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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Osteoporose erlangt in unserer Gesellschaft immer mehr an Bedeutung. In der
Bevolkerung finden steigendes Alter, Lebenswandel und osteoporose-beglinstigende
Medikationen einen Platz in den Grunden fir die zunehmende Zahl an
behandlungsbediirftigen Osteoporosen. Hierbei ist nicht nur der soziodkonomische
Faktor zu bericksichtigen, sondern auch das subjektive Empfinden dieser Erkrankung
mit ihrer Folge des Aktivitdtsverlustes durch beispielweise Wirbelkdrper- oder
Femurfrakturen. In einer alternden Gesellschaft mit steigendem Anspruch an der
Teilhabe am Alltag und den Freizeitaktivitaten ist diesbezlglich auf eine gute und frihe
Therapie der Osteoporose zu achten. Die Medizin sieht hierbei eine Herausforderung,

welche es zu meistern gilt.

Die Osteoporose ist eine chronische Erkrankung, die beide Geschlechter betrifft.
Pathognomonisch sind hierbei Knochensubstanzverlust, Schmerzen und pathologische
Frakturen durch die verminderte Belastbarkeit des Knochens. Es Uberwiegt hierbei der
Anteil an betroffenen Frauen mit einer von drei Frauen Uber dem 50. Lebensjahr im
Gegensatz zu den Mannern mit einem von funf Mannern Gber dem 50. Lebensjahr [9],
[73].

Des Weiteren ist die Anzahl an Osteoporose leidenden Patienten in den nachsten Jahren
progredient. Im Jahr 2009 wurde eine Schatzung von der Techniker Krankenkasse
erhoben, in der rund 3,3 Millionen osteoporose-assoziierte Frakturen genannt wurden
[24]. Bis zum Jahr 2050 werden schatzungsweise 8,1 Millionen Osteoporose-assoziierte
Frakturen jahrlich vorhergesagt, insbesondere sind dabei die postmenopausalen Frauen
betroffen [9].

Auch wirtschaftliche Gesichtspunkte sind nennenswert. So werden die jahrlichen Kosten
der Therapie der Osteoporose und ihrer Folgen laut den deutschen Krankenversicherern

auf insgesamt eine Milliarde Euro € bis zu finf Milliarden Euro beziffert [9], [88], [93].

In den meisten zur Osteoporose verfassten Studien werden die den Beckenkamm
umgebenden Regionen untersucht. Dies ist im klinischen Alltag ein eher untypischer
Manifestationsort fir eine Osteoporose [5], [90], [12]. Osteoporose-assoziierte Frakturen
treten typischerweise am distalen Radius, den Wirbelkdrpern und den proximalen
Femora auf, so dass in dieser Arbeit die langen Réhrenknochen der unteren Extremitat
verwendet wurden [49], [106]. Mit diesem Hintergrund soll in dieser Arbeit ein valides
Modell zur Induktion einer Osteoporose am senilen Rattenknochen erarbeitet und

untersucht werden.
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1.1 Grundlagen

1.1.1 Das Knochen- und Skelettsystem

Das menschliche Knochengewebe umfasst sowohl mechanische als auch metabolische
Funktionen. Im Rahmen seiner mechanischen Funktion fungiert das Skelett als Stltze
der Weichgewebe und als Schutz empfindlicher Organe. Ferner dient es als Ankerpunkte
fur Sehnen, Bander und Gelenkkapseln. Dies ermdglicht es dem Menschen den
aufrechten Gang sowie die Fortbewegung an Land. Die metabolische Funktion des
Knochens findet sich hauptsachlich in der Kalzium- und Phosphathomdéostase wieder.
Zusatzlich ist der Knochen das Reservoir des blutbildenden Knochenmarks. Im
Gleichgewichtszustand der Stoffwechselfunktion sind 99 % des im Kdrper vorhandenen
Kalziums in der Knochenmatrix gebunden, allerdings lassen sich diese nach Bedarf
mobilisieren. Je nach Anforderung kann so durch Auf- und Abbau des Knochens

(Remodelling) Kalzium gebunden oder mobilisiert werden [38].

Im Kindesalter findet sich die Knochentransformation und das Wachstum im Rahmen
des Remodelling in einem naturgemalen Aufbau der Knochensubstanz. Im
Erwachsenenalter befindet sich der Knochenaufbau und -abbau in einem Gleichgewicht

wohingegen im Senium die Kurve in Richtung Knochenabbau verschoben ist [55].

Das Konstrukt des Knochens hat mehrere Funktionen. Es muss einerseits das
Eigengewicht und das des umgebenden Weichgewebes des Kdérpers tragen sowie
standhalten, zum anderen sollte es modglichst leicht sein, dass eine problemlose
Fortbewegung maglich ist. Ferner ist ein mdglichst niedriger Energieverbrauch wahrend

der Bewegung anzustreben [81].

Somit hat sich beim Knochen eine Art Leichtbauweise mit der Architektur eines ,Krans®
entwickelt. So hat sich neben der kompakten Hdulle, der Kortikalis, eine
krafteaufnehmende Schwammestruktur in der Markhéhle des Knochens ausgebildet, die
Spongiosa. Die einzelnen Balkchen der Spongiosa schneiden sich nahezu im rechten
Winkel und haben sich entlang der Spannungslinien der Kraftflisse, den Trajektoren,
angeordnet und daran ausgerichtet [108]. Hieraus wurde das Wolff'sche
Transformationsgesetz formuliert [58], [108]. Es besagt, dass es auf der belasteten Seite
des Knochens zu einer Zunahme der Drucktrabekel kommt. Im Bereich der Belastung
abgewandten Seite des Knochens werden Zuglamellen ausgebildet. Allgemein

zusammengefasst reagiert der Knochen in Regionen starker Krafteinleitung mit einer
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Dichtezunahme (Hypertrophie) und in Zonen geringerer Belastung mit einer
Dichteabnahme (Atrophie) [58], [108].

Die Knochen des Skeletts lassen sich grob in vier Typen einteilen. Hier finden sich zum
einen die langen Rohrenknochen an den Extremitaten (Abb. 1), zum anderen zeigen
sich kurze Knochen in den Hand- sowie FulRwurzeln, platte Knochen am Schadeldach
bzw. dem Brustbein und letztendlich die Wirbelkdrper der Wirbelsaule. Die in dieser
Arbeit zur Untersuchung herangezogenen Knochen sind lange Réhrenknochen, welche
sich ihrerseits in eine proximale sowie distale Epi- und Metaphyse als auch in einen
dazwischenliegenden Schaftanteil, die Diaphyse, aufteilen. Im Kindesalter findet sich die
Wachstumsfuge im epimetaphysaren Ubergang und verkndchert mit Einsetzen der

Sexualhormoninkretion [92].

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
—_—r— —

= Apophyse

| /
i = \ Substantia S S
spongiosa SIAEY
Gelenldknorpel knécherne Markhahle Periost  Substantia  (Spongiosa) e {
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta mit rotem,

(Kompakta) blutbildendem knécherne Gelenkknarpel

Knochenmark  Epiphysenlinie
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines langen Réhrenknochens.

Am Beispiel eines langen Réhrenknochens lasst sich exemplarisch der typische Aufbau von Epiphyse und
Diaphyse darstellen. Im Bereich des Ubergangs der Epi- zur Diaphyse findet sich die Metaphyse, in der sich
typischerweise im Wachstumsalter die Wachstumszonen des Knochens befinden (aus Via Medici; Thieme
Verlag; www.eref.thieme.de).

Die im Folgenden beschriebene Osteoporose manifestiert sich in der Kortikalis und in
der Spongiosa, wobei der Spongiosa mit ihrem trabekularen Knochenbalkengeflecht der

Hauptanteil der Stabilitdt des Knochens zugesprochen wird.

1.1.1.1 Bestandteile des Knochens

Die Zusammensetzung des Knochens zeigt sowohl zellulare als auch azellulare Anteile.
Die zellularen Bausteine sind die Osteozyten, die azellularen Bestandteile werden
Grundsubstanz oder Knochenmatrix genannt. Dies kann man sich wie die
Verbundwerkstoffe aus dem Bereich der Technik vorstellen. Die Knochenmatrix besteht
zu 35 % aus organischen und zu 65 % aus anorganischen Bestandteilen. Die

anorganischen Bestandteile werden hauptsachlich aus dem Kalziumphosphatsalz


http://www.eref.thieme.de/
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Hydroxylapatit [Cas[OH|(PO.)s] gebildet. Hydroxylapatit ist das harteste Material des
menschlichen Kérpers und wird mit einer so genannten Mohsharte von 5 beschrieben.
Daneben finden sich in der Matrix noch Magnesium, Strontium, Blei, Zink, Kupfer, Eisen

sowie Fluor.

Neben den anorganischen Anteilen des Knochens wie Hydroxylapatit, welche die
Steifigkeit bedingen, finden sich auch Stoffe zur Absorption einwirkender Krafte. So sind
zum Erlangen einer gewissen Flexibilitat des Knochens organische Verbindungen in den
Knochen eingelagert. Diese bestehen aus einer Kollagenmatrix. Der organische Anteil
der Knochenmasse wird zu 90 % aus der Kollagenmatrix gebildet und besteht seinerseits
wiederum hauptsachlich aus Kollagen Typ |I. Neben dem Kollagen Typ | enthalt der
organische Anteil noch Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin, Knochensialoprotein,
alkalische Phosphatase sowie Proteogykane [105]. In der Folge sind dem Knochen hohe
Torsions-, Zug-, Druck- und Biegekrafte erlaubt und sorgen daflir, dass unter

physiologischen Umstanden keine Frakturen auftreten.

1.1.1.2 Architektur des Knochens

Das Knochengewebe unterteilt sich in zwei Arten von Knochen, den Geflechtknochen
und den Lamellenknochen. Der Geflechtknochen lasst sich als unreifes Knochengewebe
bezeichnen, wie es sich im Knochenwachstum und bei der Frakturheilung findet. Dieser
auch Faserknochen genannte unreife Knochen besteht zunachst aus einem losen,
ungerichteten Geflechtwerk. Im Laufe des Wachstums richten sich die Fasern entlang
der Trajektionslinien aus, mineralisieren und harten aus. Folglich entsteht aus dem
anfangs weichen Faserknochen der Lamellenknochen. Bei dieser Art von Knochen
handelt es sich nun um den ausdifferenzierten Typ beider Knochen. Hier zeigen sich die
klaren Strukturen der Hille mit der Substantia compacta und der schwammartig

aufgebauten Substantia spongiosa.

Makroskopisch ist schon mit dem blofRen Auge die grobe Gliederung des Knochens zu
erkennen. Die auRere Schicht wird als Kortikalis (Substantia compacta) und die

schwammartige Innenschicht (Substantia spongiosa) bezeichnet [105] (Abb. 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines gesunden Knochens.

a) Schematische Darstellung eines gesunden Knochens mit dem Aufbau von Kortikalis und Spongiosa. Es
Iasst sich hier sehr gut die Beziehung der Osteone mit den Schaltlamellen und Havers-Systemen erkennen.
Ebenso kann die schwammartige Struktur des spongidsen Knochens abgebildet werden.

b) Im vergrofRerten Ausschnitt (rechts) ist ein Beispiel einer méglichen Anordnung von Osteoklasten an
einem Spongiosatrabekel dargestellt (aus Via Medici; Thieme Verlag; www.eref.thieme.de).

Die Knochenbalkchen der Spongiosa, auch Trabekel genannt, orientieren sich dem
Wolff'schen Transformationsgesetz folgend in ihrer Ausrichtung an den in den Knochen
einwirkenden Zug- und Druckkraften und weisen so eine trajektorielle Ausrichtung auf.
Kompakta und Spongiosa werden zu dem Knochentyp des Lamellenknochens gezahlt.
Die Kompakta wird ihrerseits nochmals auf3en von einer Hulle, dem Periost umgeben,
welches sich in ein auleres Stratum fibrosum und eine inneres, zellreiches Stratum
osteogenicum aufteilt. Das Stratum fibrosum ist Gber Kollagenfibrillen, die so genannten
Sharpey-Fasern, fest mit dem Kollagen des Knochens verbunden. Das Stratum
osteogenicum beinhaltet Vorlauferzellen, welche im Wachstum bzw. in Situationen der
Frakturheilung als Zellreservoir dienen, welche bei Bedarf aktiviert sowie mobilisiert
werden kénnen. Die Knochenoberflache in der Markhdhle ist ebenfalls von einer Hiille
bedeckt, dem Endost. Dieses Endost besteht aus einem einschichtigen Epithel mit einer
zarten Extrazellularmatrix, welche wie das Stratum osteogenicum des Periosts Uber
osteogene Vorlauferzellen verfigt. Die Markhéhle befindet sich im Zwischenraum der
Kompakta und den Trabekeln. In den Epi- und Metaphysen finden sich blutbildendes
rotes Knochenmark, in der Diaphyse enthalt sie gelbes Knochenmark (Fettmark).
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In der histologischen Untersuchung des Lamellenknochens zeigt sich ein klarer,
geordneter Aufbau in kleinen Untereinheiten, den Osteonen (Havers-Systeme). In ihrer
Struktur sind diese zylindrisch-teleskopartig aufgebauten Zelleinheiten mit ihren in
Langsrichtung des Knochens ausgerichteten konzentrischen Lamellen angeordnet.
Diese Struktur dient als Namensgeber des Lamellenknochens. Die in die Osteozyten
eingelagerten Osteone besitzen zentral einen blutgefalRtragenden Kanal (Haver scher
Kanal) mit einem begleitenden Nerven. Uber horizontale Querverbindungen, den
Volkmann-Kanalen, kommunizieren die einzelnen Osteone untereinander und bilden so
im gesamten Knochen eine funktionelle Einheit. Weitere Lamellentypen komplettieren
die komplexe Knochenstruktur und geben ihr sowohl Halt als auch Flexibilitat. So sind
der Vollstandigkeit halber noch die dufleren Grenzlamellen zu nennen, welche die
gesamte Zirkumferenz des Knochens durchlaufen, die Schaltlamellen als Verbindungen

der Osteone untereinander und die Trabekellamellen in eben den Trabekeln.

Auf zellularer Ebene sind im Knochen am haufigsten Osteoblasten, Osteoklasten,
Osteozyten und Osteoprogenitorzellen vertreten. Den Osteoblasten werden die
aufbauenden Prozesse zugeschrieben, da sie die organischen Betandteile der
Knochengrundsubstanz synthetisieren und das Gerust des Osteoids bilden. Osteoide
stellen die nicht mineralisierte Knochengrundsubstanz aus Kollagen Typ I, Fibronektin,
Osteocalcin und Proteoglykanen dar. Bei der Synthese der Osteoide finden sich die
Osteoblasten epithelartig zusammen. Je nach Syntheseaktivitdt fallen diese
lichtmikroskopisch bei niedriger Aktivitdt eher als flache (,bone lining cells*) und bei
hoher Aktivitat als kubische Zellverbande auf [105]. Reguliert werden jene Prozesse
hormonell (s. Abb. 3).

Im Rahmen der Mineralisierung lagert sich in die praformierten Strukturen Hydroxylapatit
ein. Gesteuert wird der Prozess durch die alkalische Phosphatase. Im Zuge dessen ist
eine grole Menge an Proteinen notwendig, die durch das intrazellulare
endoplasmatische Retikulum zur Verfigung gestellt werden muss. So ist es nicht
verwunderlich, dass es mit einer Hypertrophie reagiert und schon lichtmikroskopisch als
raue Struktur ausgemacht werden kann. Im Rahmen des Anfarbeprozesses zeigt es eine
deutlich Affinitat zu basophilen Farbstoffen [105].

Nach der Mineralisierung zeigen sich die Osteoblasten ins Osteoid eingelagert in kleinen
Lakunen zwischen den Lamellen des Osteons. Dabei erfahren sie eine Metamorphose
mit der Ausbildung vieler filamentarer Zellauslaufer, die die Osteozyten Uber ,gap

junctions® durch kleine Kanale, den Canaliculi, verbinden [74]. Somit sind etwa 15
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Osteozyten in einer funktionellen Einheit verbunden und in der Lage lonen,

Aminosauren, Nukleotide, Glucose oder Wasser auszutauschen bzw. zu teilen [113].

Die knochenabbauenden Prozesse finden hauptsachlich durch die Osteoklasten statt.
Diese gehéren dem mononuklear-phagozytaren System an und liegen in der Zelllinie der
Monozyten. So fusionieren die Progenitorzellen in der Osteoklastogenese zu Synzytien
mit bis zu 50 Zellkernen. Die osteokatabolen Prozesse finden durch die Osteoklasten
statt, indem sie mit Hilfe von einem Aktinfilament-Ring Osteopontin sezernieren, welches
wie eine Versiegelung der Resorptionszone fungiert. Diese Resorptionszonen, oder
auch Howship-Lakunen genannt, weisen einen niedrigen pH-Wert von 4-5 auf. Dies wird
durch die Aktivierung der H*-ATPase Protonenpumpen bedingt. Zusatzlich werden
lysosomale Enzyme, wie Cathepsin K, durch die Osteoklasten freigesetzt und die
demineralisierte Knochenmatrix endozytiert. Hierzu bendétigt der Osteoklast besonders
viel Energie, welche durch die zahlreichen Mitochondrien bereitgestellt wird.
Dementsprechend kénnen die Zellstrukturen des Osteoklasten bei der

lichtmikroskopischen Farbung azidophil angefarbt werden [105].

