukturparametern keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Perilli et al. hingegen konnten fir mit p< 0,001 signifikante Unterschiede in BV/TV, Th.Th,
Th.Sp, Tb.N, und SMI schon nach einem Monat feststellen. Er vergleicht eine Sham- mit
einer OVX-Gruppe, die nicht wie in diesem Fall mit einer Diat behandelt wurden, uber
mehrere Wochen mittels in vivo Micro-CT.

Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten zum einen damit zusammenhangen, dass anstelle
eines ex vivo ein in vivo Micro-CT verwendet wurde, welches dein longitudinales
Studiendesign ermdglicht. Zum anderen konnte es daran liegen, dass die Daten flr die
Querschnittsstudie, aus den gewonnenen Daten (longitudinales Studiendesign) durch

statistische Verfahren errechnet wurden. (Perilli et al. 2010) Wahlt man diese Art des
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Studiendesigns konnen Veranderungen der Strukturparameter friiher nachgewiesen werden,
wie David et. al zeigt. (David et al. 2003)

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) der 3-Monats-Tiere ist in der OVX + Diét-Gruppe
signifikant geringer als in der Sham-Gruppe (Th10). Eine Verringerung des
Knochenvolumenanteils zeigten auch Yoon et al. an L4-Wirbelk6rpern von Sprague-Dawley-
Ratten nach 2 Monaten nach der OVX (Yoon et al. 2012), sowie Rhee et al. bei L1-
Wirbelkdérpern 5 Monate nach der OVX (Rhee et al. 2009) und auch Miyagawa et al. bei L4-
Wirbelkdrpern von Wistar-Ratten 14 Wochen nach der Sham-OP (Miyagawa et al. 2011).

Der initiale Abfall des Th.Pf und des SMls in der OVX + Diat-Gruppe innerhalb der ersten 3
Monate, zeigt dass sich der Knochenverlust manifestiert. Eine Umwandlung der
Knochenstruktur von einer gut vernetzten Spongiosa mit nahezu idealer Plattenstruktur zu
einer Struktur mit eingeschlossenen Héhlen und konkaven Flachen findet statt. (Salmon 2009)
Im Vergleich zur Sham-Gruppe zeigen sich weniger Trabekel deren Abstand immer weiter
zunimmt. Die Tatsache, dass die i.S in der OV X + Di&t-Gruppe sich nicht signifikant von der
i.S der Sham-Gruppe unterscheidet, kénnte durch die kompensatorische Erhéhung der
Trabekeldicke verursacht worden sein. (Lazenby 2011)

Im Vergleich der Th10 zwischen den beiden Gruppen (Sham und OVX + Diét) zeigen sich
nach 3 Monaten vorallem bei der OVX + Diat-Gruppe die klassischen Merkmale des
osteoporotischen Knochenverlustes. (Ding 2000; Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007;
Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)

Die Tibiae der OVX + Diat-Gruppe zeigen im Vergleich mit der Sham-Gruppe einen
starkeren Abfall des Knochenvolumenanteils. Mit einem signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen zeigt sich eine Tendenz der Sham-Gruppe zur Plattenstruktur. In der
OVX + Diat-Gruppe zeigt sich im Gegensatz dazu die Umwandlung von der Platten- zur
Stabstruktur durch eine Erhdhung des SMI und des Th.Pf, welche fiir den osteoporotischen
Knochenverlust charakteristisch ist. (Ding 2000; Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007;
Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011) Ein typischer initialer Anstieg der Trabekeldicke
(Perilli et al. 2010) wird bei den Tibiae der OVX + Diat- aber nicht in der Sham-Gruppe
deutlich. Ein weiteres Charakteristikum des osteoporotischen Knochenverlustes ist eine
verringerte Anzahl der Trabekel mit einem grofReren Abstand zueinander (Th.N sinkt, Th.Sp
steigt), welches signifikant ausgepréagter in der OVX + Diét-Gruppe vorliegt. (Ding 2000;
Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)
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Die  Wirbelkérper der 12 Monats-Tiere zeigen wie erwartet den grolten
Knochenvolumenanteil (BV/TV) in der Sham-Gruppe. Einen deutlich geringen
Knochenvolumenanteil weilit die OVX + Diat-Gruppe im Gegensatz zu der Sham-Gruppe
auf.

Fiir die ,intersection Surface® (i.S) zeigte sich erwartungsgemal der groflte Wert in der Sham-
Gruppe mit signifikanten Unterschieden zu der OV X + Diét-Gruppe.

Die grofite Konvexitat bzw. starkste Vernetzung (Th.Pf) zeigte erstaunlicherweise die OVX +
Diat-Gruppe vor der Sham-Gruppe.

Der errechnete SMI zeigt, das in allen Gruppen das Verhaltnis in dem Platten und Stébe
vorliegen zu Gunsten der Platten ist. Die Sham-Gruppe zeigt hier ein vermehrtes VVorkommen
von Plattenstrukturen, wohingegen die OVX + Diat-Gruppe deutlich weniger zu einer
Plattenstruktur tendiert.

Diese Tendenz ist fiir den osteoporotischen Knochenverlust charakteristisch, der durch eine
Umwandlung der Platten- in eine Stabstruktur gekennzeichnet ist, wie in der Literatur gezeigt
werden konnte. Das gleiche gilt fur die Anzahl der Trabekel in der sich die OVX + Diét-
Gruppe signifikant von der Sham-Gruppe unterscheidet. (Ding 2000; Waarsing et al. 2006;
Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)

Rhee et al. wies einen erniedrigten BV/TV und Th.N, so wie einen erhdhten SMI und Th.Sp
speziell im Wirbelkdrper L1 nach. (Rhee et al. 2009)

Die trabekuldre Dicke (Tb.Th) weist im Vergleich der beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede auf. Dies passt zu der Theorie, dass die Trabekeldicke zun&chst
kompensatorisch zunimmt, wie auch Sui et al. bei weiblichen chinesichen Bergziegen 6
Monate nach OVX und einer calciumarmen Diét in einem Biopsat des Beckenkamms
festellen konnten. (Siu et al. 2004)

Eine gegenuber der Sham-Gruppe erhohte ,trabecular seperation‘ (Tb.Sp) wie zum Beispiel
bei Waarsing et al. konnte nicht gezeigt werden, da keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen bei diesem Strukturparameter vorliegen. (Waarsing et al. 2006)

Der Knochenvolumenanteil der Tibiae der 12 Monats-Tiere zeigt deutliche Unterschiede
zwischen den Gruppen. Der BV/TV der Sham-Gruppe ist 3mal so groR wie der der OVX +
Diat-Gruppe.