Die Regulationen der abbauenden Prozesse sind kompliziert und werden im Kapitel
1.1.4. ab Seite 21 detailliert ausgefiihrt. Auf zellularer Ebene scheint es, dass die
Osteoklasten den Havers-Kanal im zentralen Osteon weiten, wodurch sie sich entlang
der Knochenstruktur vorarbeiten. Dahinter beginnt jedoch schon die Reorganisation mit
einem erneuten Aufbau der Knochenmasse durch nachfolgende Osteoblasten [74]. Zu
bedenken ist hierbei, dass ein Osteoklast im selben Zeitintervall zehnfach mehr

Knochensubstanz destruieren kann, als ein Osteoblast zu synthetisieren vermag [105].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines histologischen Schnittes eines Hamatoxylin-Eosin-
gefarbten Praparates eines Knochens.

a): Schematische Darstellung eines histologischen Schnittes eines Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Praparates
eines Knochens. Es werden hier die verschiedenen, abgebildeten Zellanteile, sowie die Knochenmatrix
(bone matrix) aufgefiihrt.

b): In direkter Gegeniiberstellung findet sich hier eine reale Abbildung eines Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Praparates eines Knochenschnittes. Zur Darstellung gelangen hier die mesenchymalen Zellen (M), die
Osteoblasten (Ob) und das Osteoid (Os), sowie Osteozyten (Oc) in der Knochenmatrix (B) (aus Mescher,
A. L.: Junqueira's basic histology 13" edition: www.accessmedicine.com).

1.1.2 Osteoporose

Eine der in Zukunft bedeutenden Erkrankungen des Skelettsystems wird die
Osteoporose darstellen. Typisch und pathognomonisch ist hierbei der Verlust von
Knochensubstanz, welcher zumeist erst im hohen Alter oder im Rahmen extremer
Osteoporoseformen bei jungen Patienten auffallig wird. Zu beachten ist der
geschlechter- und altersspezifische Unterschied in der Auspragung. Ein besonderes
Augenmerk gilt der Osteoporose der postmenopausalen Frauen zu schenken, welche
etwa dreimal haufiger an Osteoporose erkranken als gleichaltrige Manner. Dies liegt zum
einen am nach der Menopause reduzierten Ostrogenspiegel der Frauen und zum
anderen an der niedrigeren ,peak bone mass” im Wachstum, sowie an einer héheren
Lebenserwartung der Frauen. Die weiblichen Sexualhormone, vornehmlich das
Ostrogen, gelten als osteoprotektiv und beugen dem im Volksmund sogenannten

,Knochenschwund vor.

Der im Laufe des Lebens maximale Wert der Knochensubstanz wird als ,peak bone
mass”“ bezeichnet. Bei den meisten Personen findet sich die h6chste Knochenmasse im
Lebensalter der Mittzwanziger. Nach dem Zeitpunkt des Maximums der Knochenmenge
nimmt diese im Rahmen des natlrlichen Alterungsprozesses wieder ab. Die Rate der
Abnahme ist durch mannigfaltige Prozesse des Korpers sowie den unterschiedlichen
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Verhaltensweisen des Menschen beeinflusst. Als Folge der sich einstellenden Fragilitat
des Knochens wird hier die Diagnose der Osteoporose haufig nach spontan auftretenden
Frakturen oder Frakturen bei inadaquaten Traumata gestellt. Auffallig wird die
mangelnde Knochenqualitat vor allem durch proximale Oberschenkelfrakturen, distale
Radiusfrakturen und Wirbelkdrperbriche. Zudem gehen diese entsprechend mit einer
Erhéhung der Morbiditdt und Mortalitat einher. Unter Berlicksichtigung des
demografischen Wandels und den veranderten Lebensgewohnheiten in den
Industrienationen wird die Zahl der Erkrankten exponentiell steigen und die Osteoporose
in den kommenden Jahren zu den groflen Volkskrankheiten, wie Diabetes oder
Hypertonie, zahlen. Die World Health Organisation (WHO) geht allein bezuglich der
osteoporoseassoziierten Schenkelhalsfrakturen von einer Verdoppelung der jahrlichen
Fallzahlen im Zeitraum von 1990 bis 2025 aus [103], [106].

1.1.2.1 Risikofaktoren der Auspragung einer Osteoporose

Die beglnstigenden Risikofaktoren zur Entstehung bzw. Verschlechterung einer
Osteoporose konnen in beeinflussbare und nicht-beeinflussbare Faktoren unterteilt
werden [19]. Zuséatzlich finden sich osteoporose-induzierende bzw. beglnstigende
Erkrankungen (Abb. 4).

Einen beeinflussbaren Faktor stellt ein geringes Korpergewicht mit einem BMI < 20 dar.
Ebenso ist eine UbermaRige, oder auch eine fehlende, koérperliche Aktivitat ein
beginstigender Faktor zur Ausbildung einer Osteoporose [21]. Allgemeingliltig steht
fest, dass der Mangel an Kalzium und Vitamin D Uber die Regelkreislaufe zu einer
Minderung der Knochensubstanz fuhrt [18], [63]. Auch spielt der Konsum von Nikotin
und UbermaRiger Alkoholgenuss bei der Osteoporoseentstehung eine Rolle [41].
Beeinflussbare Faktoren sind osteoporose-begiinstigende Medikamente wie
beispielsweise Glukokortikoide, Protonenpumpen-Inhibitoren, Vitamin-K-Antagonisten,
Heparine und Schleifendiuretika [18], [41].

Zu den nicht-beeinflussbaren Faktoren kdnnen familidre oder genetische
Pradispositionen gezahlt werden [27]. Einige Syndrome flhren zu einem
Hypogonadismus, so dass hier die osteoprotektive Wirkung der Sexualhormone nicht
mehr zum Tragen kommt. Das Lebensalter und das Geschlecht wird ebenfalls zu den

nicht-beeinflussbaren Faktoren gezahlt [73].

Osteoporoseinduzierende und osteoporosebeglinstigende Erkrankungen sind unter

anderem Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. Einen gro3en Stellenwert
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nehmen hier endokrinologische Erkrankungen, wie Morbus Cushing, Diabetes mellitus
Typ |, Hyperparathyreoidismus und Hyperthyreose oder aber auch eine
Hypophyseninsuffizienz, ein [61]. Weiterhin filhren Malabsorptionssyndrome mit der
Minderaufnahme von Kalzium oder Vitamin-D zu einer osteoporosebegiinstigenden
Stoffwechsellage. Gleiches gilt fir genetische Pradispositionen bei Marfan- oder Ehlers-
Danlos-Syndrom, aber auch bei der Osteogenesis imperfecta. Ein weiterer nicht zu
unterschatzender Faktor ist die haufig vorkommende und ebenso haufig unerkannte

Depression mit ihnrem Bewegungs- sowie Antriebmangel [87].

Weiterhin sind Faktoren wie eine Sturz-férdernde Umgebung mit unebenen Béden und
freien Teppichkanten, sowie Fallneigung-fordernde Medikamente wie Sedativa,
Neuroleptika, bestimmte Antihypertensiva, als auch Demenzerkrankungen, Morbus
Parkinson, Patienten nach Apoplex mit Residuen oder &hnlichen neurologischen
Erkrankungen. All dies fuhrt letztlich zum Auftreten osteoporose-assoziierter Frakturen
[41].

@ @ Hormongleichgewicht

Rheumatologische

Erkrankungen Medikamente
Osteoporose

Stoffwechsel-

Genetische
erkrankungen @ ° Pradispositionen

Abbildung 4: Eigene Darstellung der EinflussgroBen auf die Osteoporose.

Es werden hier die wichtigsten Faktoren, welche die Osteoporose beeinflussen aufgefiihrt. Die
Mannigfaltigkeit der Einflussfaktoren lasst die Darstellung schnell untbersichtlich werden, so dass sich hier
auf die im Alltag wichtigsten beschrankt wurde.

10
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1.1.3 Osteoporosediagnostik

Die Diagnostik der Osteoporose findet im klinischen Alltag heutzutage immer noch nicht
den Stellenwert, der ihr zugeschrieben werden sollte. Haufig fihren den Patienten
Schmerzen im Bereich des unteren Rickens und hinteren Beckens zum Arzt. Bleibt die
Osteoporose  unerkannt, treten in der Folge Insuffizienzfrakturen  mit
Wirbelkorpereinbriichen oder Sakruminfraktionen auf. Frakturen, welche spontan oder
durch inadaquate Traumata auftreten, sind ein ernstzunehmender Hinweis flr eine

maogliche Osteoporose [95].

Wirbelkorpereinbriiche koénnen (Uber eine Sinterung zur Abkippung der
Wirbelsaulenachse fiithren. Als Folge entwickelt sich durch eine vermehrte Kyphose der
Brustwirbelsdule ein so genannter ,Witwenbuckel® oder auch ,Gibbus®. Bei
fortschreitendem Hohenverlust der einzelnen Wirbelkérper, mit der damit verbundenen
Reduktion der KorpergrolRe, bildet sich im Verlauf ein Tannenbaumphanomen (Abb. 5)
aus. Hierbei legt sich die Rickenhaut wie die Wipfel eines Nadelbaums in Falten.
Heutzutage kann die Osteoporose nicht nur anhand klinischer Phanomene, sondern

auch mittels apparativer Diagnostik dargestellt und quantifiziert werden [14].

Abbildung 5: Typisches Bild eines Tannenbaumphanomens.
Bei Wirbelkérperbriichen mit Verminderung der Gesamthdhe der Wirbelsaule wirft die Haut typische Falten

auf, welche als Tannenbaumph&nomen bezeichnet werden (aus Tillmann B. et al., Anatomie des
Menschen, Thieme 1998).
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1.1.3.1 Dual Energy X Ray Absorptiometry (DXA)

Bei der Dual-Energy-X-Ray-Absorptiometry-Methode wird ein Schwachungsindex von
Rontgenstrahlen definierter Energie verwendet. Dabei werden zwei Rontgenstrahlen
verschiedener Energie durch ein Gewebe gesandt und die verbleibende Energie
gemessen sowie auf einem Messblatt dargestellt (Abb. 6). Da die unterschiedlichen
Gewebe des menschlichen Koérpers eine flr sie eigene Rontgenstrahlen-
Schwachungscharakteristik aufweisen, kann eine Aussage Uber die Beschaffenheit der
durchstrahlten Gewebe getroffen werden. Hierbei spielen der Wasser- und Mineralgehalt
eine zentrale Rolle. Typische Stellen des Koérpers zur Durchfihrung einer
standardisierten Messung finden sich hierbei an den proximalen Femora im Bereich der
Schenkelhédlse sowie an der Lendenwirbelsdule. Seltener wird der distale Unterarm
verwendet [8]. Zufallig gewahlt sind diese Regionen nicht, da auch hier im klinischen

Alltag die meisten osteoporose-assoziierten Frakturen lokalisiert sind.

Bei genanntem Verfahren wird ein zweidimensionales digitales Bild erzeugt und Uber
eine entsprechende Software die Bone Mineral Density (BMD) errechnet. Die BMD stellt
eine Flachendichte dar und wird in g/cm? abgebildet. Anhand der mit der DXA ermittelten
Werten lasst sich der T-Score (T-Wert) zur Einteilung und Quantifizierung der

Osteoporose erheben.

Ganzkorperuntersuchungen sind zwar mdéglich, werden allerdings nur bei speziellen
Fragestellungen herangezogen. Beispielsweise kann dies vonndten sein, wenn eine
sehr genaue Aussage uber die Beschaffenheit der Kortikalis getroffen werden soll [8].
Ebenso kdnnen hiermit das weiche Muskelgewebe oder Fettmassen beurteilt werden.
Da diese Gewebe unmittelbar an den Knochen grenzen, entsteht hier eine erste
Fehlerquelle im Rahmen der DXA-Messung. Sie kommen dementsprechend bei der
Schwachung der DXA-Strahlen zum Tragen und flhren zu einer zusatzlichen
Schwachung der detektierten Strahlung. Somit ist der BMD auch als gewichtsabhangig
anzusehen. Ebenso kann in der mittels DXA-Messung durchgefuhrten
zweidimensionalen Darstellung keine Aussage Uber die Trabekelstruktur getroffen
werden [8].

Vorteile der DXA sind eine weitreichende Verfugbarkeit, eine gute Datenlage, eine
geringe Strahlenbelastung (1-5 uSv) und letztendlich auch ein gunstiger Preis, sodass
die Leitlinie der Deutschen Vereinigung fur Orthopadie DVO die DXA-Messung als das

Standardverfahren zur Diagnostik der Osteoporose festlegt hat [24].
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Abbildung 6: Ergebnisblatt einer Knochendichtemessung eines 60-jahrigen Manns mit einer
Gendefekt bedingten Osteoporose.

Zu sehen ist ein T-Score von -3,1 in der Lendenwirbelsdule und -1,3 im proximalen Femur (aus:
https://www.nuklearmedizinstadtpalais.de/leistungsspektrum/6-2/knochendichtemessung/).

1.1.3.2 Quantitative Computertomographie (QCT)

Bei der quantitativen Computertomographie (QCT) werden ebenfalls die
Schwachungscharakteristika der einzelnen Gewebe zur Beurteilung des
Mineralsalzgehaltes des Knochens herangezogen. Zusatzlich kénnen bei der QCT-
Untersuchung eine Volumendichte ermittelt und die geometrische Qualitdt des
Knochens in den einzelnen Abschnitten von Kortikalis und Spongiosa abgebildet
werden. Da der Knochen hinsichtlich seiner Struktur, besonders im Bereich der
Lendenwirbelsaule, sensibel reagiert, erfolgt die QCT-Messung eben in dieser Region
[104]. Die QCT ist hinsichtlich des Weichgewebes weniger stéranfallig als die DXA-
Messung. Im Gegensatz zur DXA ist Messungenauigkeit geringer, da die Bildauflésung
der QCT besser ist und die einzelnen Volumenelemente zur Messung der
Knochendichte genauer definiert werden kénnen. Weichgewebe kann somit ausgespart
werden und kommt nicht zur Abbildung [8].

Bei der QCT muss allerdings die héhere Strahlenbelastung von im Mittel 60 uSv beachtet

werden. Diese ist zwar immer noch deutlich geringer als bei einer herkémmlichen CT-
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Untersuchung, aber immerhin héher als bei der konventionellen DXA-Untersuchung.
Ferner kann anhand dieser Methode der Schenkelhals nicht beurteilt werden, sondern

nur die Lendenwirbelsaule [8].

1.1.3.3 Quantitative Ultraschallmessung (QUS)

Eine Methode ohne Anwendung von Roéntgenstrahlen stellt die Messung per Ultraschall
dar. Es erfolgen sowohl das Aussenden eines Ultraschallimpulses definierter Energie als
auch die Detektion des Reflektierten Impulses Uber einen Piezokristall im Schallkopf des
Ultraschallgerates. Anhand der verschiedenen Absorptionen, Reflexionen und der
Frequenzbeugung des reflektierten Ultraschallimpulses, ist es mdglich das untersuchte
Gewebe in seiner Qualitdt zu beschreiben. Da der Ultraschallimpuls nur eine
verhaltnismaRig geringe Reichweite im Gewebe aufweist, lassen sich hier die
oberflachennahen Strukturen untersuchen. Somit beschrankt sich diese Methode auf die
Phalangen, den Kalkaneus oder den Radius. Die Ergebnisse an diesen Korperstellen
sind jedoch nicht auf den Bereich der Wirbelsdule oder die proximalen
Oberschenkelknochen Ubertragbar, so dass die Aussage zur Knochenqualitdt am Ende

letztendlich durch eine DXA- oder QCT-Messung erfolgen muss [6].

1.1.3.4 Konventionelle Rontgendiagnostik

Die konventionelle Rdntgenaufnahme des Knochens wird bereits seit Uber 100 Jahren
angewandt, zeigt allerdings erst bei sehr fortgeschrittener Osteoporose Hinweise auf
einen Mineralsalzverlust. Ebenso kann mit dieser Methode keine Quantifizierung des
Osteoporosegrades erfolgen [8]. Bei dieser Methode werden elektromagnetische
Strahlen facherférmig von der Réntgenkathode auf ein Filmmedium ausgestrahlt.
Heutzutage sind die Rontgenfilme durch digitale Empfanger verdrangt worden. Die
abgegebene Energie ist, im Gegensatz zur DXA-Methode, monoenergetisch und erlaubt
somit keine Differenzierung der durchstrahlten Gewebe, sondern bildet nur eine
Abschwachung des Rontgenstrahls ab. So wird ein zweidimensionales Bild des
durchstrahlten  Objekts erzeugt [45]. Dennoch st die konventionelle
Roéntgenuntersuchung als Screeningmethode bei Frakturverdacht durch keine andere
Untersuchung abgeldst worden und hat somit ihren Stellenwert nicht verloren (Abb. 7).
Bei radiologischem Verdacht auf eine Osteoporose kdénnen dementsprechend
aussagekraftigere Diagnostikmodalitdten, wie die DXA-Messung oder eine QCT,

veranlasst werden [52].
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Abbildung 7: Rontgenuntersuchung der LWS in 2 Ebenen.

In der Abbildung findet sich eine Réntgenuntersuchung einer Lendenwirbelsaule in 2 Ebenen. Zusehen sind
neben den Degenerationen eine frische Deckplattenfraktur des zweiten Lendenwirbels, eine alte
Deckplattenfraktur des ersten Lendenwirbels, sowie eine durch Ballonkyphoplastie versorgten
Wirbekorperfraktur des 11. Brustwirbels (aus eigenem Bildmaterial).

1.1.4 Einteilungen der Osteoporose

Die Einteilung der Osteoporose ist mannigfaltig und daher nicht standardisiert, wobei
sich jedoch einige Einteilungen als allgemeingultig durchgesetzt haben. Diese sollen im

Folgenden beschrieben werden (Abb. 8).