Darlber hinaus hat die Sham-Gruppe eine signifikant grofiere i.S, im Gegensatz zu der OVX

+ Diat-Gruppe, was den Knochenverlust verdeutlicht.
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Bei diesen Tibiae liegt, anders als bei den Wirbelkorpern der 12 Monats-Tiere, kein
signifikanter Unterschied in der trabekuldren Vernetzung vor.

Durch einen signifikant unterschiedlichen SMI kann die Trabekelstruktur der Sham-Gruppe
als Plattenstruktur charakterisiert werden. Der in der Literatur beschriebene osteoporotische
Knochenverlust wird im Vergleich mit der Sham-Gruppe deutlich. (Ding 2000; Waarsing et
al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)

Die Trabekeldicke der OVX + Diat-Gruppe ist erstaunlicherweise signifikant grofer als die
der Sham-Gruppe. Dafur ist die Verdickung der Trabekel als Kompensation des
Knochenverlustes verantwortlich, welche hier besonders deutlich wird.

Waarsing et al. zeigten hingegen eine zundchst konstante Trabekeldicke trotz
Knochenverlustes in ovariektomierten weiblichen Wistar rats mittels in vivo Micro-CT.
(Waarsing et al. 2006)

Betrachtet man dazu auch die Anzahl der Trabekel und die Th.Sp wird deutlich, dass in den
OVX-Gruppen zwar weniger aber deutlich dickere Trabekel vorzufinden sind.

Dieses Zusammenspiel der einzelnen Strukturparameter wird auch in der Literatur
beschrieben. (Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Yoon et al. 2012)

Bei den Wirbelkdrpern der 14 Monats-Tiere ist ein deutlicher Unterschied zwischen der
Sham-Gruppe und der OVX + Diat-Gruppe zu sehen. Die gilt auch fiir die ,intersection
Surface® (i.S), die in der OVX + Didt-Gruppe signifikant kleiner ist als in der Sham-Gruppe.
Der Th.Pf, der Konvexitat bzw. Konkavitédt der Struktur beschreibt, zeigt eine dhnlich gute
Vernetzung der Trabekel in der Sham- und OVX + Diat-Gruppe. Eine Erhohung des Tb.Pf’s
zeigte Hahn et al. bei postmenopausalen Frauen. (Hahn 1992)

Beim SMI zeigt sich bei der Sham-Gruppe eine Tendenz zur Plattenstruktur, wohingegen die
OVX + Diat-Gruppe die Umwandlung von der Platten- zur Stabstruktur zeigen. Diese
Umwandlung gilt als Zeichen fiir den osteoporotischen Knochenverlust. (Ding 2000;
Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)

Die Strukturparameter Th.Th, Tb.N und Th.Sp beschreiben die Wirbelkorper der 14 Monats-
Tiere wie folgt: Bei gleicher Trabekeldicke finden sich deutlich weniger Trabekel mit
groRerem Abstand zu einander in den OVX-Gruppen. Dies zeigten Rhee et al. bei
Wirbelkdrpern (L1) von weiblichen Sprague-Dawley-Ratten schon 5 Monate nach OVX.
(Rhee et al. 2009)
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Fur die Tibiae der 14 Monats-Gruppe wird deutlich, dass die OVX — Gruppen in BV/TV,
Th.Th und Th.N nicht signifikant unterscheiden. Sie unterscheiden sich von der Sham-Gruppe
durch ein niedrigeren Knochenvolumenanteil, eine gréRRere Trabekeldicke und eine deutlich
geringere Anzahl der Trabekel, was auch Boyd et al. zeigen. (Boyd et al. 2006)

Erstaunlicherweise zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in Th.Pf und SMI zwischen
den beiden Gruppen. Dies hdangt wohl mit den grof’en Schwankungen der Werte der Sham-
Gruppe bei beiden Parametern zusammen. Zusammenfassend lassen sich die Trabekel als eine
schlecht vernetzte Struktur bezeichnen, die primdr aus Staben besteht und daher dem

osteoporotischen Modell entspricht. (Hahn 1992)

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) féllt kontinuierlich Gber den gesamten Zeitraum der 14
Monate, mit signifikanten Veranderungen, ab. Eine Verringerung des Knochenvolumenanteils
zeigten auch Yoon et al. an L4-Wirbelkorpern von Sprague-Dawley-Ratten nach 2 Monaten
nach der OVX (Yoon et al. 2012), sowie Rhee et al. bei L1-Wirbelkdérpern 5 Monate nach der
OVX (Rhee et al. 2009) und auch Miyagawa et a. bei L4-Wirbelkdrpern von Wistar-Ratten 14
Wochen nach der Sham-OP (Miyagawa et al. 2011).

Der initiale Abfall des Th.Pf und des SMIs in den ersten 3 Monaten auf Werte unter 0, zeigt
dass sich der Knochenverlust manifestiert. In diesem Fall wird deutlich, dass sich die
Knochenstruktur von einer gut vernetzten Spongiosa mit nahezu idealer Plattenstruktur zu
einer Struktur mit eingeschlossenen Hohlen und konkaven Flachen entwickelt. (Salmon 2009)
Der signifikante Anstieg der beiden Parameter Th.Pf und SMI zwischen dem 12. und 14,
Monat zeigt, dass sich die Knochenstruktur gegen Ende der Studie zu einer Stabstruktur
umwandelt deren Vernetzung schlechter wird. Dies zeigten auch Rhee et al., die ebenfalls
eine Erhéhung des SMls in Wirbelkdrper (L1) der Sham-Gruppe nachwiesen. (Rhee et al.
2009) Zwischen dem 12. und dem 14. Monat wird es besonders deutlich, dass die Trabekel
immer weniger werden und damit auch der Abstand zwischen ihnen zunimmt. Diese
Beobachtungen machten auch Francisco et al. bei L3- und L4- Wirbelkdrpern bei Wistar-
Ratten schon 10 Monate nach der OP. (Francisco et al. 2011) Damit verbunden ist auch die
Erniedrigung der i.S. Der initiale Anstieg der i.S in den ersten 3 Monaten kdnnte durch die
kompensatorische Erhdhung der Trabekeldicke verursacht worden sein.(Lazenby 2011) Die
Verringerung der Trabekeldicke manifestiert sich in erster Linie zwischen dem 3. und 12.
Monat, dieser Zeitraum ist ebenfalls durch einen starken Verlust von Knochenmasse

charakteriesiert.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass sich auch bei den Th10 der Sham-Gruppe die
klassischen Merkmale des osteoporotischen Knochenverlustes zeigen. (Ding 2000; Waarsing
et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011)

Die Tibiae der Sham-Gruppe zeigen einen starken Abfall des Knochenvolumenanteils ab dem
3. bis zum 12. Monat. Boyd et al. hingegen zeigten einen kontinuierlichen Knochenverlust
Uber den gesamten Zeitraum (8 bis 14 Monate). Diese Ergebnisse wurden bei Wistar-Ratten
mittels in vivo Micro-CT erhoben. (Boyd et al. 2006) Der SMI der 1-Monats-Gruppe
beschreibt ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen Platten- und Stabstruktur. Die 3-Monats-
Gruppe néhert sich jedoch einer idealen Plattenstruktur an. Die Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen kdnnen mdoglicherweise dadurch erklart werden, dass es sich bei der 1-
Monats-Gruppe um eine Pilotserie mit nur 7 Tieren handelt. Im weiteren Verlauf zeigt sich
jedoch die Umwandlung von der Platten- zur Stabstruktur durch eine Erhéhung des SMI und
des Th.Pf, welche fiir den osteoporotischen Knochenverlust charakteristisch ist. (Ding 2000;
Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011) Ein
typischer initialer Anstieg der Trabekeldicke (Perilli et al. 2010) wird bei den Tibiae der
Sham-Gruppe zuné&chst nicht deutlich, dafir werden die Trabekel im weiteren Verlauf (3 bis
14 Monate) kontinuierlich dinner. Eine dazu passende Verringerung der i.S ist jedoch nur fur
den Zeitraum zwischen 3 und 12 Monaten signifikant. (Lazenby 2011) Ein weiteres
Charakteristikum des osteoporotischen Knochenverlustes ist eine verringerte Anzahl der
Trabekel mit einem groReren Abstand zueinander (Th.N sinkt, Th.Sp steigt). (Ding 2000;
Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al. 2009a; Isaksson et al. 2011) Auch
dies konnten wir fur die Anzahl der Trabekel zwischen dem 3 und 12 Monat beobachten.
Erstaunlicherweise zeigen die 14-Monats-Tiere der Sham-Gruppe zwischen dem 12 und 14
Monat einen anderen Trend. Es kommt zu einer signifikanten Erhéhung der Anzahl der
Trabekel, deren Abstand zu einander daher auch abnimmt. Die 14-Monats-Gruppe zeigt also
viele diinne Trabekel, was ebenfalls fir einen Umbauprozess steht. Boyd et al. konnten in
ihrer longitudinalen Studie an Wistar-Ratten mittels in vivo Micro-CT keine Veranderungen
fur die Th.Sp feststellen. (Boyd et al. 2006) Es ist wahrscheinlich, dass es sich bei den
Veranderungen um den altersbedingten Verlust an Knochendichte handelt. (Banu et al. 2002;
Tanaka et al. 2003; Fukuda und lida 2004)

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) der Th10 der OVX + Diat-Gruppe verringert sich am
deutlichsten erst im Zeitraum von 3 — 12 Monaten. Yoon et al. zeigten schon innerhalb der
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ersten 8 Wochen nach OVX (ohne Diédt) eine signifikante Reduktion des
Knochenvolumenanteils im vierten Lumbalwirbel. (Yoon et al. 2012) Bei diesem
Versuchsaufbau wurden ebenfalls Sprague-Dawley-Ratten in einem ex vivo Micro-CT
untersucht, jedoch handelt es sich bei der Probe um einen Lenden- und nicht um einen
Brustwirbelkdrper wie in unserem Fall. Die Strukturparameter Th.Th, Tb.N und Th.Sp
beschreiben den Verlauf bei den Wirbelkérper der OVX + Diat-Gruppe wie folgt: Bei
gleicher Trabekeldicke finden sich deutlich weniger Trabekel mit groRerem Abstand zu
einander in den OVX-Gruppen. Dies zeigten Rhee et al. bei Wirbelkérpern (L1) von
weiblichen Sprague-Dawley-Ratten schon 5 Monate nach OVX. (Rhee et al. 2009) Die i.S,
deren Verringerung zwischen dem 3. und 12. Monat am ausgepragtesten ist, sinkt zusammen
mit dem eng verknupften Parameter Th.N.