Zunachst ist eine Einteilung Osteoporose nach der Rate des Knochenumsatzes maglich.
Dabei wird eine ,low turnover‘-Osteoporose mit einem niedrigen Knochenumbau und
eine ,high turnover“-Osteoporose mit einer hohen ossaren Umsatzrate unterschieden.
Somit ist diese Einteilung als eine qualitative Einteilung anzusehen. Diagnostisch
kénnen beide Formen unter Zuhilfenahme der Knochenabbaumarker Desoyxypyridinolin

und Cross-link-Telopeptid differenziert werden [6], [18].

Weiterhin ist eine Klassifikation der Osteoporose in primare (etwa 95 % der Falle) sowie

sekundaren Formen (etwa 5 % der Falle) moglich.
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Abbildung 8: Ubersicht zur Einteilung der Osteoporoseformen nach Vorgaben der WHO.

Die Osteoporose beruht auf multiplen Ursachen. Grob unterscheiden lasst sie sich in eine primare
Osteoporose ohne definierbare Ursache und in eine sekundare Osteoporose mit einem bedingenden Faktor
[106].

Im klinischen Alltag erfolgt die Einteilung der Osteoporose nach Quantifikation durch die
1994 durch die WHO eingeflihrte standardisierte Anwendung der Osteodensitometrie
(DXA) [106]. Zum Vergleich werden Punktetabellen zu altersspezifischen
Durchschnittswerten oder bevorzugt Wertetabellen der Grundgesamtheit im Alter der
maximalen Knochenmasse (peak bone mass) zur Differenzierung herangezogen. Der
im Rahmen der DXA-Messung ermittelte Wert wird als T-Score angegeben und
beschreibt die Differenzen von der Standardabweichung der Grundgesamtheit. Die
WHO definierte einen T-Score >-1 als normal, Werte im Bereich von -1 bis -2,5 werden
als Osteopenie angesehen. Eine manifeste Osteoporose liegt nach Ansicht der WHO
bei T-Score Werten < -2,5 vor (Tab. 1) [106]. Eine schwere manifeste Osteoporose

besteht bei zusatzlichem Auftreten osteoporose-assoziierter Frakturen.
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Tabelle 1: Darstellung der Schweregrade anhand des T-Scores nach Vorgaben des Dachverbandes
Osteologie [24].

| Schweregrad Knochendichte Strategie |

<10 % Verlust Pravention
T-Score > -1 SD

Normal

Osteopenie 10-15 % Verlust Pravention
T-Score -1 SD bis -2,5 SD
Osteoporose > 25 % Verlust Therapie

T-Score <-2,5SD

Schwere Osteoporose Osteoporose mit Frakturen Therapie

Weiterhin kann die Osteoporose nach ihrer Lokalisation eingeteilt werden, wobei die
Leitlinien des Dachverbandes Osteologie lokalisierte Formen von generalisierten
Formen unterscheiden [24]. Den weitaus grof3ten Teil stellen generalisierte Formen dar.
Die lokalisierten Typen werden in der Regel durch Inaktivitat hervorgerufen, so dass sie
bevorzugt bei langerer Ruhigstellung einer Gliedmalle oder bei plegischen Patienten
auftreten. Dieser Prozess ist durch das Wolff'sche Transformationsgesetz zu erklaren,
welches im Kapitel 1.1.1 beschrieben wurde. Eine Sonderform der lokalisierten
Osteoporose stellt das ,complex regional pain syndrome®, oder veraltet auch Morbus
Sudeck, dar. Hierbei sind neben der lokalen Osteoporose zusatzlich Schmerzen in den
entsprechenden Gliedmalien und trophische Stérungen der Haut vorhanden [76]. Selten
werden auch bei Schwangeren lokale Formen der Osteoporose im Bereich der Huften
und des Beckens festgestellt. Diese schmerzhafte Form der Osteoporose bildet sich
jedoch meist im Laufe eines Jahres nach Entbindung vollsténdig zurick und kann somit

als transiente Form der Osteoporose angesehen werden [66], [69].

Eine weitere gebrauchliche Klassifikation teilt die Osteoporose ihrer Ursache nach ein.
So werden primare als auch sekundare Formen beschrieben. Als Beispiele fir
idiopathische Osteoporosen sollen hier die seltene idiopathische juvenile Osteoporose
und die idiopathische Osteoporose des jungen Mannes aufgeflihrt werden. Die
idiopathische juvenile Osteoporose ist in der Regel bei prapubertaren Kindern zu finden
und manifestiert sich mit Schmerzen in der Lendenwirbelsaule. Die hier vorliegende
Osteoporose ist haufig reversibel und kann gut mit der Gabe von Vitamin D- sowie
Kalzium-Praparaten behandelt werden. Selten ist die therapeutische Gabe von
Bisphosphonaten indiziert, welche sich dann auf die schweren Osteoporosen beschrankt
[65].
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Die idiopathische Osteoporose des jungen Mannes, welche zwischen dem 30. und 50.
Lebensjahr auftritt, prasentiert sich haufig mit ahnlichen Symptomen oder manifestiert
sich durch pathologische Frakturen. Es scheint, dass sowohl Nikotinabusus als auch
niedrige freie Androgenspiegel im Blutplasma eine entscheidende Rollen spielen [6],
[82].

Die haufigste Unterform der primaren Osteoporose ist allerdings die postmenopausale
Osteoporose. Diese ist durch einen Ostrogenmangel bedingt und findet sich bei einem
Drittel der Frauen nach den Wechseljahren. Hierbei sind besonders der
Oberschenkelhals und die Lendenwirbelsaule betroffen, so dass im klinischen Alltag dort
haufig osteoporose-assoziierte Frakturen auftreten. Die postmenopausale Osteoporose

ist besonders durch einen verstarkten Abbau der Spongiosa charakterisiert [6].

Sie wird ferner in zwei Formen unterteilt. Die frihe Form setzt in den ersten zehn Jahren
nach der Menopause ein. Dabei zeigt sich ein erhdhter ossarer Umsatz mit vermehrtem
Knochenauf- und abbau zu Gunsten der destruierenden Prozesse. Dies ist ein Beispiel

fur eine ,high-turnover“-Osteoporose.

Im Rahmen der spaten Form der postmenopausalen Osteoporose liegt ein normaler
Knochenabbau mit einem verlangsamten Knochenaufbau vor, so dass letztendlich ein
Substanzverlust im Sinne einer Osteoporose resultiert. Diese Form stellt die klassische
JJow turnover“-Osteoporose mit Auflosung der trabekularen Strukturen dar. Beiden
Formen liegt jedoch ein Knochenmasseverlust mit einer konsekutiven Schwachung der
Knochenarchitektur zugrunde. Die genannten Typen werden der Typ-I-Osteoporose
zugerechnet und betreffen in aller Regel das weibliche Geschlecht in der

Postmenopause [13], [18].

Die Typ-ll-Osteoporose kann beide Geschlechter betreffen, gilt als typische senile
Osteoporose und tritt vornehmlich im achten Dezennium auf [18], [86]. Charakteristisch
ist der Substanzverlust sowohl in Kortikalis als auch Spongiosa. Bei dieser Form sind
Frauen doppelt so haufig betroffen wie Manner. Ursachlich sind neben dem normalen
Substanzverlust des Knochens durch den physiologischen Alterungsprozess der im
Senium haufige Bewegungsmangel sowie der Abfall der osteoprotektiven
Sexualhormone. Ferner findet sich auch ein Vitamin D- und Kalziumdefizit, so dass ein
ernahrungsbedingter Einfluss zum Tragen kommt. Beide Formen kénnen parallel
vorliegen, einen flieBenden Ubergang finden und sich verstérken. So ist zu beachten,
dass die senile Osteoporose, im Gegensatz zur postmenopausalen Osteoporose,

sowohl die Trabekel als auch die Kortikalis betrifft. Dies macht deutlich, dass das
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Frakturrisiko bei Vorliegen einer senilen Osteoporose um einiges hoher liegt als bei der

postmenopausalen Form [86].

Klinisch schwerer zum Tragen kommt allerdings die sekundare Osteoporose, die zwar
insgesamt seltener ist, jedoch aufgrund der Fragilitdt des Knochen mit bis zu 20 % an

den osteoporose-assoziierten Frakturen beitragt [6].

Als Ursache liegen der sekundaren Osteoporose in der Regel endokrinologische
Erkrankungen zu Grunde. Als Paradebeispiel ist hier der Morbus Cushing mit erhhten
Kortisolspiegeln zu nennen. Hinsichtlich des Knochenstoffwechsels spielt es keine Rolle,
ob der erhohte Kortisolspigel endogen oder iatrogen bedingt ist. Die Folge ist eine
vermehrte Expression von RANKL-Proteinen auf der Osteoblastenmembran bei
gleichzeitiger verminderter Sekretion von OPG-Proteinen. Im Zuge dessen zeigt sich
eine verlangerte Aktivitdt der Osteoklasten, womit es dabei zu einem erhdhten
Knochenabbau kommt. Ferner tragen Glukokortikoide zu einer verminderten
Freisetzung von Sexualhormonen bei, was mit einer herabgesetzten Osteoprotektion
einhergeht. Zusatzlich verstarken Glukokortikoide den Effekt, indem sie den renalen und

enteralen Verlust von Kalzium begunstigen [61].

Bei der renal bedingten Osteoporose des dialysepflichtigen Patienten findet sich haufig
ein sekundarer Hyperparathyreoidismus. Nicht nur die gestorte Kalzitriolsynthese des
chronisch Nierenkranken spielt hierbei eine Rolle, auch der vermehrte renale
Kalziumverlust und die Retention von Phosphat begrinden den gestdrten
Knochenstoffwechsel mit einer vermehrten Demineralisierung. Zusétzlich fuhrt das freie
Phosphat zu einer Komplexbildung mit freiem Kalzium im Blutplasma und fungiert somit
als Chelatbildner. Damit bedingt Phosphat neben dem vorliegenden Kalziummangel
darUber hinaus zu einer Minderverfiuigbarkeit des noch vorhandenen Kalziums und

aggraviert die bestehende Hypokalziamie [6].

Auch Hyperthyreose, Diabetes mellitus sowie primarer Hyperparathyreoidismus sind als
typische und haufige Ursachen sekundarer Osteoporosen verantwortlich. Ein nicht zu
unterschatzender Faktor spielt die Erndhrung. Dabei sind nicht nur eine unzureichende
Alimentation, sondern auch fehlerhafte  Nutrition durch gastrointestinale
Passagestorungen oder Malabsoptionssyndrome zu nennen. Es findet sich dabei meist
eine gestorte Aufnahme von Kalzium wund Vitamin D. Im Rahmen des
Regelmechanismus bei vermindertem Kalziumspiegel im Blutplasma tritt eine vermehrte
Ausschittung von Parathormon auf. In Folge dessen stellt sich eine Stimulation der

Osteoklastenaktivitat mit Liberation von Kalzium aus dem kristallinen Knochen ein [21].
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Nicht nur Glukokortikoide sind als medikamentdse Ursache der Osteoporose zu nennen.
Viele haufig eingesetzte Medikamente kénnen eine Teilhabe an der Auspragung der
Osteoporose haben. Diesbezliglich sollte dem verschreibenden Arzt das
Nebenwirkungsprofil der Praparate bekannt sein. Verallgemeinernd kann hier davon
gesprochen werden, dass alle Praparate mit Einfluss auf die Osteoporoseauspragung
als Enzyminduktoren fungieren und folglich Einfluss auf den Vitamin-D-Stoffwechsel
besitzen bzw. die Kalziumaufnahme stéren. Zu den am haufigsten verschriebenen

einflussnehmenden Medikamenten gehért die Gruppe der Protonenpumpeninhibitoren.

Als Vergleichsparameter zur Abschatzung der konsumierten Medikamentenmenge
wurde von der WHO die so genannte ,defined daily dose® (DDD) eingeflhrt [3]. Die DDD
ist die angenommene mittlere Tagesdosis eines Wirkstoffes. Bei der DDD handelt es
sich um eine rechnerische Grolle, die zum Zwecke der Arzneimittelverbauchsforschung
entwickelt wurde. Unter Bericksichtigung von Produkteigenschaften des verordneten
Wirkstoffs kann damit die tagesbezogene theoretische Einnahmedauer eines
Medikaments errechnet werden. Sie darf somit nicht mit der therapeutisch empfohlenen
oder tatsachlich verschriebenen Dosis verwechselt werden.

Hinsichtlich der Protonenpumpeninhibitoren liegt diese bei 2252,6 Millionen Tagesdosen
pro Jahr und ist somit oft ein unbeachteter Faktor. Dicht folgen Heparine und Vitamin-K-
Antagonisten [21]. Auch im Rahmen von Neoplasien ist die Ausbildung einer
Osteoporose feststellbar. Einerseits kann dies durch verabreichte Medikamente bedingt
sein, zum anderen ist auch die Neoplasie selbst ein Ausléser. Ein hier zu nennendes
Beispiel sei das Multiple Myelom aus dem Formenkreis der hamatologischen
Erkrankungen [47]. Im Rahmen dieses malignen Lymphoms werden Zytokine sezerniert,
welche die Osteoklastenaktivitat lokal anregen. Somit entstehen Osteolysen, welche im
Krankheitsverlauf rekurrent flr pathologische Frakturen sorgen. Diese Briiche sind
mitunter schwierig zu versorgen, da progredient osteolytische Zonen vorliegen. Ferner
verursachen diese osteolytischen Bereiche eine Schmerzsymptomatik, welche
unweigerlich zu einer herabgesetzten Lebensqualitat fuhrt [97]. Ebenso kdnnen solide
Tumore, beispielsweise durch eine Infiltration und Schadigung des Knochenmarks selbst
oder aufgrund ossarer Metastasierung mit lokal auftretenden osteoporotischen Arealen,
Einfluss auf die Entwicklung einer Osteoporose haben. Dies wird haufig durch vom
Tumor exprimierte Wachstumsfaktoren wie TGF-B oder das osteolytisch wirkende
PTHrP (parathyroid hormone-related proteine) hervorgerufen. Ebenso ist das bei
Neoplasien haufig vorkommende Interleukin-11 fir die Ausbildung einer Osteoporose

verantwortlich [40].
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1.1.5 Epidemiologie

Im Jahr 2013 wurde von Haussler eine epidemiologische Studie zur Osteoporose im
Rahmen der ,BoneEVA*-Studie durchgefiihrt [41]. Dabei stellte er fest, dass bei 7,8
Millionen Birgern in Deutschland mit einem Mindestalter von 50 Jahren eine manifeste
Osteoporose vorlag. Laut dieser Untersuchung sind Frauen finfmal haufiger betroffen
als Manner. Nach seinen Ergebnissen fanden sich bei 4,3 % der 7,8 Millionen an
Osteoporose erkrankten Probanden eine osteoporose-assoziierte Fraktur. Diese
Frakturen wurden allerdings selten der Osteoporose als Grunderkrankung, sondern
anderen Ursachen, wie zum Bespiel einer Fallneigung, zugeschrieben. Haussler
postulierte daraus, dass noch kein ausreichendes Bewusstsein fir die Problematik der
Osteoporose als ,Volkskrankheit bestlinde. Die ,BoneEVA*-Studie stellt zudem eine
jahrliche Zunahme der an Osteoporose leidenden Patienten von 13 % im Alter Gber 50
Jahren [41].

Die WHO analysierte das altersspezifische Risiko eine Fraktur zu erleiden. Es wurde
berichtet, dass das Frakturrisiko im Alter Gberproportional ansteigt [20] (Tab. 2). Sowonhl
Burge als auch Wright belegten dies in ihren Untersuchungen [17], [109]. Beispielsweise
wird in der Studie von Burge 2007 von einer Steigerung der hiftgelenknahen Frakturen
von rund 13.000 Fallen pro Jahr bei den < 50 jahrigen Frauen auf Gber 84.000 Fallen
jahrlich bei den >75 jahrigen Frauen berichtet (Tab. 2).

Tabelle 2: Ubersicht der osteoporose-assoziierten Frakturen nach Art, Geschlecht und
Patientenalter (aus Burge; Incidence and Economic Burden of Osteoporosis-Related Fractures in the
United States).

Number of fractures per fracture type

Stratum Hip Vertebral Wrist Pelvic Other Total
Women
Age (years)
50-64 13,420 57,562 136,624 5,532 159,043 372,180
65-74 25,288 85,020 88,072 15,596 84,963 208,938
75-84 84,274 142,892 70,317 43,059 105,394 445937
=83 99,771 103,156 31,815 38,469 65,576 338,788
Race
White 201,123 347,739 285,973 88,973 366,360 1,290,168
Black 6,995 13.838 15,030 5,004 18,057 58,923
Hispanic 8,175 15417 15,045 5,276 17,755 61,668
Other 0,460 11,636 10,781 3,403 12,805 45,085
Total 222753 388,630 326,828 102,655 414976 1,455,843
Men
Age (years)
50-64 6,605 29217 49564 8,194 140919 234 499
65-74 9,780 39,358 9.174 6,699 65.239 130,250
75-84 26,814 52418 5,798 11,797 33.055 129,882
=85 30,659 37.803 5,597 5433 20,730 100,222
Race
White 63,685 132,428 53,286 25,709 202,744 477852
Black 2,880 10,453 7.606 2413 25173 48,525
Hispanic 4,345 9487 5,661 2,269 19,372 41,134
Other 2,947 60,429 3,579 1,733 12,654 27,341
Total 73,857 158.796 70,132 32,124 259.943 594,852
Overall total 296,610 547,426 396.961 134,779 674919 2,050,695
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Diese Studien postulieren, dass ein groRer Teil der Frakturen im Senium
osteoporoseassoziiert sein missen [41]. Weitere Analysen in diesem Bereich deuten in
die gleiche Richtung. So finden sich bei Cummings et al. 2002 und Riggs et al. 1995
Ergebnisse, welche sich mit den Kernaussagen des WHO Berichts aus dem Jahr 2004
decken [23], [87]. Dahingehend ist zu erwarten, dass die Osteoporose volkswirtschaftlich
sowie medizinisch in den kommenden Jahren eine grof’e Herausforderung darstellen
wird [20] (Abb. 9)
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Abbildung 9: Frakturinzidenz in den westlichen Industrienationen.