Der signifikante Anstieg der beiden Parameter Th.Pf und SMI (3 — 12 Monate) zeigt, dass
sich die Knochenstruktur zu einer Stabstruktur umwandelt deren Vernetzung schlechter wird.
Annliche Beobachtungen machten auch Rhee et al., die ebenfalls eine Erhéhung des SMIs in
Wirbelkdrper (L1) nachwiesen. (Rhee et al. 2009)

Beurteilt man die einzelnen Parameter der Tibiae der OVX + Diat-Gruppe im zeitlichen
Verlauf fallt fiir diese folgendes auf: Der Riickgang des Knochenvolumenanteil (BV/TV) ist
zwischen 3 und 12 Monaten, der grofiten Zeitspanne, am ausgepragtesten. Die Anzahl der
Trabekel (Th.N) zeigt die groBten Verdnderungen wahrend der ersten 3 Monate, dort
verringert sich die Anzahl am starksten. Dies gilt auch fir den Abstand der Trabekel
untereinander (Th.Sp), der ebenfalls in den ersten 3 Monaten und im weiteren bis zu 12
Monaten die groRten Veranderungen aufweist. Der osteoporotische Knochenverlust ist hier
durch einen verringerten Knochenvolumenanteil mit einer geringeren Anzahl an Trabekel und
mit dem einhergehenden gréReren Abstand zwischen den einzelnen Trabekeln
gekennzeichnet. Dies beobachteten auch Boyd et al., die bei 10 Wistar-Ratten nach der OVX
monatlich (8 — 14 Monate) die proximale Tibia mittels in vivo Micro-CT untersuchten. Sie
zeigten in diesem longitudinalen Studiendesign, dass sich Parameter BV/TV, Th.N und Th.Sp
vorallem in den ersten Monaten steigen oder fallen und sich dann im weiteren Verlauf in
geringerer aber konstanter Auspragung verandern. (Boyd et al. 2006) Fir den SMI und den
Th.Pf konnten wir keine signifikanten Verédnderungen wahrend der 14 Monate feststellen.
Einen signifikanten Anstieg des SMIs und damit die Umwandlung einer Platten- zu einer
Stabstruktur zeigten Waarsing et al. an 10 Wistar-Ratten mittels in vivo Micro-CT vorallem in

der ersten 34 Wochen. (Waarsing et al. 2006) Die Unterschiede bei den Ergebnissen kénnen
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mit den unterschiedlichen Rassen der Versuchstiere, mit dem Einsatz eines in vivo Micro-CTs
und dem longitudinalen Studiendesign zusammenhdngen. Die besagte Umwandlung der
Knochenstruktur ist charakteristisch fur den osteoporotischen Knochenverlust, wie auch
schon anderen zeigten. (Ding 2000; Waarsing et al. 2006; Akhter et al. 2007; Brouwers et al.
2009a; Isaksson et al. 2011)

In den ersten drei Monaten féllt zundchst ein Anstieg der Trabekeldicke (Tb.Th) auf, den auch
Perilli et. al bei Sprague-Dawley-Ratten im in vivo Micro-CT 3 Monate nach einer OVX
nachweisen konnten. (Perilli et al. 2010) Im weiteren Verlauf féllt eine Verringerung der
Trabekeldicke bis zum 12. Monat auf. Zwischen 12 und 14 Monaten zeigt sich keine
signifikante Veranderung der Trabekeldicke. Diese Profil des Verlaufs, die initiale
Verringerung und dann die Stagnation der Werte, zeigten auch Boyd et. al. (Boyd et al. 2006)
Die i.S sinkt signifikant zwischen den 3. und 12. Monat, da dieser Parameter laut Lazenby et
al. eng mit der Dicke der Trabekel (Tb.Th) zusammenhangt, passt diese simultane
Verringerung der beiden Parameter gut zu dem Modell des osteoporotischen

Knochenverlustes. (Lazenby 2011)

Die Porositat der Kortikalis der Gruppe 0 mit 3,01 = 1,24 % ist im Vergleich zu den Tieren
der Sham-Gruppe relativ hoch. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass die Gruppe 0 den
juvenilen Knochenstatur représentiert und die maximale Knochenmasse (Peak bone mass,
PBM) erst zu einem spéteren Zeitpunkt der Entwicklung erreicht wird. Berger et al. berechnet
die PBM anhand einer longitudinalen Studie mit 615 weiblichen und 527 mannlichen
Teilnehmern zwischen 16 und 40 Jahren. Bei den Frauen erreicht wird die PBM z.B. an der
Hifte mit 16 - 19 Jahren, und bei den Mannern mit 19 — 21 Jahren erreicht. (Berger et al.
2010) Im zeitlichen Verlauf zeigt die Sham-Gruppe eine Zunahme der Porositét bis zu 7,63 +
1,54 % nach 14 Monaten. Eine Zunahme der Porositat bis zu 7,3% zeigten auch Cooper et al.
an Femurschaften von weiblichen und mannlichen Probanten zwischen 18 — 92 Jahren.
(Cooper et al. 2007) Stein et al. konnten durch eine Histomorphometrische Analyse von 96
Proben aus der femoralen Diaphyse eine Porositét der Kortikalis von 5,9% festellen. Darlber
hinaus wurde eine jahrliche Zunahme der Porositat von 0,03%/Jahr festgestellt. (Stein et al.
1999) Damit ist die Zunahme der Porositdt charakteristische fir den Kkortikalen
Knochenverlust im Rahmen des Alterungsprozesses. (Stein et al. 1999; Cooper et al. 2007;
Chappard et al. 2013)

Eine ausgepagtere Zunahme der Porositat im zeitlichen Verlauf bis auf 20,32 + 16,79 % bzw.

34,98 + 22,62 % konnte in der OVX + Didt-Gruppe nachgewiesen werden. Nach einer
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Ovariektomie ohne nachfolgende Diat zeigten Healy et al. an ausgewachsenen Schafen im
Micro-CT mit 2.51+0.096% nach 31 Monaten, Burr et al. an weiblichen Affen mittels
Histomorphometrie und auch Sharma et al. an Sprague-Dawley-Ratten mittels konfokaler
Mikroskopie. (Healy et al. 2009; Burr et al. 2001; Sharma et al. 2012) Die deutlich héheren
Werte in dieser Studie kdnnen zum einen von technischen Unterschieden zwischen den
genannten Studien abhdngen, doch viel bedeutsamer scheint die Diat nach der Ovarektomie
zu sein. Die mineralarme Diét (wenig Vitamin D2 und D3, Vitamin K, Calcium, Soja,
Phytodstrogen und Phosphor) verursacht einen erheblichen Mangel an Bausteinen, die flir den
Knochenaufbau wichtig sind. Der Mangel vorallem an Calcium und Vitamin D sorgt fiir einen
erhdhten Knochenabbau und gestérten Aufbau. (Sheryl F Vondracek 2009; Nordin 1997;
Watanabe und Okazaki 2013)

Die Spongiosaldngen der 1- Monats-Tiere unterscheiden sich zu diesem frihen Zeitpunkt
nicht signifikant wvoneinander. Dies konnte mit dem geringen Knochenverlust
zusammenhé&ngen, der sich auch in der Auswertung der Tibiae der 1 Monats-Gruppe zeigt.
Sowohl die 12- als auch die 14-Monats-Tiere zeigen, dass die Spongiosa in der Sham-Gruppe
deutlich langer ist und bis weit in den Ubergang von Meta- zur Diaphyse reicht.

Fan et al. zeigten, dass das Periost in der Metaphyse nicht nur dicker ist als in der Diaphyse,
sondern auch mehr Osteoklasten aufweist. Das Periost der Metaphyse ist somit destruktiver,
wodurch der starke Knochenverlust auf dieser Hohe erklart werden konnte. Darlber hinaus
wurde festgestellt, dass ein niedriger Level der Sexualhormone die periosteale
Knochenresorption steigert. (Fan et al. 2008)

Auch Brouwers et al. zeigten, dass sich der Knochenverlust am deutlichsten in der Metaphyse
zeigt. Sie vergleichen die Epi- und Metaphysen der proximalen Tibiae von Wister-Ratten
nach OVX mittels in vivo- Micro-CT. (Brouwers et al. 2009b; Brouwers et al.
2009a)(Brouwers et al. 2009a; Brouwers et al. 2009b)

Die Spongiosalédnge der OVX + Diat Gruppe im Verlauf ist durch einen signifikanten Verlust
von ca. 5 mm (9,002 £3,05 mm OVX + Diét, 1 Monat und 3,85 + 0,58 mm OVX + Diét, 3
Monate) in den ersten 3 Monaten nach OVX charakterisiert. Im weiteren Verlauf bis 14
Monate zeigt sich keine weitere signifikante Verkirzung der Spongiosalange. Ahnliche
Beobachtungen machten auch Waarsing et al. (2006). Sie zeigten an 10 weiblichen Wistar-

Ratten ebenfalls einen initial starken Verlust der Knochenmasse innerhalb der ersten 3
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Monate nach OVX. Nach der 14. Woche verlangsamte sich der Knochenverlust und stagnierte
nahezu zwischen der 34 und 54 Woche. (Waarsing et al. 2006)

Fur die Sham-Gruppe finden sich signifikante Langenunterschiede zwischen der 1- und 3-
Monats-Gruppe sowie der 12- und 14- Monats-Gruppe. Die Spongiosaldnge zeigt hingegen
nur geringe Verdnderungen zwischen 3 und 12 Monaten. Einen geringeren aber dafur
konstanten Verlust an Knochenmasse beobachteten auch Waarsing et al. bei ihrer Sham-
Gruppe Uber den gesamten Zeitraum der Studie (54 Wochen). (Waarsing et al. 2006)

Die unterschiedlichen Ergebnisse kénnten zum einen damit zusammen hangen, dass Waarsing
et al. Wistar- statt Spraque-Dawley-Ratten in einem in vivo- statt einem ex vivo-Micro-CT
untersucht haben. Zum unter anderen auch damit, dass die 1- und 14 Monats-Gruppe durch

grolRe Schwankungen charakterisiert ist.

4.5 Einschrankungen und Limitationen

Die Aussagekraft und Genauigkeit der Micro-CT-Untersuchung wurde schon in vielen
Studien im Bezug auf die Histomorphometrische Analyse evaluiert. Parfitt et al. zeigten eine
Korrelation des BMDs mit den mikroarchitektoriellen Parametern. (Parfitt et al. 1987) Im
Gegensatz dazu sind die Werte Th.N und Tbh.Th im Micro-CT genauer. (Tamminen et al.
2011) Chappard et al. zeigten ebenfalls eine hohe signifikante Korrelation im Vergleich der
beiden Techniken, wobei das Knochenvolumen durch die Micro-CT-Untersuchung
uberschétzt wird. (Chappard et al. 2005)

Die Daten wurden im Rahmen einer Querschnittsstudie erhoben und fur die Beurteilung der
Parameter im Verlauf wurden diese durch statistische Methoden fiir ein longitudinales
Studiendesign reanalysiert.