Die Untersuchung einer Population in Rochester, Minnesota, USA durch Cooper et al. 1992 zeigt den
geschlechtsspezifischen Unterschied von Radiusfrakturen (Colles), Wirbelkorper (Vertebrae) und proximale
Femurfrakturen (Hip) auf und lasst mit der gleichzeitig angegeben Inzidenz auf die volkswirtschaftliche sowie
individuelle Belastung schlieRen. In den westlichen Industrienationen &hneln sich diese Werte, so dass hier
auch auf die Inzidenz in Deutschland geschlossen werden kann (Cooper, C; Melton, L.J. (1992):
Epidemiology of osteoporosis. Trends Endocrinol Metab 3(6)224-229).

1.1.6 Knochenstoffwechsel

Der Knochen dient dem Koérper nicht nur als Stitze, sondern besitzt einen komplexen
Stoffwechsel. Dabei ist er als das Reservoir von Kalzium, Phosphat und Magnesium
anzusehen, welche uberwiegend in der Knochenmatrix gebunden sind. 99 % des im
Koérper enthaltenen Kalzium befindet sich im Hydroxylapatit des Knochens, was etwa 1-
1,5 g des gesamten Korpergewichts entspricht [6].

Im Laufe des Lebens erfahrt der Knochen einen stetigen Wandel hinsichtlich Form und

Funktion. So verandert sich die GroRe wahrend der Phase des Wachstums, ein Prozess,
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der als Modifikation bezeichnet wird. Die Langenzunahme der Rdhrenknochen spielt
sich dabei in den Epiphysenfugen ab. Im Zuge dessen erfahrt der Knochen eine
Zunahme der Belastung, was sich zugleich in der Ausbildung einer kraftigen, duleren
Hulle (Kortikalis) widerspiegelt. Die Fahigkeit des Knochens, sich einer steigenden
Belastung durch eine Zunahme der Knochenmasse anzupassen, nennt sich Modelling
[91].

Der Prozess des stetigen Umbaus wird als Remodelling bezeichnet. Dies ist notwendig,
da der Knochen einem andauernden Verlust an Knochenmatrix und einer Alterung
entgegensieht. Die daraus folgende Minderbelastbarkeit wird durch den fortwahrenden
Umbau (Remodelling) der einzelnen Komponenten durch die standige Erneuerung der
Knochenmatrix vermieden [6]. Die Auf- und Abbauprozesse folgen dem Wolff'schen

Transformationsgesetz [108].

Kerschan-Schindl stellte die Beziehung zwischen Knochenaufbau in einer
Belastungsphase dem Knochenabbau in einer Entlastungsphase gegenuber.
Diesbezuglich beschrieb er den Knochen als Mechanostat und visualisierte genannten
Mechanismus in einem Graphen [53] (Abb. 10). Ferner zeigt der Knochen nicht nur eine
Anpassung der Masse an die geforderten Belastungen, er bringt zusatzliche Stabilitat in
die Struktur, in dem sich die Trabekel an den in den Knochen eingeleiteten Zug- sowie
Druckkrafte ausrichten und sich somit sein Trabekelgeflecht in Trajektionslinien
ausrichtet [33], [91].
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Abbildung 10: Darstellung eines Mechanostats.

Das Mechanostat beschreibt den Zusammenhang von Knochendehnung (strain) bzw. -belastung und
positiver sowie negativer Knochenbilanz. Angegeben sind hier an den Enden der ausgeglichenen Bilanz die
Schwellen zum Remodelling und Modelling (aus Kerschan-Schindl K; Journal fir Mineralstoffwechsel 2012;
19(4):159-162).
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Die Uberaus komplizierte Regulation von Knochenauf- und abbauprozessen ist nicht nur
durch eine physikalische Belastung bedingt (Abb. 11). Ebenso spielen hormonelle
Einflisse eine grolRe Rolle. Insbesondere sind hier die Sexualhormone zu nennen,
welche stimulierend auf den ossaren Stoffwechsel wirken und somit den Knochenaufbau
beginstigen bzw. dessen Knochenabbau entgegenwirken. Der Epiphysenschluf? ist
beispielsweise durch den Einfluss von Ostrogenen bedingt. Weiterhin hemmen
Ostrogene die Osteoklastenaktivitat, was sich besonders postmenopausal bemerkbar

macht und eine Ursache der postmenopausalen Osteoporose darstellt [78].

Mechanische
Belastung

Abbildung 11: Einflussgrofen auf die Entwicklung der Knochenmasse.

Als Oberpunkt ist die mechanische Belastung aufgefiihrt, die als Hauptfaktor des Aufbaus der
Knochenmasse in der Jugend und im jungen Erwachsenenalter fungiert. Die Erforschung des WNT-LRP5-
Pathway ist Gegenstand aktueller Forschungen [16].

Die Entwicklung eines gréf3eren und schwereren Skeletts beim Mann wird, im Vergleich
zur Frau, von einem hdheren Testosteronspiegel ausgeldst [30]. Es finden sich einige
positive Einflisse auf den Knochenaufbau. Zu nennen sind zum einen die Zunahme der

Dicke der Kompakta [25], andererseits auch die Verstarkung der Trabekelstruktur.

Weitere hormonelle Einflusse auf den Knochenstoffwechsel werden vom Parathormon
(PTH) ausgelbt. Dieses wird als Polypeptid in den vier Nebenschilddrisen gebildet und
ist bei der Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen bzw. beim Einlagern des Kalziums
in den Knochen beteiligt. Hierbei wird eine Induktion der Proliferation der
Osteoklastenvorlauferzellen  hervorgerufen  [6].  Weiterhin  werden  bereits
ausdifferenzierte Osteoklasten angeregt, Kollagenasen und lysosomale Enzyme zu
exprimieren und mit einer folgenden Erhéhung der Membrandurchlassigkeit flr Kalzium

fir dessen Abbau aus dem Knochen zu sorgen. Weiterhin wird vermutet, dass
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Parathormon an den Osteozyten selbst fiir eine Mobilisation von Kalzium aus den

unvollstandig mineralisierten perilakunaren Lakunen sorgt [80].

Ebenso werden gleichzeitig bei niedrigen Kalziumspiegeln im Blut, und in Folge dessen
einer erhdhten Konzentration von Parathormon, die Resorption von Kalzium in den
Nieren sowie im Darm geférdert. Im gleichen Regelzyklus wird bei hohen
Parathormonspiegeln die Ausschiittung von Kalzitriol eingeleitet, so dass neben den
osteolytischen Effekten durch das Parathormon gleichzeitig Gegenregelmechanismen

entstehen, welche als osteoprotektiv zu bezeichnen sind [6].

Neben der Ruckresoption von Kalzium und der Induktion der Synthese von Kalzitriol
finden sich noch weitere osteoprotektive Eigenschaften des Parathormons. So ist
Gegenstand der aktuellen Untersuchungen, dass es unter Parathormoneinfluss zu einer
verminderten Osteoblastenapoptose, sowie zu einer Erhéhung der Proliferationsrate der
Osteoblasten kommen soll. Dies fuhrt im Endeffekt zu einer steigenden Knochenmasse
[98]. Ebenso spielt die Art der Freisetzung von Parathormon eine Rolle auf den
Knochenstoffwechsel. Eine kontinuierliche Inkretion von diesem fihrt zum katabolen
Stoffwechsel mit den osteolytischen Eigenschaften des Hormons, wohin gegen eine
pulsatile Ausschuttung die anabolen Eigenschaften des Parathormons hervorhebt (Abb.
12) [6].

Weiterhin spielt Vitamin D eine grol3e Rolle fiir den Knochenstoffwechsel. Vitamin D ist
ein fettlésliches Vitamin, welches Gber den Darm aufgenommen wird und in Niere, Leber
bzw. Haut moduliert sowie aktiviert wird. Nach dessen Aktivierung kann es in den
Kalziumhaushalt eingreifen. Die Rlckresoption von Kalzium im Darm als auch die
verminderte Ausscheidung in den Nieren erhdht den Kalziumspiegel im Blut. Ferner
moduliert es die Osteozyten und regt deren Aktivitat zur Differenzierung an, was indirekt
die Mineralisation des Knochens mit Einbau von Kalzium in die Kristallstruktur des
Knochens fordert [6]. In einer Metaanalyse einer Arbeitsgruppe des British Medical
Journals aus dem Jahr 2011 wurde aufgezeigt, dass bei Kindern im
Knochenwachstumsalter und bei jungen Erwachsenen Vitamin D eine essentielle Rolle
fur einen gesunden Knochenstatus spielt. Eine zusatzliche alimentare Supplementierung
bei normwertigen Plasmaspiegeln hat jedoch keinen Benefit hinsichtlich der

Knochenmasse ergeben [107].
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Abbildung 12: Regelmechanismen des Knochenmetabolismus.

Schematisch wird hier der komplexe Regelkreis des Knochenmetabolismus mit seinen Einflussgréen und
Interaktionen beschrieben. Die Darstellung ist aufgrund der Komplexitdt der Zusammenhange stark
vereinfacht, spiegelt jedoch die fir den klinischen Alltag nennenswerten Aspekte wider (aus
www.vitamind.net, 30.04.2018).

Als weiterer Einflussfaktor zahlt Kalzitonin, welches in den C-Zellen der Schilddriise
gebildet wird. Die Ausschuttung des Peptidhormons flhrt zu einer Senkung des
Plasmakalziumspiegels und zeigt sich somit als Gegenspieler des Parathormons. Als
Mechanismus fungieren hierbei die Ruckresorption von Kalzium in Darm und Nieren,
sowie die direkte Hemmung der Osteoklastenfunktion. Eine klinisch-therapeutische
Relevanz dieser Hemmung ist laut Adami 2005 allerdings fragwurdig [1]. Die Anhebung
der Knochenmasse wird in diesem Fall als minimal beschrieben und die Nebeneffekte
des Kalzitonins lassen die Anwendung als therapeutisches Praparat fraglich erscheinen
[6]. Bei der glukokortikoid-induzierten Osteoporose gibt es allerdings Hinweise, dass

Kalzitonin einen Knochenmasseverlust verhindern kann [67].

Die Osteohomoostase wird durch das Zusammenspiel von Osteoklasten und
Osteoblasten bedingt. Gesteuert wird dies durch ein Regulatorprotein, dem RANKL-
Osteoprotegerin-Zytokinsystem [6] (Abb. 13). Osteoblasten sezernieren hierbei M-CSF
(macrophage colony stimulating factor) und regen so die Proliferation der
Osteoklastenprogenitorzellen an. Das membrangebundene Protein RANKL (receptor
activator of nuclear factor kB ligand) wird ebenfalls von den Osteoblasten exprimiert.
Dieses Protein ist der Klasse der Tumornekrosefaktoren zugeordnet und interagiert mit
dem RANK-Rezeptor der inaktiven sowie undifferenzierten Osteoklasten und bewirkt bei

der Bindung beider Proteine eine Aktivierung der Osteoklastentatigkeit mit Bindung an
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den Knochen, sowie eine Differenzierung unreifer Osteoklasten [68]. Osteoblasten
verfugen aber mit inrem Protein Osteoprotegerin (OPG) jedoch Giber den weit groReren

Einfluss auf die Regulation der Osteoklastentatigkeit [19].
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Abbildung 13: Schema des RANKL/RANK-OPG-Pathway.

Aus Makrophagen bilden sich unter Einfluss von RANK und RANKL (ber Osteoklastenvorlauferzellen reife
Osteoklasten. Osteoprotegerin (OPG) wirkt hierbei als inhibierender und RANKL/RANK als stimulierender
Faktor (aus www.orthobullets.com/basic-science/9010/bone-signaling-and-rankl).

Osteoprotegerin ist ein weiteres Protein, welches den Tumornekrosefaktoren
zugeordnet wird. Es bewirkt eine Hemmung der Osteoklasten, indem es die RANK-
Rezeptoren der Praosteoklasten besetzt und blockiert. Somit wird eine Aktivierung
verhindert. Die Osteoblastenférderung und Aktivierung wird wiederum beim
Knochenabbau durch Osteoklasten durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren
induziert. Hierbei sind insbesondere die Insulin-like growth factor IGF-I und IGF-Il zu
nennen [60]. Abschlielend betrachtet kann das RANKL-Osteoprotegerin-Zytokinsystem
als das zentrale Steuerelement des Knochenstoffwechsels angesehen werden. Dies
wird in  Zukunft voraussichtlich der Angriffspunkt fir Medikamente und

Forschungsschwerpunkt der Osteoporose sein [6].

Anhand der Gewinnung neuer Informationen des RANKL/RANK-OPG-Pathways riickt
die Genforschung immer mehr in den Fokus der Wissenschaft. Diesbezlglich liegt der
Schwerpunkt auf der Erforschung des LRP5-Gens (low-density-lipoprotein receptor-
related protein 5). Dieses Gen soll Einfluss auf die Regulation der Bildung von
Knochenmasse haben [4]. Zytokine zeigen ebenfalls einen wichtigen Einfluss auf die
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Regulation der Knochenmasse. Auch proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und

TNF alpha wird ein osteokataboler Effekt zugeschrieben [72].

1.1.7 Differentialdiagnosen der Osteoporose

Im Rahmen der Abklarung einer Osteoporose sollten auch Differentialdiagnosen mit
ahnlicher Symptomatik, jedoch anderer Genese in Betracht gezogen werden, um
zeitgerecht eine geeignete Therapie einleiten zu kdnnen. Die Differentialdiagnosen der
Osteoporose beinhalten andere generalisierte und lokale Osteopathien. Zu nennen sind
die Osteomalazie, Frakturen, Tumoren sowie weitere schmerzhafte neuromuskulare

Erkrankungen.

An wichtigen und haufigen lokalen Osteopathien sind hier die infektbedingte
Osteomyelitis, die aseptische Knochennekrose und der Morbus Paget, mit seinem
unstrukturierten Knochenumbau, zu nennen. All diese Erkrankungen begleitet ein
Strukturverlust mit konsekutiver Schwachung der Knochenarchitektur. Ebenso zeigt sich

eine erhohte Frakturanfalligkeit und eine damit verbundene Schmerzsymptomatik.

Eine generalisierte Osteopathie findet sich beispielhaft bei der Ostitis fibrosa im Rahmen
eines Hyperparathyreoidismus mit einer erhéhten Aktivitat der Osteoklasten. Im Zuge
dessen entstehen zystische Hohlrdume im Knochen, welche durch Bindegewebe ersetzt
werden und sowohl klinisch-makroskopisch als auch histopathologisch als die typischen

braunen Tumoren imponieren [99].

Der Osteomalazie liegt eine unvollstdndige Mineralisierung der Knochenmatrix zu
Grunde. Passiert dies vor der Pubertat, wird die Erkrankung als Rachitis bezeichnet.
Ursachlich fur diese Form der Knochenpathologie ist eine Minderversorgung mit Vitamin
D und Kalzium. Auch hier finden sich als klinische Symptome lokale Knochenschmerzen
und pathologische Frakturen. In spaten Formen dieser Erkrankung zeigen sich
inspektorisch Achsabweichungen der Gliedmalle, insbesondere an den starker
belasteten unteren Extremitaten, welche durch den weicheren Knochen aufgrund
unzureichender Mineralisierung entstehen. Seltener geht die Osteomalazie mit einer
hypokalziamiebedingten Tetanie einher. Ursachlich kann hier ein Vitamin-D-Mangel oder
eine andere metabolische Stérung mit Einfluss auf die Knochenstoffwechsellage sein.
Weiterhin findet sich die Osteomalazie unter anderem bei renaler Funktionsstérung im
Rahmen von chronischen Niereninsuffizienzen mit Dialysepflichtigkeit und dem hierbei

auftretenden sekundaren Hyperparathyroidismus [2].
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1.1.8 Osteoporosetherapie

Der grundlegende Pfeiler der Osteoporosetherapie ist die Pravention osteoporose-
assoziierter Frakturen und Frakturfolgen. Hierbei muss der Arzt ein individuelles
Risikoprofil fir den Patienten erstellen und diesbeziiglich bei der Therapieentscheidung
zwischen Risiko und Nutzen abwagen. Es stehen pharmakologische und nicht-

pharmakologische MalRnahmen zur Verfliigung, welche in Abbildung 14 aufgefiihrt sind.

Nicht- _ Zu den nicht-pharmakologischen
pharmakologisch Pharmakologisch
MaBnahmen  zahlen neben der

Vermeidung sturzférdernder Faktoren
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Abbildung 14: MaRnahmen zur korperlichen Belastung werden
Osteoporosepravention. auRerdem Balance und Koordination
Aufgefiihrt sind hier die Faktoren der Pravention geschult, sowie Ausdauer und Kraft
der Osteoporose. Zu beachten ist hierbei, dass ’

die Faktoren alle samt beeinflussbar sind [11], verbessert. Dadurch lasst sich die
[56], [57].

Sturzprophylaxe aktiv férdern [26].