Viele andere Studien reanalysierten die Daten aus einem longitudinalen Studiendesign und
fanden heraus, dass sich Verdnderungen der Knochenstruktur im longitudinalen
Studiendesign friiher nachweisen lassen, als in einer Querschnittsstudie. (David et al. 2003;
Boyd et al. 2006; Egon Perilli 2012) Boyd et al. zeigten, dass sich die Veranderungen in der
Sham-Gruppe nur im longitudinalen aber nicht im Querschnittsdesign beobachten lie}en. Die
Tiere der OVX-Gruppe zeigten signifikante Ergebnisse, bis auf die Tb.N und die Th.Sp deren
Verénderung 1 bzw. 2 Monate spéater als in der longitudinalen Analyse signifikant wurden.
Der Verlauf zeigten sich im Querschnitts- im Gegensatz zu dem longitudinalen Design fir
beide Gruppen (Sham und OVX) keine signifikanten Unterschiede. (Boyd et al. 2006) Ein
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Vorteil des longitudinalen Designs ist jedoch die Tatsache, dass jedes Tier mit seinem eigenen
Ausgangswert verglichen werden kann. (David et al. 2003; Boyd et al. 2006) Daruber hinaus
werden bei einer longitudinalen Studie weniger Tiere bendtigt, was ethisch vertretbarer ist
und den Aufwand bzw. die Kosten fiir Pflege, Futter und Behausung senkt. Das Problem an
einer geringeren Anzahl an Versuchstieren liegt zum einen in der natiirlichen Variabilitat, die
die Veranderungen in der Knochenstruktur maskieren kdnnten. (Egon Perilli 2012) Der
natlrlichen Variabilitat innerhalb der Kohorte kann durch wiederholte Messung in dem in
vivo Micro-CT entgegen gewirkt werden. (Boyd et al. 2006) Zum anderen ist die statistische
Aussagekraft aufgrund der kleineren Stichprobe geringer. (Egon Perilli 2012) Bei einer
Querschnittstudie, in diesem Fall mit ca. 60 Versuchtieren, ist die statistische Aussagekraft
hoher.
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V. Zusammenfassung

5.1 Deutsch

Veranderungen der trabekuldaren und kortikalen Knochenarchitektur sind ein wesentliches
Merkmal in der Pathogenese der Osteoporose. Aufgrund der hohen raumlichen Auflésung hat
sich  die  mikro-Computertomographie in  der  quantitativen  Analytik  von
Knochenstrukturparametern etabliert. Sie ermdglicht eine schnelle, nicht-destruktive
Bildgebung und eine Quantifizierung der trabekuléren und kortikalen Mikroarchitektur des
osteoporotischen Knochens.

In der vorliegenden Arbeit wurden Uber einen Zeitraum von 14 Monaten Spongiosaproben
aus dem Wirbelkorper TH 10 und der proximalen Tibia von ovariektormierten Ratten unter
zusatzlicher Diat (OVX + Diat) mit Kontrolltieren (Sham) verglichen.

Dabei wurden klassische Parameter (BV/TV, Th.N. Th.Th, Tb.Sp. SMI, Th.PF und i.S.) der
trabekuldren Mikroarchitektur durch die mikro-Computertomographie ermittelt. Des Weiteren
wurden die Ausdehnung der Spongiosa in der Langsachse quantifiziert und die Dicke sowie
die Porositat der Kortikalis standardisiert quantifiziert.

Im Verlauf von 0-14 Monaten zeigt sich eine Reduktion des relativen Knochenvolumens, der
Trabekelanzahl und der trabekuklaren Schnittflache sowohl in den Brustwirbelkérpern (Th10)
als auch in der Tibia der OVX+Diat-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
Veranderungen gehen mit einer Reduktion der trabekuldren Langsausdehnung in der Tibia
einher. Auffallende Veranderungen finden sich ebenfalls in der zunehmenden Porositét der
Kortikalis bei Tieren in der 12 und 14 Monatsgruppe nach Ovariektomie und Diat.

Die Induktion eines osteoporotischen Knochens ist in der Kombination von Ovariektomie und
entsprechender Diat reproduzierbar. Die erfassten Knochenareale Th 10 und proximale Tibia
weisen im zeitlichen Verlauf die klassischen Merkmale der Knochenstrukturveranderungen in
der Pathophysiologie der Osteoporose auf. In der vorliegenden Arbeit konnen diese
Verénderungen der Knochenmikrostruktur mittels Mikro-CT sicher quantifiziert werden.
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5.2 Englisch

Changes in trabecular and cortical bone architecture are distinct features in the pathogenesis
of osteoporosis. Due to the high spatial resolution micro-computertomography has been
established as the method of choice for quantitative analyses of bone structure parameters. It
provides fast, non-destructive imaging and quantification of trabecular and cortical micro-
architecture of the osteoporotic bone. In this study spongiosa from T10 vertebral body and
proximal tibia was sampled over 14 months from rats who had undergone ovariectomy under
a special diet (OVX+diet) as well as sham-operated rats in the control group. Parameters of
trabecular architecture (BV/TV, Tb.N. Th.Th, Tb.Sp. SMI, Th.PF and i.S.) were assessed
using micro-computertomography. Furthermore, expansion of spongiosa in the longitudinal
axis was quantified and diameter as well as porosity of the corticalis was measured. Over the
time course of 14 months a reduction of the relative bone volume, the number of trabeculae
and the trabecular cut area (?) in both vertebral bone and tibia of rats in the OV X+diet group
as compared to the sham group was observed. Noticeable changes were seen in the porosity of
the corticalis in the 12 and 14 month group of rats in the OVX+diet group. Induction of
osteoporosis in bone can be reproduced by ovariectomy and special diet. Changes in bone
microstructure were quantified by micro-CT. Both vertebral bone and tibia display the

classical pathophysiological features of structural changes as seen in osteoporosis.
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VI.

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

3D

ASBMR

BGB
BMD
BMI
Bmp
BVITV

bzw.

ca.
CCD
CT
CTAN
Crl:SD

DVO
DXA

etc.

FOW
FSH

ges.
GmbH

I.m.
insg.
.S

dreidimensional

Signifikanzniveau

American Society for Bone and Mineral Research

Bundesgesetzbuch

bone mineral density

Body Mass Index

bitmap

Bone VVolume/Tissue Volume

beziehungsweise

circa

charge-coupled device (ladungstrdgergekoppelte Schaltung)
Computertomographie

CT-Analyzer®

Charles River Laboratories, Research Models and Services, Germany

Dachverband Osteologie
Dual-Energy X-ray Absorptiometry, Doppelrontgen-Absorptiometrie

et cetera

Field of view

Follikel stimulierendes Hormon

gesamt
Gesellschaft mit beschrénkter Haftung

intramuskulér
Insgesamt

Intersection Surface
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JLU Giellen
JMP
JPG

kV

max.
MB

MHz
Mikro-CT
MA

pm

TRYY

mA

min

Mio.

ml

mm

mm?

ms

MW

NF-xB
NHANES

n.s.

OPG
OVX

p
PFA

Po(tot)
Po.V (cl)
Po.V(op)

Justus-Liebig-Universitat Gielsen
John's Macintosh Project (friiherer Name), eine Statistiksoftware von SAS

Joint Photographics expert Group

Kilovolt

maximal

Megabyte

Megahertz
Mikro-Computertomograph
Mikroampere

Mikrometer

Mikrosievert

Milliampere
Minuten
Millionen
Milliliter
Millimeter

Quadratmillimeter
Millisekunden
Mittelwert

National Health and Nutrition Examination Survey

nicht signifikant

Osteoprotegerin

Ovarektomie

Wahrscheinlichkeit
Paraformaldehyd

totale Porositat

Volumen der geschlossenen Poren

Volumen der offenen Poren
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PTH Parathormon

QCT quantitative Computertomographie

RANKL Rezeptoraktivator des nukledren Faktors NF«xB Ligand

ROI Region of Interest

S Sekunden

SD Standardabweichung

SFB/TR 79  Sonderforschungsbereich/Transregio 79
SMI Structure Model Index

Th.N Trabecular Number

Th.Pf Trabecular Pattern Factor

Th.Sp Trabecular Separation

Th.Th Trabecular Thickness

Th10 Brustwirbelkorper 10

TIFF Tag / Tagged Image File Format

u.a. unter anderem

v.a. vor allem

VOl Volume of Interest

VS. Versus

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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VIl. ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines uCT mit Kegelstrahlgeometrie. Abbildung von
E.L. Ritman, Department of Physiology and Biomedical Engineering, Mayo Clinic,
Rochester, MN, USA.

Abbildung 2: Bestimmung des Probenumfangs bei den Tibiae im Micro-CT SkyScan 1072
und SkyScan 1173 in der koronaren Ansicht

Abbildung 3: Bestimmung des Probenumfangs bei den Wirbelkérpern Th10 im Micro-CT
SkyScan 1072 und SkyScan 1173 in der koronaren Ansicht

Abbildung 4: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der Sham-Gruppe und im Verlauf und im
Bezug auf Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil
(BVITV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern factor (Th.Pf),
(d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro
mm (Th.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist
nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 5: Ubersicht der Th10 der Sham-Gruppen im transversalen Schnitt (A-E) (1
Monat, 3, 12 und 14 Monate;) A Gruppe 0; B Sham, 1 Monat; C Sham, 3 Monate; D
Sham, 12 Monate; E Sham, 14 Monate

Abbildung 6: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der OV X + Diat-Gruppe und im Verlauf
und im Bezug auf Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil
(BVITV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure
Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Tbh.Th) (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N),
(g)Trabecular Separation (Th.Sp); t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
signifikant

Abbildung 7: Ubersicht der Th10 der OVX + Diat-Gruppen im transversalen Schnitt (A-E) (1
Monat, 3, 12 und 14 Monate);A Gruppe 0;B Sham, 1 Monat; C Sham, 3 Monate ;D
Sham, 12 Monate; E Sham, 14 Mon

Abbildung 8: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der Sham und der OV X + Diét-Gruppe (1
Monat): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S),(c) Trabecular
pattern factor (Tb.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Tb.Th), (f)
Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-Test (p< 0,05
ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 9: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe (1
Monat); A Gruppe 0; B Sham, 1 Monat Th10; C OVX + Diat, 1 Monat Th10
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Abbildung 10: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia der Sham- und der OV X + Di&t-Gruppe
(3 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) StructureModel Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 11: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0;
(3 Monate); A Gruppe 0; B Sham, 3 Monate Th10; C OVX + Diéat, 3 Monate
Th10

Abbildung 13: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0;
(12 Monate); A Gruppe 0; B Sham, 12 Monate Th10; C OVX + Diéat, 12 Monate Th10

Abbildung 12: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe
(12 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 15: Ubersicht der Th10 im transversalen Schnitt und im Vergleich mit Gruppe 0;
(14 Monate); A Gruppe 0; B Sham, 14 Monate Th10;C OVX + Diét, 14 Monate Th10

Abbildung 14: Ergebnisse des Micro-CTs der Th10 der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe
(14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Tb.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 16 : Ergebnisse des Micro-CTs der Tibiae der Sham-Gruppe und im Verlauf und
im Bezug auf Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil
(BVITV), (b) Intersectionsurface (i.S),(c) Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure
Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N),
(g)Trabecular Separation (Th.Sp); t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
signifikant (n.s.))

Abbildung 17: Ubersicht der proximalen Tibiae der Sham-Gruppen im koronaren Schnitt (A-
E) und in der 3D-Rekonstruktion (a-e) im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat, 3, 12 und
14 Monate); A/a Gruppe 0; B/b Sham, 1 Monat; C/c Sham, 3 Monate; D/d Sham, 12
Monate; E/e Sham, 14 Monate

Abbildung 18: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibiae der OVX + Di&t-Gruppe und im Verlauf
und im Bezug auf Gruppe 0 (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil
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(BVITV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c) Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure
Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke (Tb.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N),
(g)Trabecular Separation (Th.Sp);t-Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht
signifikant (n.s.))