Zudem werden die osteokatabolen Effekte bei kdrperlicher Belastung zurlickgedrangt
und eine Osteoporose entwickelt sich deutlich langsamer. Passiv kann mit geeignetem
Schuhwerk, barrierefreier Umgebung und Verbesserung der Sicht mit beispielsweise
Sehhilfen in die Sturzprophylaxe eingegriffen werden. Bei einer bestehenden nicht-
kompensierbaren Sturzneigung haben sich Huftprotektoren als sinnvoller Schutz vor
hiftgelenksnahen Frakturen erwiesen [57]. Der Sturzprophylaxe gehéren auch die
Optimierung und Reevaluation der Dauermedikation der an Osteoporose leidenden
Patienten an. Folglich sind Fallneigung-provozierende Medikamente kritisch zu
Uberdenken und entsprechend einzusetzen. Nach Ausschopfung aller nicht-
pharmakologischen Malnahmen oder bei bestehendem 10-Jahres-Risiko fir
Wirbelkérper- und proximale Femurfrakturen von tber 30 %, sollte mit einer spezifischen

medikamentdsen Therapie begonnen werden [18], [24]. Ist das Frakturrisiko allerdings
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nur schwer abzuschatzen, so weist die DVO-Leitlinie [24] von 2017 auf die DXA-
Messung mit dem so ermittelten T-Wert hin (Abb. 15).

* Frau<50 » Frau 50-60 * Frau 60-65 » Frau 65-70 * Frau70-75 * Frau =75
* Mann <60 * Mann 60-70 * Mann 70-75 * Mann 75-80 * Mann 80-85 * Mann »85

Abbildung 15: Alters- und geschlechtsabhéangiger T-Score.

Der Beginn der medikamentdsen, antiresoptiven Therapie ist unter anderem vom Alter und vom erreichten
T-Score abhangig. Das Schaubild zeigt die Indikationsschwellen der DVO-Leitlinie von 2017.

Der T-Wert allein ist jedoch nicht maf3gebend flr den Beginn der medikamentdsen
Osteoporosetherapie. Finden sich osteoporose-assoziierte Frakturen, kann die Therapie
auch dann schon begonnen werden, wenn die T-Wert-Schwelle zur medikamentdsen
Therapie noch nicht erreicht wurde. Die DVO Leitlinie [24] von 2017 beschreibt weitere
EinflussgroRen, welche die Schwelle fiur den T-Wert herabsetzen. Die wichtigsten

Einflussgrofen sollen im Folgenden beschrieben werden.

Hierzu zahlen unter anderem periphere Frakturen nach dem 50. Lebensjahr oder auch
singulare Wirbelkorperfrakturen 1. Grades. Ferner wird eine familidre Pradisposition
dazu gezahlt. Immobilitat und Stlurze sind ebenso wie Nikotinabusus und eine Abnahme

der Knochendichte um 5 % in 2 Jahren zu erwahnen.

Einflussnehmende Erkrankungen sind zum Beispiel Hyperkortisolismus oder ein
Hyperparathyreoidismus mit seinen osteokatabolen Eigenschaften und der typischen
klinischen Trias ,Stein-, Bein- und Magenpein®. Auch die Hypophyseninsuffizienz mit
Verminderung der Sexualhormoninkretion oder ein Diabetes mellitus Typ | gehéren zur
Gruppe der Erkrankungen mit Risiko der Auspragung einer Osteoporose. Hinzu gezahlt

werden ferner die Rheumatoide Arthritis, Epilepsie oder auch der Hypogonadismus [31].

Bei der medikamentdsen Therapie zur Herabsetzung der Schwelle des T-Wertes zahlen
intensivierte Glukokortikoidtherapie, antiandrogene Therapie oder die Therapie mit

Aromatasehemmern [24].

Die pharmakologische Therapie verfolgt zwei grundlegend unterschiedliche Ansatze.
Zum einen kommen hauptsachlich Antisorptiva zur Anwendung [11], [18], [64]. Dies sind
Medikamente, die den Knochenabbau hemmen sollen. Zum anderen konnen

Therapeutika in Betracht gezogen werden, welche direkt osteoanabol wirken. Diese
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Medikamentengruppe dient als Reservepraparatreservoir bei therapierefraktarer

Osteoporose (Tab. 3).

In der Gruppe der Antiresorptiva finden sich Medikamente wie Bisphosphonate, SERM
(selektive Ostrogen Rezeptor Modulatoren), Ostrogen oder spezifische Antikérper
wieder. Die Gruppe der Bisphosphonate wirkt Uber eine direkte Anlagerung an die
Knochenoberflache und hemmt so die Osteoklastenaktivitat [64], [89]. Zusatzlich wirken
sie toxisch auf Osteoklasten. Die Osteoklasten kénnen jedoch direkt gehemmt werden.
Dies erfolgt zum Beispiel durch die SERM sowie Ostrogene und erhoht somit ebenfalls
die Knochenmasse. Eine neue Klasse von Antiresorptiva stellen monoklonale Antikérper
dar [18]. 2010 wurde das Denosumab in der Europaischen Union zugelassen [56].
Dieser Antikorper bindet an RANKL und sorgt fur eine Verschiebung der Homdostase
des Kreislaufs von RANK/RANKL und OPG hin zum OPG und dessen osteoprotektive
Wirkung [43].

Als Reservemedikation finden sich osteoanabole Medikamente wie das
Parathormonanalogon Teriparatid oder auch Fluoride. Ferner verfligt Strontium Uber die
Eigenschaft Knochen wieder aufbauen zu kénnen [90]. Auch Geschlechtshormone wie

Testosteron kommen als Ersatz- bzw. Reservepraparat zum Einsatz [24].

Tabelle 3: Ubersicht der Wirkweise der einzelnen Antiresorptiva.

Stoffgruppe/Wirkstoff Wirkweise
Bisphosphonate Direkte Anlagerung an Knochenoberflache
SERM Direkte Osteoklastenhemmung
Ostrogen Direkte Osteoklastenhemmung
Denosumab RANKL-Antikorper
Teriparatid (Parathormonanalogon) Indirekte Osteoblastenaktivierung
Strontiumranelat Direkte Steigerung des Mineralgehalts und

der Masse des Knochens

1.2 Fragestellung und Zielsetzung

In der von Bauer at al. beschriebenen experimentellen Tierstudie wurde ein Verfahren
zur standardisierten Induktion einer Osteoporose bei juvenilen Ratten etabliert und
beschrieben [7]. Da dort das unreife Skelett der juvenilen Ratte unter metabolischen
Stress gesetzt wurde, fanden sich Ergebnisse mit einer deutlichen rachitischen
Komponente des Knochens. Folglich wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit darauf
geachtet, dass das Skelett der Ratte ausgereift war, bevor es metabolisch-katabolem

Stress ausgesetzt wurde. Es kamen dieselben Induktoren unter denselben Bedingungen
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wie bei den juvenilen Ratten zur Anwendung, so dass hier gegebenenfalls Unterschiede

aufgedeckt werden konnten.

Die Behandlung erfolgte durch Ovariektomie (OVX), Diat (Diet) und die Kombination aus
Glukokortikoiden mit Diat (OVXD) und bildeten die haufigsten Ursachen der humanen
Osteoporose ab. Zur Auswertung gelangten in dieser Arbeit vornehmlich die Daten der
DXA-Messungen im Ganzkdrperscan, sowie die histomorphometrische Auswertung der
trabekularen Flache und trabekularen Dicke, im linken Femur und der linken Tibia der
Versuchstiere. Zusatzlich erfolgten eine lichtmikroskopische Sichtung und Interpretation
der Knochenschnitte. Die Ergebnisse wurden innerhalb der einzelnen Gruppen im
zeitlichen Verlauf und zwischen den einzelnen Gruppen zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten ausgewertet sowie im Vergleich zu der Literatur bezuglich

der juvenilen Tiere diskutiert.
Die Zielsetzung mit der Formulierung von Hypothesen lautet daher wie folgt:

e Zeigt sich kein (Nullhypothese) / ein (Alternativhypothese) signifikanter
Unterschied in der Auspragung einer Osteoporose des Skeletts seniler Ratten in
der Versuchsanordnung im zeitlichen Verlauf innerhalb bzw. zwischen den

Gruppen?

e Zeigt sich kein (Nullhypothese) / ein (Alternativhypothese) signifikanter
Unterschied in der Entwicklung einer Osteoporose bei senilen Ratten im

Vergleich zu gleich behandelten juvenilen Ratten?

¢ Finden sich kein (Nullhypothese) / ein (Alternativhypothese) unterschiedliches
Ergebnis bei Heranziehen der DXA-Messung bzw. der histomorphometrischen

Auswertung?

e Liegen StorgrolRen vor, welche die DXA-Messung / histomorphometrische

Auswertung im Kleintiermodell beeinflussen?
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2 Material und Methodik
2.1 Studiendesign

Die vorliegende experimentelle Arbeit wurde als prospektiv-randomisierte Studie ohne
Verblindung aufgebaut. Die Osteoporoseinduktion ist durch Alimentation, Ovariektomie

und Dexamethasongabe in unterschiedlicher Kombination untersucht worden.

Zum einen erfolgte die Quantifizierung der Osteoporose durch DXA-Messungen der
Tiere aller Gruppen, andererseits kamen histomorphometrische Analysen zur
Trabekeldicke, sowie -flache zur Auswertung. Als festgesetzte Zeitpunkte der
Datenerhebung der DXA-Messung galt die Einstallung (t=0) und 12 Monate Standzeit
(t=1). Die Kontrollgruppe wurde nach Einstallung und DXA-Messung euthanasiert und
histomorphometrisch untersucht, so dass folglich nur Daten vom Zeitpunkt t=0 vorliegen.
Um histomorphometrische Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, mussten die
verbleibenden Tiere nach der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=1 euthanasiert und
entsprechend prapariert werden. Bei allen Tieren wurden hierflir Praparate von Tibia und

Femur gewahilt.

2.2 Ethikvotum

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten im Rahmen des Teilprojektes T1 des
SFB/Transregio 79 (DFG: Deutsche Forschungsgemeinschaft) an insgesamt 47
weiblichen, 12 Monate alten Ratten vom Typ Sprague Dawley (Crl:CD(SD)). Diese
wurden von der Firma Charles River Laboratories (Research Models and Services
Germany GmbH, Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Der Tierversuchsantrag entsprach
den derzeit geltenden deutschen Gesetzen und wurde durch das Regierungsprasidium
GieRen, Veterinardezernat (Schanzenfeldstralle 8, 35578 Wetzlar, Deutschland)

genehmigt (Aktenzeichen: 89/2009).

2.3 Tiermodell und Gruppen

Im ersten Jahr erhielten alle Versuchstiere eine normale Nutrition, alle Versuchstiere
durchlebten 5 Schwangerschaften mit Warfen von Jungtieren, welche gesaugt wurden.
Nach 12 Monaten erfolgte die Einstallung in die Tierhaltung der Justus-Liebig-Universitat
in GieRen (Frankfurter Strale 105, 35392 GielRen, Deutschland) mit anschliefender
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Randomisierung in die einzelnen Untergruppen. Randomisiert wurde in eine
Kontrollgruppe (Referenzgruppe), eine Scheinoperationsgruppe (Sham), eine
Diatgruppe (Diet) mit defizienter Nutrition und Steroidgabe, eine Ovariektomiegruppe
(OVX), sowie eine Gruppe mit kombinierter defizienter Nutrition, Ovariektomie und
Steroidgabe (OVXD).

2 Wochen nach Einstallung erfolgte bei allen Tieren eine in-vivo-DXA-Messung sowie
die Definition des Zeitpunkts t=0. Die Kontrollgruppe wurde anschlief’iend euthanasiert,
prapariert und ex vivo histomorphometrisch untersucht. 4 Wochen nach der Einstallung
unterzogen sich die Tiere der verbliebenen Gruppen der Ovariektomie bzw.
Scheinoperation. Im Folgenden wurden die ovariektomierten Tiere erneut randomisiert,
wobie die Aufteilung in eine Diatgruppe (OVX) sowie in eine Steroidgruppe (OVXD) mit
zusatzlicher Applikation von Dexamethason vorgenommen wurde. Die Steroidgruppe
(Diat) erhielt dann im Abstand von zwei Wochen eine subkutane Injektion von
Dexamethason mit einer Dosierung von 0,3 mg/kg Kérpergewicht. Der Diat-Gruppe
wurde eine Vitamin D3-, Vitamin K-, kalzium- und phosphatarme Multidefizienzdiat
verabreicht, der Sham-Gruppe eine normale Nahrung. Eine Scheinoperation erfolgte bei
einem weiteren Teil der Ratten, um entsprechende Stressfaktoren auszutiben und so

aquivalente Voraussetzungen fur die folgenden Untersuchungen zu schaffen.

2.4 Tierhaltung und Stallung

Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden die Ratten art- und fachgerecht im
Zentralen Tierlaboratorium der Justus-Liebig-Universitat GielRen (Frankfurter Stralde
105, 35392 Gielden, Deutschland) betreut. Die Haltung erfolgte in Kleingruppen von 3 -
4 Tieren in mit Holzspanen beschickten Makrolonkafigen vom Typ Ill sowie IV (EHRET
Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG, Emmendingen; EBECO E. Becker & Co.
GmbH, Castrop-Rauxel; Tecniplast S.p.a., Buguggiate, Italien), welche aus einer

Polycarbonatschale und einem aus Gitterstdben geformten Deckel (Abb. 16) bestanden.
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Abbildung 16: Kafighaltung in der Stallung.

Beispiel der Kafighaltung in der Stallung unter
Standardbedingungen. Der jeweiligen Kategorie
entsprechendes Futter sowie Getranke stehen
jeder Zeit zur Verfigung. Temperatur und
Luftfeuchte werden konstant gehalten und der

Die jeweiligen Futtermengen waren
unbeschrankt. Das zu Beginn
gemessene durchschnittliche Gewicht
betrug 225 g (Range 172-284 g unter
Standardlaborbedingungen). Flussigkeit
wurde durch die Gabe von
Leitungswasser zur Verfugung gestellt
und das fir die Gruppe entsprechende
Futter (Diatfutter oder Standardfutter:
Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage) stand jederzeit ebenfalls nach

Bedarf zur Verfigung. Bei der

Tag-/Nachtrhythmus  durch  zeitgeschaltete

Leuchten simuliert. Diatfutters

wurde der Vitamin D3-, Vitamin K-,

Zusammensetzung des

Kalzium- und Phosphatgehalt auf ein

notwendiges Minimum reduziert.

Die Raumtemperatur lag bei 22°C (+/- 2C°) und die relative Luftfeuchtigkeit betrug 50 %
(+/- 5 %). Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch ein automatisch gesteuertes
Lichtprogramm mit einer 12-stindigen Beleuchtung von 6:00 Uhr bis 18:00 Uhr simuliert.
Die Raumluft wurde vor Einleitung in die Stallung gefiltert, so dass hier eine keimfreie

Umgebung entstand.

2.5 Fiutterung

Nach der Ovariektomie mit zwei Wochen Heilungszeit folgte der Beginn der
Steroidbehandlung in der Steroid-Gruppe (OVXD). Im zweiwdchigen Abstand bis zum
Erreichen der Euthanasie erhielten die Tiere eine Injektion von 0,3 mg/kg Kérpergewicht
(KG) Dexamethason-21-isonicotinat (Voren® Depot, Fa. Boehringer Ingelheim GmbH,

Ingelheim, Deutschland) in die Nackenfalte.

Die zusatzliche Mangelernahrung in der Diatgruppe wurde durch die Fltterung mit einem
speziellen Diatfutter eingeleitet. Dieses wies in seiner Zusammensetzung im Vergleich
zum Standardfutter keine kalorischen Unterschiede auf, allerdings waren 0 % Vitamin
D2/D3, 15 % Calcium, 7 % Phosphor, 50 % Vitamin K sowie 75 % Kalium enthalten.

Ferner war das Futter Soja- und Phyto6strogene-frei. Hergestellt wurde dieses Futter
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von der Altromin Spezialfutter GmbH (Altromin-C1034 und C100, Fa. Altromin-
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland).

2.6 Operationstechnik

Die fur die Operationen durchgefiihrte Vollnarkose erfolgte durch eine intraventse Gabe
von 62,5 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden,
Deutschland) und 7,5 mg/kg Kérpergewicht Xylazine (Rompun® 2 %, Fa. Bayer Health
Care AG, Leverkusen, Deutschland) geldst in kérperwarmer 0,9 % NaCl-Lésung. Fir die

intravendse Applikation wurde eine G26-Kanlle in eine Schwanzvene der Tiere gelegt.

Praoperativ wurde die Haut zunachst dorsobilateral rasiert (Rasierer flr Labornager,
Indulab Model 1574) und mit einem Povidon-lod-haltigen alkoholfreien Hautantiseptikum
(Braunol®, Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Der
Warmeerhalt erfolgte durch Lagerung des Tieres auf einer Warmematte mit maximal
38°C. Um Netzhautschaden der Augen zu vermeiden, wurde kranial ein Sichtschutz aus
rotgefarbtem Plexiglase fir die Ratte installiert. Zusatzlich wurden die Augen mit

Panthenolsalbe vor Austrocknung geschatzt.

Das Eroffnen der Haut erfolgte nach sterilem Abdecken des Operationsgebietes im
Bereich der Lendenwirbelsaule oberhalb der Schenkelfalte mit einer Schere auf etwa 1
cm mal 0,5 cm Grolke. Die weitere Praparation erfolgte stumpf im Bindegewebe
zwischen Haut und Muskelgewebe (Abb. 17). Beim Erreichen des Peritoneums wurde
dieses mit einer Pinzette gegriffen, angehoben sowie unter Sicht ein Scherenschlag
durchgefihrt, so dass die Eroéffnung durch Spreizen mit der Pinzette gelang. Uterus und
Ovar waren somit zuganglich. Nach dem Herausziehen von Uterus sowie Ovar aus der
Bauchhoéhle mit Hilfe einer zweiten Pinzette konnten das Ovar nun durch Ligieren der

zufuhrenden Strukturen abgesetzt werden.

36



MATERIAL UND METHODIK

Abbildung 17: Intraoperative Darstellung einer Ovariektomie.

Intraoperative Darstellung der Ovariektomie. ,O“ zeigt die eventerierten und angeschlungenen Ovarien.
Uber eine Stichligatur (S) werden diese abgesetzt. Der verbleibende GefaRstiel wird zurlick in das
Rattenabdomen gelegt und die Wunde anschlieRend verschlossen sowie erneut desinfiziert.

Das Vorgehen war auf beiden Seiten identisch. Der Wundverschluf erfolgte mit einem
resorbierbaren Faden der Starke 5-0 (Vicryl UPS = 1,0 metric) mit 2 bis 3
Einzelknopfnahten.

Um den Stress einer Ovariektomie zu simulieren, wurde bei der Sham-Operation
beinahe genauso verfahren: Der Unterschied bestand jedoch darin, dass die Ovarien

nach Freilegen und Herausziehen aus der Bauchhohle wieder zurtick verlagert wurden.

Die postoperative Uberwachung erfolgte in einer warmen und sauberen Umgebung bis
zur Wiedererlangung des vollen Bewusstseins, um eine Aspiration von Einstreu zu
vermeiden. Ferner wurden den Tieren im 10 Minuten Intervall hinsichtlich Atemfrequenz,
Temperatur sowie Vigilanz tGberwacht und ihnen zur Narkoseausleitung zusatzlich eine
subkutane Injektion von Atipamezolhydrochlorid (Antisedan®, Pfizer GmbH, Berlin)
appliziert. Die weitere Uberwachung und Dokumentation von Allgemeinbefinden,
Aktivitat, Korpergewicht sowie Heilungsverlauf Ubernahmen spezielle geschulte
Tierarzte und Pflegern. Zur Linderung der postoperativen Schmerzen wurde den Tieren

subkutan das Schmerzmittel Metacam (Meloxicam®, Boehringer Ingelheim Pharma
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GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein) drei bis finf Tage postoperativ nach Bedarf

verabreicht.

2.7 Dual-energy X-ray Absorptiometry (DXA)

Um scharfe Bilder wahrend der DXA-Messung zu erhalten, und so eine korrekte
Auswertung durchfiihren zu kdnnen, bedurfte es einer Immobilisation der Ratten mittels
Sedierung. Diese erfolgte durch intraperitoneale Applikation von 4 mg/kg KG Xylacin
(Rompun® 2 % CEVA Tier-Gesundheit GmbH, Dusseldorf) und 100 mg/kg KG Ketamin
(bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta) geldst in kdrperwarmer 0,9 % NaCl-Lésung. Nach
Sedierung der Tiere lagen diese auf dem Bauch, alle Extremitaten gestreckt sowie mit
dem Kopf voran auf dem Detektor. Dabei wurde sorgsam darauf geachtet, dass die
Wirbelsaulen der Ratten gerade am Detektorkreuz des DXA-Gerates ausgerichtet
wurden (Abb. 18 und 19). Als Unterlage dienten handelsubliche Auflagen fir
Behandlungsliegen um Warmeverlust zu vorzubeugen und etwaigen spontanen
Urinabgang aufzufangen. Anschlielend wurde der gesamte Korper mit einem DXA-
Gerat (Lunar Prodigy®, GE Healthcare, Deutschland) untersucht, abgelichtet und die so
entstandenen Rohbilddaten mit der entsprechenden enCORE Software (GE Healthcare,

v. 13.40) berechnet sowie analysiert.

Abbildung 18: Sedierte und gebettete Ratte zur DXA-Messung.

Sedierte Ratte bauchlings ausgebreitet zur DXA-Messung. Hier findet sich ein Tier nach der Ovariektomie
mit rasiertem Rucken. An diesem Beispiel I&sst sich gut die exakte Ausrichtung per Laser-Fadenkreuz des
Scanners gut erkennen, welcher eine standardisierte Lagerung der Tiere ermdglicht.
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Der Messvorgang wurde im Kleintiermodus flr Koérpergewichte unter zwei kg
durchgefuhrt. Die durchschnittiche Messdauer lag bei drei bis vier Minuten pro
Versuchstier. Die Strahlenbelastung belauft sich dabei auf eine mittlere Dosis von 1,8
MGy und ist als sehr gering anzusehen. Vor jeder Messung erfolgte eine fachgerechte
Kalibrierung sowie ein Selbstcheck im Rahmen der Qualitatssicherung. Die Tiere wurden
unmittelbar nach der OP gemessen, um eine weitere Narkose zum Zeitpunkt t=0 zu
vermeiden. Zum Zeitpunkt t=1 nach 12 Monaten wurden die Tiere erneut sediert, mittels

DXA-Messung untersucht sowie anschlieRend euthanasiert.

Abbildung 19: Messung einer Ratte durch das DXA-Gerit.

Ubersichtsaufnahme eines DXA-Scanners (Lunar Prodigy®) kurz vor der Aufnahme. Im Gerét befindet sich
eine bereits sedierte und gelagerte Ratte. Gut zu erkennen sind der Arm mit der Rontgenréhre, welche die
beiden Roéntgenstrahlen mit definierter Energie abgibt und die sich im Tisch befindende Detektoreinheit
darstellt.

Die Analyse der ermittelten zweidimensionalen Bilder erfolgte durch das Festlegen
verschiedener Regions of Interest (ROIs) (Abb. 20). Die Flache der jeweiligen ROls der
vorleigenden Arbeit ist untersucherunabhangig definiert worden und konstant
bemessen. Daflr wurde zuvor Flachen, beispielsweise flr die Extremitaten, die
Wirbelsaulenanteile oder den gesamten Korper, festgelegt und an die jeweiligen
anatomischen Gegebenheiten der Tiere ausgerichtet. Die hier verwendetet Software war
in der Lage, Messwerte fir jeden ROI bezlglich Knochendichte (Bone Mineral Density
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(BMD) in g/cm?), Mineralsalzgehalt (Bone Mineral Content (BMC) in g) sowie

Koérperfettanteil (in %) zu berechnen.

Justus-Liebig-Universitat
Rudolf-Buchheim-5tr. 7 35385 Giessen
Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie

Patient: A1504439, OVX Patientenkennung:

Geburtsdatum: 13.10.2014 1 Jahr Uberweisender Arzt:

GrisBe / Gewicht: 450cm  0,5kg Gemessen: 15102015 16:27:03  (1340)
Geschl, / Ethn,: Weiblich ~ Weid Analysiert: 17112016  10:29:58  (1340)

Korper eines K. Tiers Custom Results
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Abbildung 20: Datenausgabeblatt einer DXA-Messung mit gesetzten ROI bei der Ratte.

Die Festlegung und Ausrichtung der ROls erfolgte durch Bestimmung anatomischer
Landmarken. Die Femora wurden von den Femurkondylen bis zum Femurkopf, die
Tibiae vom Sprunggelenk bis zum Tibiaplateau und die Wirbelsaule von Beginn der
Beckenkdmme bis zur Schulterhbhe gemessen. Die Erfassung der Beckenregion
erfolgte hemilateral, so dass neben dem proximalen Femur auch die kaudalen Teile der
Lendenwirbelsaule mit einbezogen waren. Die ROl des gesamten Korpers wurde durch

die Nasenspitze, die Schwanzspitze und die Enden der Extremitaten begrenzt.

2.8 Praparation und Entkalkung der Proben

Zur Herstellung von Paraffinschnitten fur die Histomorphometrie-Auswertung wurden die
entsprechenden Knochenproben nach 24-stindiger Fixierung im Kuihlschrank des
Labors fur experimentelle Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat Gielden in einer
Lésung aus 4 %iger Paraformaldehydlésung mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH-Wert
7,2 - 7,4) sechsmalig mit reinem 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH-Wert 7,2 - 7,4)
gewaschen. Fur die spatere Herstellung von dinnen Schnittpraparaten am Mikrotom war
eine Entkalkung der Proben in 3,4 %iger EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) gemischt
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mit 10 %iger Tris-Losung (Entkalkungszeit ca. 3 Wochen, Lésungswechsel alle zwei

Tage) notwendig.

2.9 Anfertigung der Paraffinschnitte

Zum Zeitpunkt t=1 nach 12 Monaten
Standzeit wurden die Versuchstiere im
Anschluss an die DXA-Messung fir die
folgende Praparation euthanasiert. Dies
geschah jeweils einzeln durch eine
schmerzlose CO»-Narkose in einem
luftdichten Kafig mit Anschluss an eine
CO.-Gasflasche (CO2-Fluss 3 - 4 I/min).
Nach eindeutiger Feststellung des
Todes wurde die Praparation durch
Trennen der Extremitaten vom Rumpf
mit einer Schere begonnen. In nachsten

Schritt wurde jedes Gewebe sorgsam

vom Knochen getrennt, so dass saubere

Knochenstrukturen zur weiteren

Abbildung 21: Knochensége mit in Paraffin
gebettetem Femur.

Vorbereitung vorlagen.

Fur die folgende Auswertung der Histomorphometrie wurden anschlieRend die linke
Tibia und das linke proximale Femur in einem Polymethacrylsauremethylester Kunststoff
(PMMA, Technovit® 3040, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mit dem
distalen Ende eingebettet und mit einer Knochensage (EXAKT 310, EXAKT Advanced
Technologies GmbH, Norderstedt) in longitudinaler Richtung durchsagt, um eine spatere
Dekalzifizierung durchzufuhren zu kénnen (Abb. 21). Die distal eingebetteten Enden
wurden verworfen. Die Fixierung der Knochenfragmente erfolgte in einer 4 %igen
Paraformaldehyd-Natriumpuffer-Lésung nach Lilli Gber 24 Stunden im Kihlschrank, im

Rahmen dessen eine Entkalkung des ossaren Gewebes eintrat.

Zur Paraffinschnittherstellung konnte nach Beendigung der Entkalkung die Herstellung
des Praparates durch den Einbettungsautomaten (Leica TP1050, Leica Biosystems

Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) erfolgen.
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Einbettungsautomat folgte dabei dem in
Tabelle 4 dargestellten Entwasserungs-
Schema. Als nachster Schritt war ein
Ausharten der Proben auf einer
Kalteplatte notwendig. Die Proben
wurden in ein Metallférmchen gelegt,
damit sie nicht an der Kalteplatte haften

bleiben.

Die Schnitte wurden mit einem
Rotationsmikrotom (Microm HM355S
Coolcutsystem Fa. Thermo Scientific,
Walldorf, Deutschland) hergestellt. Die

einzelnen Paraffinschnitte wiesen vor

der Fixierung auf einem Objekttrager die

Abbildung 22: Mikrotom zur Herstellung der

Paraffinschnitte. Starke von 5 um auf. Uber eine

_ _ _ Wasserrutsche gelangten die so
Hierzu wurden die Proben zuvor eine . . . )
entstandenen Paraffinschnitte in ein

Stunde unter klarem, flieRendem
44°C warmes Wasserbad (Abb. 22).

Leitungswasser ~ gewaschen. Der

In diesem dehnten sich die Schnitte aus und erlaubten so eine faltenfreie Fixierung auf
mit APES-(3-Amino-propyltriethoxysilan) beschichteten Objekttragern (Fa. R.
Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland). Zuletzt wurden die hergestellten Praparate

bei 37 °C im Warmeschrank getrocknet.

Tabelle 4: Entwasserungsschema fiir Paraffinschnitte.

Entwésserungsschema der Praparate zur Herstellung der Paraffinschnitte im Einbettungsautomaten Leica
TP1050.

Medium Dauer der Waschung

Ethanol 70 % 2 Stunden
Ethanol 80 % 2,5 Stunden
Ethanol 96 % 2 Stunden
Ethanol 100 % 3-mal je 3 Stunden
Xylol Einmal 60, dann 2-mal je 45 Minuten
Paraffin 3-mal je 40 Minuten
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2.10 Herstellung der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbungen

Nach Fertigstellung der Paraffinschnitte wurden diese mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt. Die mit Xylol (Merck KGaA, Darmstadt) entparaffinisierten Praparate wurden zur
Vorbereitung der Farbung in einer absteigenden Alkoholreihe in die wéassrige Phase

Uberfuhrt. Als Farbelésung diente Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt).

Die nachfolgende Waschung erfolgte
zunachst mit destilliertem Wasser und
sich anschlie®ender Nachspilung unter
fliekendem Leitungswasser Uber 10
Minuten. Fur die folgende Eosinfarbung
wurde vor und nach dem Eintauchen
des Objekttragers in die vorliegende
1%ige Eosinldsung mit destilliertem
Wasser gewaschen. Die Schnitte waren
dann fir ca. 16-25 Minuten in die
aufsteigende Alkoholreine zu geben.
AnschlieRend erfolgte die Fertigstellung
durch Eindeckelung mit DePex (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
(Abb. 23).

Abbildung 23: Diinnschnitt eines in
Hamatoxylin-Eosin gefdrbten Pradparat eines
Rattenfemurs.

Differenziert wird zwischen Kortikalis (k) und
Spongiosa (s) sowie Weichgewebe (w).

2.11Histomorphometrie

Die histomorphometrische Auswertung sollte eine moglichst genaue Bestimmung des
prozentualen Anteils der Trabekelflache in einem klassischen HE-Schnitt abbilden. Das
diesbeziigliche Vorgehen orientierte sich an einem eigens hierfiir entwickelten Protokoll
aus einer Kombination verschiedener kostenloser  Software-Programme.
Dementsprechend konnte eine standardisierte und reproduzierbare Analyse der

Knochenproben erfolgen.
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Folgende drei Schritte wurden zur Analyse der gefarbten Praparate vorgenommen:

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

2. Zusammensetzung der erhaltenen Einzelbilder zu einem groéReren,
zusammengehorigen Bild pro Praparat mit Hilfe des Programmes Microsoft
Image Composite Editor (ICE) Version 1.4.4 64-bit.

3. AnschlieBende automatische Flachenanalyse mit dem Programm ImageJ
Version 1.45s ImagedJ (ImagedJ 1.45s, Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA) mit Java 1.6.0_20 64-bit durchgefihrt.

Im Folgenden werden die drei Schritte ausflhrlich dargelegt:

Um die histomorphometrisch Auswertung der HE-Schnitte mit dem Programm ImageJ
durchflihren zu kdnnen, ist im Vorfeld eine Digitalisierung der Praparate notwendig. Dies
wurde durch das Fotografieren der Praparate auf einem Objekttrager mit dem
Fotomikroskop Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) und der
hochauflésenden Digitalkamera DC500 (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim)
ermoglicht. Nach Uberprifen der gewlinschten Giite der Praparate wurden diese mit

dem 5x-Objektiv fotografiert und im Tagged Image File Format (TIFF) gespeichert.

Aufgrund der Vergroflerung des Mikroskopes lieRen sich die einzelnen Praparate nicht
in toto fotografieren. Somit bedurfte es der Zusammensetzung der Einzelbilder pro
Praparat zu einem Gesamtbild. Hierfir wurden die Fotos mit Hilfe der kostenlosen

Software Microsoft Image Composite Editor (ICE) Version 1.4.4 zusammengeflugt.

Die Flachenanalyse der trabekularen Strukturen der als TIFF gespeicherten Praparat-
Fotografien erfolgt mit dem Computerprogramm ImageJ (Version 1.45s Imaged, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA, betrieben tUber Java 1.6.0_20 64-bit). Das
Programm sollte trabekulare Strukturen eigenstandig erkennen. Manuell legte der
Untersucher je 15 Farbstufen fur trabekulare Strukturen sowie das restliche Gewebe im
grun-rot-farbkonvertierten Praparat-Abbildes fest. In der weiteren Bildbearbeitung zeigte
das Programm Trabekelflache bzw. -dicke auf. Zusatzlich wurden Anteile aller anderen
Gewebe zusammengefasst und dokumentiert, so dass sich der prozentuale Anteil der
Trabekel ermitteln lie®. Nach genannter Vorbereitung des Programms wurde dieser
Analysealgorithmus hinterlegt, so dass alle Bilder der Praparate danach berechnet

werden konnten.
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Das  Computerprogramm  ImageJ :?';a

zerlegte das  Gesamtbild eines f“&‘

Praparates in 16-25 Teile, farbte das i 4'74:;

Bild zunachst rot-grin und war im %é;

Folgenden in der Lage, den Anteil der ; ,2' .
rotgefarbten Pixel uber die ' ;, e
Gesamtpixelzahl zu ermitteln. : “}x . k

Pixel sind das kleinste Flachenelement %""’

eines digitalen Bildes. Deren Grofie %\‘
innerhalb eines Bildes ist nicht variabel. " \< i
Dementsprechend ist anzunehmen, \f\ﬂfh

dass das Verhaltnis von roten und
grinen Pixeln als Ausdruck des

prozentualen Anteils der Trabekelflache ) )
Abbildung 24: Durch ImageJ bearbeiteter

des Markraumes gelten kann. Im Bildausschnitt eines Paraffinschnittes.
gleichen Zuge wurden so die Dicken der Durch ImagedJ bearbeiteter Bildausschnitt nach
= ; dem Anlernen des Programms zur
rot gefarbten Trabekel ermittelt (AbD. Differenzierung der Gewebeanteile. Knécherne
24). Anteile lassen sich rot, alle anderen Gewebe griin

darstellen, so dass hier Trabekelfliche und
Trabekeldicke durch das Programm erfasst

Durch den Verlust von Versuchstieren werden kénnen.
oder die Beschadigung von Praparaten
unterscheidet sich die Anzahl der
histomorphometrisch untersuchten und

ausgewerteten Praparate.