Abbildung 19 :Ubersicht der proximalen Tibiae der OVX + Di&t-Gruppen im koronaren
Schnitt (A-E) und in der 3D-Rekonstruktion (a-e) im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat,
3, 12 und 14 Monate); A/a Gruppe 0; B/b OV X + Didt, 1 Monat; C/c OVX + Diét, 3
Monate; D/d OVX + Diét, 12 Monate; E/e OVX + Diét, 14 Monate

Abbildung 20: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe
(1 Monat): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S),(c)
Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 21: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-
Rekonstruktion (a-c) im Vergleich mit Gruppe 0; (1 Monat); A/a Gruppe 0;B/b Sham, 1
Monat Tibia;C/c OVX + Diét, 1 Monat Tibia

Abbildung 23: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-
Rekonstruktion (a-c) im Vergleich mit Gruppe 0; (3 Monate); A/a Gruppe 0;B/b Sham, 3
Monate Tibia;C/c OVX + Didt, 3 Monate Tibia

Abbildung 22: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia der Sham- und der OV X + Diat-Gruppe
(3 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Tb.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 24: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibiae der Sham- und der OVX + Diét-Gruppe
(12 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
Trabecular pattern factor (Tb.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 25: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-
Rekonstruktion (a-c) im Vergleich mit Gruppe 0; (12 Monate); A/a Gruppe ; B/b Sham,
12 Monate Tibia;C/c OVX + Diat, 12 Monate Tibia

Abbildung 26: Ergebnisse des Micro-CTs der Tibia der Sham- und der OV X + Diét-Gruppe
(14 Monate): (a) Knochenvolumenanteil (BV/TV), (b) Intersectionsurface (i.S), (c)
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Trabecular pattern factor (Th.Pf), (d) Structure Model Index (SMI), (e) Trabekeldicke
(Th.Th), (f) Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N), (g) Trabecular Separation (Th.Sp);t-
Test (p< 0,05 ist signifikant, p>0,05 ist nicht signifikant (n.s.))

Abbildung 27: Ubersicht der proximalen Tibiae im koronaren Schnitt (A-C) und in der 3D-
Rekonstruktion (a-c) im Vergleich mit Gruppe 0; (14 Monate); A/a Gruppe 0;B/b Sham,
14 Monate Tibia;C/c OVX + Diét, 14 Monate Tibia

Abbildung 28: Spongiosalangen im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14
Monate) Sham-Gruppe

Abbildung 29: Spongiosalangen im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14
Monate) OVX + Diat-Gruppe

Abbildung 30: Spongiosalangen der Kontroll- und der OVX + Diét -Gruppe: (a) 1 Monat, (b)
12 Monate, (c) 14 Monate

Abbildung 31: Total Porosity im Verlauf im Vergleich mit Gruppe 0 (1Monat, 3,12, und 14
Monate) Sham-Gruppe

Abbildung 32: Total Porosity im Verlauf (1Monat, 3,12, und 14 Monate) OVX + Diét-
Gruppe

Abbildung 33: Total Porosity der Kortikalis im Verlauf, Sham- (A-E) vs. OVX + Diat-
Gruppe(a-e) im transversalen Schnitt; (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate); A Sham, 1
Monat; B Sham, 3 Monate; C Sham, 12 Monate; D Sham, 14 Monate; a OV X + Didt, 1
Monat; b OVX + Diét, 3 Monate; c OVX + Diét, 12 Monate; d OVX + Diét, 14 Monate

Tabelle 1. Anzahl der Tiere in der Gruppe 0, in der Sham- und in der OV X + Diat-Gruppe
(1Monat, 3, 12 und 14 Monate)

Tabelle 2: Definitionen der Strukturparameter (Bone ASBMR)

Tabelle 3: Definitionen der Strukturparameter zur Quantifizierung der Kortikalis (General
Scientific)

Tabelle 4: Ergebnisse der Micro-Computertomographie der Th10 der Sham- und der OV X +
Di&t-Gruppe im Verlauf und im Vergleich untereinander (1, 3, 12 und 14 Monate);
Mittelwerte £ SD: Knochenvolumenanteil (BV/TV), Intersectionsurface (i.S),
Trabecular pattern factor (Th.Pf), Structure Model Index (SMI), Trabekeldicke (Th.Th),
Anzahl der Trabekel pro mm (Th.N), Trabecular Separation (Th.Sp); Nicht signifikante

Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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VIII.

Tabelle 5: Ergebnisse der Micro-Computertomographie der Tibiae der Sham- und der OVX +
Di&t-Gruppe im Verlauf und im Vergleich untereinander (1, 3, 12 und 14 Monate);
Mittelwerte £ SD: Knochenvolumenanteil (BV/TV), Intersectionsurface (i.S),
Trabecular pattern factor (Th.Pf), Structure Model Index (SMI), Trabekeldicke (Th.Th),
Anzahl der Trabekel pro mm (Tb.N), Trabecular Separation (Th.Sp); Nicht signifikante
Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.

Tabelle 6: Zusammenstellung der Spongiosaldngen der OVX + Diét-Gruppe (1 Monat, 3, 12
und 14 Monate), Mittelwerte + SD und Signifikanzangaben; Nicht signifikante
Unterschiede sind mit n.s gekennzeichnet

Tabelle 7: Total Porosity der Sham- und OVX-Gruppe (1 Monat, 3, 12 und 14 Monate),
Mittelwerte £ SD und Signifikanzangaben; Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s

gekennzeichnet
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IX.  ANHANG

9.1 Material

Bildanalyseprogramme: ~ DataViewer® (Version 1.4.3.3 — 1.4.4), SkyScan®,
Kontich, Belgien
CT-Analyser® (Version 1.10 — 1.13), SkyScan®, Kontich,

Belgien
Puffer: Paraformaldehyd(PFA)-Puffer, 4%
HCT-Scanner: SkyScan_1072 X-Ray Microscope-Microtomograph,

SkyScan® Kontich, Belgien

SkyScan_1173 X-Ray Microscope-Microtomograph,

SkyScan® Kontich, Belgien
HCT-Computersystem:  Intel®Xeon™ Prozessor (2x 1800 MHz, 1024 MB RAM)
Parafilm: Parafilm® Laboratory Film, Menasha, WI, USA
Statistikprogramm: JMP® 8.0, SAS® Institute, Cary, NC, USA
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