Es wurde weiterhin eine klassische lichtmikroskopische Untersuchung der Hamatoxylin-
Eosin gefarbten Praparate vorgenommen. Hierbei wurde das Augenmerk auf die
Beschaffenheit der kortikalen Strukturen, der Ausbildung und Konfiguration des
Trabekelwerks, sowie der Beschaffenheit des Knochenmarks gelegt. Die Auswertung
erfolgte diesbezlglich als Deskription und im Vergleich der einzelnen Gruppen
untereinander. Eine statistische Auswertung erfolgte nicht, da lediglich das
makroskopische Erscheinungsbild zur Beschreibung kam. Im Zuge dieses
Auswertungsmodus wurde allerdings zwischen Kortikalis und Trabekel unterschieden,

so dass die Trabekelflache prozentual beschrieben werden konnte.
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2.12 Statistische Auswertungen

Zur Vorbereitung der statistischen Auswertungen war es zunachst notwendig, eine
Exceltabelle der erhaltenen Daten aus der DXA-Messung und der Histomorphometrie
anzulegen. Dies erfolgte mit Excel 2010 von Microsoft® Version 14.0.6129. Die
folgenden Analysen wurden mit PSPP® Statistics (GNU Operating Systems PSPP
Version 1.0.1, Fa. Free Software Foundation, 51 Franklin Street, Fifth Floor, Boston MA
021110-1335, USA) durchgefuhrt.

Die statistischen Testungen erfolgten durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
mit einem Post-Hoc-Test nach Bonferroni [35]. Voraussetzung fir das Testverfahren
einer ANOVA sind eine Varianzhomogenitdt sowie eine Normalverteilung. Zur
Uberprifung der Normalverteilung wurde eine explorative Datenanalyse mit dem
Shapiro-Wilk-Signifikanztest gemacht und die Varianzhomogenitat durch den Brown-

Forsythe-Test bestatigt.

Es wurden in dieser Arbeit die Uiblichen statistischen Hypothesen zur wissenschaftlichen
Vermutung eines Unterschiedes zwischen den einzelnen Gruppen aufgestellt. Die
Nullhypothese besagt, dass kein Unterschied besteht, wahrend bei der

Alternativhypothese Differenzen festgestellt werden [84].

In den hier durchgeflihrten Versuchen werden statistische Test angewendet, die Belege
fur die Annahme bzw. die Ablehnung der Nullhypothese auffiihren. Hierbei wird ein
Signifikanzniveau festgelegt (p-Wert), welches die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der die
Nullhypothese irrtumlich als falsch angenommen wurde. In dieser Arbeit werden Werte

kleiner oder gleich p=0,05 als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der DXA-Messungen

Im Rahmen der Knochendichtebestimmung mittels DXA-Messung wurden die Tiere der
unterschiedlichen Gruppen zu den Zeitpunkten t=0 und t=1 gemessen, was jeweils den
Zeiten vor Beginn der spezifischen Fltterungen bzw. nach Abschluss der Zeitperiode

von 12 Monaten entsprach.

Um reprasentative Daten hinsichtlich des Knochenstatus zu erhalten, erfolgte die
Analyse der Daten zur Ganzkdrperuntersuchung. Die zuvor durchgefiihrte explorative
Datenanalyse zeigte keine signifikanten Abweichungen von der Normalverteilung auf
und die Mittelwerte lielen geringe Abweichungen von den Medianen erkennen.
Analysiert wurden die Knochenmineraliendichte (BMD), der Knochenmineralgehalt

(BMC) sowie die Masse des Fettgewebes.

3.1.1 Deskriptive Statistik der Untergruppen

Zunachst erfolgte die Beschreibung der DXA-Messwerte innerhalb der einzelnen
Tiergruppen zu den Zeiten t=0 und t=1. Diesbeztiglich wurden die Parameter BMD, BMC

und Fett verwendet.

In der Kontrollgruppe fand sich der Mittelwert des BMD zum Zeitpunkt t=0 bei 0,18 g/cm?
mit einer Standardabweichung von 0,01 g/cm? (Range: 0,18-0,20), der des BMC bei 8,86
g (SD: 1,05; Range 7,7-10,4) und fur den Fettanteil lag er bei 21,29 g (SD: 7,56; Range
24-46). Fur diese Referenzgruppe liegen nur Werte zum Zeitpunkt t=0 vor, da diese Tiere
zur Gewebeuntersuchung eingeschlafert und prapariert wurden. Die weiteren Gruppen

konnten zu 2 Zeitpunkten analysiert werden.

Tabelle 5: BMD-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=0.

BMD t=0 Diat ovX OVXD Sham Control
Maximal 0,207 0,205 0,216 0,206 0,198

3.Quartile 0,2025 0,196 0,2005 0,202 0,1865
Median 0,1895 0,192 0,1935 0,193 0,18
Mittelwert 0,19 0,19 0,19 0,19 0,18
1.Quartile 0,1845 0,1895 0,19075 0,186 0,178
Minimal 0,173 0,185 0,178 0,183 0,176
SD 0,02 0,01 0,01 0,1 0,01
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Tabelle 6: BMD-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=1.

BMD t=1 Diat ovX OVXD Sham
Maximal 0,214 0,204 0,192 0,22
3.Quartile 0,1865 0,18975 0,18325 0,2115
Median 0,179 0,1855 0,18 0,206
Mittelwert 0,18 0,18 0,18 0,20
1.Quartile 0,176 0,18275 0,17725 0,1895
Minimal 0,169 0,181 0,172 0,184
SD 0,01 0,02 0,01 0,01

In der Sham-Gruppe fanden sich Mittelwerte beim BMD von 0,19 g/cm? (SD: 0,01; Range
0,18-0,20) zum Zeitpunkt t=0 und 0,20 g/cm? (SD: 0,01; Range 0,18-0,22) zum Zeitpunkt
t=1. Hinsichtlich des BMC zeigte sich bei t=0 ein Wert von 8,81 g (SD: 0,91; Range 8-
11) sowie bei t=1 von 9,43 g (SD: 1.12; Range 8,1-11,5). Die Fettmasse fand sich mit
einem mittleren Wert von 33,43 g (SD: 7,09; Range 15-37) zum Zeitpunkt t=0 und 34,71
g (SD:10,97; Range 23-54) zum Zeitpunkt t=1. Dies bedeutet, dass eine leichte
Zunahme der Knochendichte und des Knochenmineralgehaltes beobachtet werden

konnte. Das Fettgewebe hat ebenfalls insgesamt zugenommen.

Bei der Betrachtung der OXV-Gruppe stellte sich der BMD mit einem Mittelwert von 0,19
g/cm? (SD: 0,01; Range 0,18-0,20) zum Zeitpunkt t=0 und 0,18 g/cm? (SD: 0,02; Range
0,18-0,20) zum Zeitpunkt t=1 dar. Im Durchschnitt fand sich fir den BMC ein Wert von
9,5 g (SD: 0,75; Range 8,8-11,1) bei t=0. Zum Zeitpunkt t=1 stellte er sich mit 10,7 g
(SD: 1,53; Range 9,1-13) dar. Das Fettgewebe lag zu Beginn zum Zeitpunkt t=0 mit
einem mittleren Wert von 34,27 g (SD: 13,75; Range 20-62) und im Verlauf bei t=1 mit
80,33 g (SD: 41,74; Range 11-129) vor. In dieser Gruppe fand sich dementsprechend
eine minimale Abnahme des BMD Uber den Beobachtungszeitraum bei leichter
Zunahme der Werte des Mineralgehaltes des Knochens und deutlicher Zunahme des

Fettanteils.

Der Mittelwert des BMD der OVXD-Gruppe zum Zeitpunkt t=0 lag bei 0,19 g/cm? (SD:
0,01; Range 0,18-0,22) sowie 0,18 g/cm? (SD: 0,01; Range 0,17-0,19) zum Zeitpunkt
t=1. Bei Betrachtung des BMC fand sich dieser mit 10,05 g (SD: 1,55; Range 7,8-12,9)
bei t=0 und 11,59 g (SD: 1,79; Range 9,2-13,8) zum Zeitpunkt t=1. Der durchschnittliche
Fettgewebsanteil betrug bei t=0 35,08 g (SD: 17,08; Range 15-81), zum Zeitpunkt t=1
hingegen 102,62 g (SD: 38,46; Range 58-151). Somit zeigte sich, dass in dieser Gruppe
die Knochendichte Uber den Zeitraum von 12 Monaten leicht abnahm und der

Knochenmineralgehalt sowie das Fettgewebe zu nahmen.
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Betrachtet man die Gruppe der Proben mit alleiniger Defizienzernahrung (Diatgruppe),
fand sich der Mittelwert der BMD-Werte bei 0,19 g/cm? (SD: 0,02; Range 0,16-0,21) zum
Zeitpunkt t=0 und 0,18 g/cm? (SD: 0,01; Range: 0,16-0,21) zum Zeitpunkt t=1. Der BMC
stellte sich mit durchschnittlich 10,72 g (SD: 1,20; Range 9,6-12,8) bei t=0 und 12,33 g
(SD: 1,47; Range 10,4-14,9) zum Untersuchungszeitpunkt t=1 dar. Im Mittel lag der
Fettgehalt zu Beginn bei 47,62 g (SD: 24,81; Range 26-94) und zum Zeitpunkt t=1 bei
97,0 g (SD: 36,93; Range 34-140). Das bedeutet, dass in der Gruppe der Tiere mit der
Spezialdiat eine leichte Abnahme der Knochendichte und eine Zunahme des
Mineralsalzgehaltes und des Fettgewebes beobachtet werden konnte. Die einzelnen
Werte sind der Ubersicht halber in folgenden Tabellen sowie Box-Whisker-Plots

veranschaulicht und zusammengefasst (Tab. 5-10, Abb. 25-30).

BMD-Wert Ganzkorper-Scan zum BMD-Wert Ganzkorper-Scan zum Zeitpunkt t=1
Zeitpunkt t=0
O pizt W ovx W ovxp [ Sham

[ piat E ovx B ovxDp 023

O sham B Kontrolle .

0,22
0,215 o [
0,21 _ X
_. 0,205 5
£ 02 :
2 ' S 0,19
2 0,195 @ «
)
% 0,19 -
0,185
0,18 017
0,175
0,17 016
Abbildung 25: Box-Plot-Darstellung der BMD- Abbildung 26: Box-Plot-Darstellung der BMD-
Werte zum Zeitpunkt t=0. Werte zum Zeitpunkt t=1.

Die Zusammenschau der abgebildeten Gruppen zeigt eine nahezu homogene
Ausgangslage zum Beginn der Einstallung. Signifikante Differenzen fanden sich daher
weder bei der Knochendichte und beim Mineralsalzgehalt, noch beim Kérperfettanteil.
Die Diat-Gruppe zeigte zu Beginn den hdchsten und die Kontrollgruppe den geringsten
BMD-Wert. Betrachtet man den Mineralsalzgehalt des Knochens, so ist dieser zu Beginn
des Beobachtungszeitraums in der OVXD-Gruppe am hdchsten und ebenfalls bei der
Kontrollgruppe am niedrigsten. Der héchste Koérperfettanteil findet sich in der ersten
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Messung zum Zeitpunkt t=0 in der Diatgruppe und lasst sich mit den niedrigsten Werten

in der Kontrollgruppe feststellen.

Zum Ende der Standzeit zeigte die Shamgruppe als einzige einen Anstieg der
Knochendichte (BMD), alle anderen Gruppen fielen in den gemessenen Werten. Einen
Anstieg des Mineralsalzgehaltes (BMC) des Knochens lie3 sich Uber die Dauer des
Experimentes bei allen Gruppen finden. Ebenso liel3 sich eine Zunahme des Korperfetts

in allen Gruppen beobachten.

Tabelle 7: BMC-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=0.

BMC t=0 Diat ovX OVXD Sham Control
Maximum 12,8 11,1 12,9 11 10,4
3. Quartile 11,65 9,75 11 9,05 9,2
Median 10,3 9,2 10 8,3 8,7
Mittelwert 10,72 9,5 10,05 8 8,86
1. Quartile 9,7 9,15 8,975 8,3 8,25
Minimum 9,6 8,8 7.8 8 7,7
SD 1,20 0,75 1,55 0,91 1,05

Tabelle 8: BMC-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=1.

BMC t=1 Diat ovX OVvXD Sham
Maximum 14,9 13 13,8 11,5
3. Quartile 12,9 11,7 13,225 9,75
Median 12,1 10,15 11,5 9,4
Mittelwert 12,33 10,7 11,59 9,43
1. Quartile 11,55 9,725 10,4 8,75
Minimum 10,4 9,1 9,2 8,1
SD 1,47 1,53 1,79 1,12
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Abbildung 27: Box-Plot Darstellung der BMC-
Werte zum Zeitpunkt t=0.
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Abbildung 28: Box-Plot Darstellung der BMC-
Werte zum Zeitpunkt t=1.

Wie auch bei der Erhebung der BMD-Werte zeigten sich die Werte des BMC nahezu homogen.
Den héchsten BMC zu Beginn hatte die Diatgruppe (Abb. 28), den niedrigsten BMC-Werte die

Kontroll-Gruppe. Im Verlauf stieg der BMC aller Gruppen an. Hierbei konnte beobachtet

werden, dass in der Diatgruppe der starkste Anstieg mit 1,8 g vorlag. In der OVXD-Gruppe lag

dieser bei 1,5 g, in der Sham-Gruppe bei 1,1 g und in der OVX-Gruppe bei 0,95 g. Zum Ende

der Standzeit stellte sich die Diat-Gruppe mit den hoéchsten und die Sham-Gruppe mit den

niedrigsten Werten des Mineralsalzgehaltes des Knochens dar.

Tabelle 9: Fett-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=0.

Fett (g) t=0 Diat
Maximum 94
3. Quartile 61,25

Median 38,5
Mittelwert 47,62
1. Quartile 27,75
Minimum 26

SD 24,81

ovX
62
41,5
29
34,27
25
20
13,75

OVXD
81
36

31,5
35,08
25,5
15
17,08
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17 30
15 24
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Tabelle 10: Fett-Werte der DXA-Messung zum Zeitpunkt t=1.

Fett (g) t=1 Diat
Maximum 140
3. Quartile 126,5

Median 108,5
Mittelwert 97
1. Quartile 92
Minimum 34

SD 36,93

ovX

129
107,5
83,5
80,33
65,5
11
41,74

OVXD

151
143,5
94
102,62
76,25
11
38,46

Sham

54
39,5
31
34,71
28
23
10,97

Die Fettgewebsanteile zeigten sich zum Zeitpunkt t=0 analog zu den Werten des BMD und

BMC mit einem hdchsten Fettgewebsanteil in der Diat-Gruppe, sowie mit dem geringsten

Korperfettanteil in der Kontroll-Gruppe (Tab. 9). Alle Gruppen wiesen eine Steigerung der

Fettmasse auf. Hierbei stellte sich die Diat-Gruppe im Median mit dem héchsten Wert und die

Sham-Gruppe mit dem geringsten zum Zeitpunkt t=1 dar (Tab. 10). Die Diatgruppe lie} eine
Zunahme um 70 g beobachten, die OVXD-Gruppe nahm 62,5 g zu, die OVX-Gruppe 54,5 g
und die Sham-Gruppe 13 g.
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Abbildung 29: Box-Plot Darstellung der Fett-
Werte zum Zeitpunkt t=0.
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3.1.2 Varianzanalysen innerhalb der Untergruppen

Die Varianzanalysen der Sham-Gruppe zeigten einen p-Wert von p=0,25 (Probengréiie
bei t=0 und t=1 von 7) bei Vergleich der BMD-Daten im zeitlichen Verlauf. Die
Berechnung des BMC wies einen p-Wert von 0,28 bei der genannten ProbengréfRe auf.

Die Differenz der Korperfettwerte war nicht signifikant mit p=0,02.

Im Rahmen der ANOVA-Durchfiihrung der OVX-Gruppe stellte sich ein p-Wert von 0,19
bei Betrachtung des BMD mit einer Probengréf3e von t=0 von 11 und t=1 von 6 Tieren
dar. Der BMC zeigte signifikante Unterschiede mit einem p-Wert von 0,04. Ebenfalls
signifikant zeigte sich das Ergebnis der Korperfettanalyse (p=0,003).

Innerhalb der OVXD-Gruppe zeigte der BMD einen signifikanten p-Wert von 0,002
(Probengrofie t= 0: 12 Tiere und t=1: 8 Tiere). Ferner lagen gleichfalls signifikante Werte
beim BMC mit einem p-Wert von 0,05 vor. In dieser Gruppe zeigte sich zudem noch ein
hoher Anteil an Tieren, welche extrem an Korpergewicht zugenommen hatten. Dies liel3

sich statistisch hochsignifikant mit einem p-Wert von 0,0004 abbilden.

Bei den Tieren der Diatgruppe fanden sich die Ergebnisse des p-Wertes beim BMD mit
0,30 bei einer Probengréfe von t=0 von 8 Ratten und t=1 von 7 Ratten. In dieser Gruppe
verendeten Tiere im Verlauf, so dass 7 Tiere zur Auswertung gelangten. Signifikante
Differenzen lieferten die Analysen des BMC (p=0,03) und des Fettgewebes (p=0,008).

Zusammengefasst lassen sich somit folgende Sachverhalte beschreiben:

Die Sham-Gruppe zeigte ein signifikant steigendes Korperfett GUber die Standzeit auf,
wobei die Knochendichte und der Knochenmineralsalzgehalt zwar minimal anstiegen,

aber keine Signifikanz erkennen lie3en.

Die Tiere der OVX-Gruppe hatten keine signifikante Anderung der
Knochendichteparameter. Hinsichtlich des Mineralsalzgehaltes und des Fettgewebes
zeigten sich hier statistisch signifikante Anderungen mit einer darstellbaren Zunahme
des Mineralsalzgehaltes bei deutlicher Zunahme des Kdrperfetts tber den Zeitraum der

Versuchsanordnung.

Die Ergebnisse der OVXD-Gruppe fielen hinsichtlich der Knochendichte, des
Knochenmineralsalzgehaltes und des Korperfetts signifikant aus. Dargestellt werden
konnte eine signifikante Abnahme der Knochendichte bei gleichzeitiger signifikanter

Zunahme des Mineralsalzgehaltes und des Fettgewebeanteils. Beobachtet werden
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konnte allerdings auch, dass in dieser Gruppe 6 Tiere grofle Weichgewebstumoren im

Bereich des Beckens bzw. der Hinterlaufe aufwiesen.

In der Gruppe der Tiere der Diatgruppe liel sich keine signifikante Abnahme der
Knochendichte feststellen. Diese ist Uber den Zeitraum der Standzeit minimal
angestiegen. Signifikante Differenzen lieken sich mit einem Anstieg des
Mineralsalzgehaltes und des Fettgewebes feststellen. Diese Gruppe zeigte eine
Gruppenstarke von 8 Tieren zu Beginn und 7 Tieren nach Ende der Standzeit, da Tiere

Uber den Zeitraum verstorben sind.

3.1.3 Varianzanalysen zwischen den Untergruppen

Nach Analyse der einzelnen Gruppen hinsichtlich BMD, BMC und Fettgewebe, erfolgte
ein Vergleich des BMD und BMC der Gruppen untereinander. Dies geschah durch eine
Gegenuberstellung der verschiedenen Gruppen zu den definierten Zeitpunkten t=0 und
t=1. So fanden sich 6 Kombinationen zu je zwei Zeitpunkten, welche durch eine ANOVA
untersucht wurden und im Folgenden beschrieben werden. Die Darstellung sollte eine
mogliche Differenz der Werte der Osteoporose-bestimmenden Paramater zum Ende der

Standzeit aufzeigen.

Bei der Gegeniberstellung von Diat-Gruppe und OVX-Gruppe fand sich beim BMD der
ANOVA-Analyse ein p-Wert von 0,67 zum Zeitpunkt t=0 (n=8 bzw. n=11) und 0,54 zum
Zeitpunkt t=1 (n=7 bzw. n=6). Die Wertepaare des BMC zeigten p=0,15 zum Zeitpunkt
t=0 und p=0,07 zum Zeitpunkt t=1. Fir das Gruppenpaar Diat-/OVX-Gruppe bedeutete
es, dass zu Beginn der Standzeit keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Knochendichte und des Mineralsalzgehaltes gab. Zum Ende wurden ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede beobachtet.

Beim Vergleich der Diat-Gruppe mit der OVXD-Gruppe fand sich ein p-Wert von 0,49
zum Zeitpunkt t=0 (n=8 bzw. n=12) und 0,56 zum Zeitpunkt t=1 (n=7 bzw. n=8) bei der
Untersuchung des BMD. Die Uberpriifung des BMC fand sich hier mit Werten fur p=0,31
zum Zeitpunkt t=0 und einem p-Wert von 0,40 zum Zeitpunkt t=1. Die Werte der Paarung
Diat-/OVXD-Gruppe zeigten zum Zeitpunkt t=0 und t=1 nur minimale Unterschiede auf.
Somit liel3 sich zwischen den beiden Gruppen keine Signifikanz zu Beginn und zum Ende

der Versuchsanordnung verzeichnen.

Fur die Varianzanalysen der Diat-Gruppe gegeniber der Sham-Gruppe fand sich ein p-
Wert von 0,66 zum Zeitpunkt t=0 (n=8 bzw. n=7) und 0,03 zum Zeitpunkt t=1 (n=7 bzw.

54



ERGEBNISSE

n=7). Hinsichtlich des BMC zeigte sich ein p-Wert von 0,004 zu Beginn bei t=0 und bei
t=1 ein p-Wert von 0,001. Zwischen den Gruppen Diat und Sham lieRen sich zum
Zeitpunkt t=0 zur Einstallung keine Unterschiede in der Knochendichte erkennen, wohl
aber zum Zeitpunkt t=1. Die Knochendichte ist in der Shamgruppe gestiegen und in der
Diatgruppe nahezu unverandert geblieben. Signifikante Unterschiede des
Mineralsalzgehaltes lieBen sich zum Ende der Versuchsanordnung beobachten, da

dieser bei der Diatgruppe deutlich im Vergleich zur Sham-Gruppe anstieg.

Im Vergleich der OVX-Gruppe mit der OVXD-Gruppe lief3 sich fir den BMD ein p-Wert
von 0,65 zum Zeitpunkt t=0 (n=11 bzw. n=12) und 0,07 zum Zeitpunkt t=1 (n=6 bzw.
n=7) feststellen. Werte mit einem p von 0,30 zum Zeitpunkt =0 und p= 0,34 fanden sich
hier bei der Analyse des BMC. Es zeigte sich somit weder eine signifikante Anderung
der Knochendichte, als auch eine Anderung der Mineralsalzgehalte zwischen diesen

Gruppen.

Hinsichtlich des BMD fand sich fiir die ANOVA der OVX-/Sham-Gruppenauswertung ein
p-Wert von 0,85 zum Zeitpunkt t=0 (n=11 bzw. n=7) und 0,06 zum Zeitpunkt t=1 (n=6
bzw. n=7). Der BMC wurde hier bei t=0 mit einem p-Wert von 0,09 und einem p=0,11 bei
t=1 ermittelt. Der Vergleich der Parameter der Gruppen OVX und Sham zeigte keine

signifikanten Unterschiede zum Beginn und zum Ende der Versuchsanordnung auf.

Als Letztes erfolgte die ANOVA fir die vergleichende Betrachtung der Gruppen OVXD
und Sham und zeigten mit einen p-Wert von 0,84 zum Zeitpunkt t=0 (n=12 bzw. n=7)
und p=0,001 zum Zeitpunkt t=1 (n=8 bzw. n=7) fir die Analyse des BMD auf. Bei
Betrachtung des BMC fanden sich ein p-Wert von 0,07 bei t=0 und bei t=1 ein p-Wert
von 0,01. Die vergleichende Betrachtung der Gruppen OVXD und Sham zeigte, dass die
Knochendichte sich zu Beginn des Versuchs homogen darstellte und fiel in der OVXD-
Gruppe Uber den Versuchszeitraum ab. In der Shamgruppe konnte ein Anstieg der
Knochendichte verzeichnet werden und fuhrte so zu signifikanten Werten. Eine
homogene Ausgangssituation fand sich auch hinsichtlich des Mineralsalzgehaltes.
Dieser stieg in der OVXD-Gruppe nur minimal an, in der Sham-Gruppe zeigte sich
hingegen eine deutliche Zunahme des Mineralsalzgehaltes, welche sich jedoch nicht
signifikant abzeichnete.

Die Kontrollgruppe ist, wie vorangegangen schon beschrieben, nur zu einem Zeitpunkt

untersucht worden, da nach der Einstallung die Euthanasie erfolgte.
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Zusammengefasst lielen sich folgende Beobachtungen beschreiben:

Es finden sich signifikante Werte in der Paarung Sham-Diat mit signifikanten
Unterschieden des Mineralsalzgehaltes zum Zeitpunkt t=1, da dieser bei der Diatgruppe

deutlich im Vergleich zur Sham-Gruppe anstieg.

In der Gruppenanalyse OVXD gegen Sham zeigte sich in der Shamgruppe ein Anstieg
der Knochendichte mit nahezu gleichbleibenden Werten in der OVXD-Gruppe zum
Zeitpunkt t=1 und flhrte so zu signifikanten Werten. Ebenso konnte dies in der Analyse
des Mineralsalzgehaltes des Knochens beobachtet werden. Dieser stieg in der OVXD-
Gruppe nur minimal an, in der Sham-Gruppe zeigte sich hingegen eine deutliche

Zunahme des Mineralsalzgehaltes.

3.2 Histomorphometrie HE-gefarbter Praparate

Nach Praparation und Farbung wurden die Proben grafisch aufgearbeitet sowie geman
der Beschreibung in Kapitel 2 Material und Methoden, ab Seite 49, sowohl zur Analyse
der trabekularen Flache als auch trabekularen Dicke vorbereitet und ausgewertet.
Ferner erfolgte die lichtmikroskopische Beurteilung der Unterschiede der einzelnen
Gruppen. Die statistische Auswertung und lichtmikroskopischen Beschreibungen sind im

Folgenden fir die einzelnen Gruppen aufgefihrt.

3.2.1 Trabekulare Dicke

Die einzelnen Gruppen wurden zunachst nach einfacher deskriptiver Statistik

beschrieben und gliederten sich wie folgt:

Der Mittelwert der trabekularen Dicke fand sich in der Kontrollgruppe bei 35990 um (SD:
34601; Range 4875-158653 pm). In der Diat-Gruppe lag der Durchschnittswert bei 4647
pm (SD: 64041; Range 2779-654199 um). Betrachtete man nun die OVX-Gruppe zeigte
sich die trabekulare Dicke im Mittel bei 31077 um (SD: 23353,74, Range 2791-148596
pum). Beziglich der OVXD-Gruppe stellte sich ein Mittelwert von 30881 um (SD: 2681,42;
Range 6084-91678 pm) dar. Die Sham-Gruppe hatte einen Mittelwert von 26343 pm
(SD: 6647,84; Range 6089-76468 um) (Tab. 11 und Abb. 31). Somit liegen Werte der
einzelnen Versuchsgruppen vor, die sowohl gegen die Kontrollgruppe, als auch

gegeneinander verglichen werden konnten.
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Tabelle 11: Trabekulare Dicke der Histomorphometrie.

Gruppe | Minimum (um) | Mittelwert (um) | Maximum (um) Standardabweichung
Diat 2779 46477 654199 64041
OovX 2791 31077 148596 23354

OVXD 6084 30881 91678 2681

Sham 6089 26343 76468 6648

Kontrolle 4875 35990 158653 34601

Trabekulare Dicke
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Abbildung 31: Darstellung der trabekulédren Dicke in der histomorphometrischen Auswertung.

Zum Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander erfolgte die Varianzanalyse durch

die einfaktorielle ANOVA. Als Probengréfle wurde die Summe der angefertigten

Knochenschnitte der jeweiligen Gruppen zu Grunde gelegt, um statistisch valide

Ergebnisse zu erhalten. Verglichen wurden im Folgenden die Werte der trabekularen

Dicke der einzelnen Gruppen. Der Ubersicht halber sind die unterschiedlichen Gruppen

einzeln aufgeflhrt und danach zusammenfassend beschrieben.

Kontrolle - OVX:

Bei der Gegeniberstellung der Kontrollgruppe mit der OVX-Gruppe fand sich ein p-Wert

von 0,06 bei einer Probengréfle von 158 bzw. 168.
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Kontrolle - Diat:

Fur die ANOVA Kontrollgruppe-Diatgruppe zeigte sich ein p-Wert von 0,05 bei einer
ProbengréRe von 158 Schnitten in der Kontrollgruppe und 202 Schnitten in der
Diatgruppe.

Kontrolle - OVXD:

Einen p-Wert von 0,05 ergab die vergleichende Varianzanalyse der Kontrollgruppe mit
der OVXD-Gruppe. Hierbei lag die Probengréfe fur die Kontrollgruppe bei 158 Schnitten,
die der OVXD-Gruppe bei 116.

Kontrolle - Sham:

Betrachtet man den Vergleich der Kontrollgruppe mit der Sham-Gruppe, ergab sich ein
p-Wert von 0,001 bei einer Probengrofe 158 bzw. 79.

Diat — OVX:

Ebenso lie® sich bei der gegenlberstellenden Varianzanalyse der Diat-Gruppe mit der
OVX-Gruppe ein signifikantes Ergebnis von p=0,003 mit einer Probengrofe 202 bzw.
168 feststellen.

Diat — OVXD:

Anders stellte es sich bei der Berechnung von Diat-Gruppe im Vergleich zur OVXD-

Gruppe mit einem p-Wert von 0,01 bei der Probengrofe 202 bzw. 116 Schnitten dar.
Diat — Sham:

Ein signifikantes Ergebnis fand sich wiederum im Vergleich Diat-Gruppe zur

Scheinoperation-Gruppe mit p= 0,006 bei einer Probengréfie 202 bzw. 79.
OVX - OVXD:

Die Analyse der OVX-/OVXD-Daten zeigte einen p-Wert von 0,93 bei einer Probengrél3e
168 bzw. 116.

OVX — Sham:

Des Weiteren zeigte die Gegenuberstellung der Gruppen OVX mit Sham kein
signifikantes Ergebnis auf. Hier fand sich ein p-Wert von 0,10 bei einer Probengréf3e von
168 bzw. 79.
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OVXD - Sham:

Zwischen diesen Gruppen fand sich mit einem p=0,06 bei einer Probengréle von 116
bzw. 79 im Rahmen der vergleichenden Analyse der OVXD-Gruppe mit der Sham-

Gruppe ebenfalls kein signifikanter Unterschied.

Zusammenfassend sind signifikante Werte bei den Gruppenpaarungen Kontrolle-Diat,
Kontrolle-OVXD, Kontrolle-Sham, Diat-OVX, Diat-OVXD und Diat-Sham festgestellt
worden. Hochsignifikante Unterschiede fanden sich in den Gruppenpaarungen
Kontrolle-Sham, Diat-OVX und Diat-Sham. Die Gruppenpaarungen Kontrolle-OVX,
OVX-OVXD, OVX-Sham und OVXD-Sham lieRen keine signifikanten Unterschiede
erkennen. So konnte beschrieben werden, dass die trabekulare Dicke der Diatgruppe
insgesamt die hochsten Werte aufwies, gefolgt von der Kontrollgruppe, OVX, OVXD und

der Shamgruppe mit den niedrigsten Werten.

3.2.2 Trabekuldre Flache

Die Analyse der Praparate der einzelnen Gruppen unter dem Gesichtspunkt der
trabekularen Flache wurde, ebenso wie die Analyse der trabekularen Dicke, zunachst in
einfacher deskriptiver Statistik dargestellt sowie die verschiedenen Therapieformen

gegeneinander im Folgenden durch eine ANOVA ausgewertet.

Der Mittelwert der Kontrollgruppe fand sich bei 166948 ym? (SD: 110700,53; Range
4896-307934 um?). Der Anteil der Trabekel belauft sich auf 6,6 %. In der Diatgruppe lag
der ermittelte Durchschnittswert bei 272279 ym? (SD: 72662,67; Range 178625-382792
um?), wobei sich ein prozentualer Anteil von 16,7 % Trabekelflache zeigte. Bei den
Tieren, bei denen die Ovariektomie durchgeflhrt wurde, konnte ein Mittelwert von
203425 um (SD: 135648,93; Range 90946-492335 um?) und ein trabekularer
Flachenanteil von 8,6 % festgestellt werden. Die Gruppe der ovariektomierten Ratten mit
zusatzlicher Dexamethason Gabe zeigte im Schnitt 244173 ym? (SD: 319196,51; 56839-
1085066 um?). In der Auswertung findet sich ein Prozentsatz von 16,1 % trabekularer
Flache. Der Mittelwert in der Scheinoperationgruppe lag bei 100890 um? (SD: 75782,22;
Range 177-230563 um?) mit einem trabekularen Anteil von 5,2 % (Tab. 12 und Abb. 32).

Der Ubersicht halber sind die unterschiedlichen Gruppen einzeln aufgefiihrt und danach

zusammenfassend beschrieben.
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Tabelle 12: Trabekulare Flache der Histomorphometrie.

Gruppe | Minimum (um?) | Mittelwert (um?) | Maximum (um?) | Standardabweichung
Diat 178625 272279 382792 72663
OVX 90946 203425 492335 135649

OVXD 56839 244173 1085066 319197
Sham 177 100890 230563 75782
Control 4896 166948 307934 110701
Trabekulare Flache
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Abbildung 32: Darstellung der trabekuldren Flache in der histomorphometrischen Auswertung.

Control - OVX:

Die Analyse der Kontroll-Gruppe zur OVX-Gruppe ergab einen p-Wert von 0,36 bei einer
Probengrée von 158 bzw. 168.
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Control - Diat:

Fur den Vergleich der Kontroll-Gruppe mit der Diat-Gruppe fand sich ein p-Wert von 0,16

bei einer Probengréfle von 158 bzw. 202.
Control - OVXD:

Der Unterschied der Mittelwerte von Kontrollgruppe zur OVXD-Gruppe zeigte einen p-

Wert von 0,25 bei einer Probengréfe von 158 bzw. 116.
Control - Sham:

Die vergleichende ANOVA der Daten aus der Kontroll- mit der Scheinoperationgruppe
kam mit einem hochsignifikanten p-Wert von 0,005 bei einer Probengréf3e von 158 bzw.

79 zur Darstellung.
Diat — OVX:

Der Vergleich der Diat-Gruppe mit der OVX-Gruppe zeigte keinen signifikanten

Unterschied bei einem p-Wert von 0,70 mit einer Probengréfie von 202 bzw. 168.
Diat — OVXD:

Des Weiteren fand sich p=0,70 im Vergleich der Diat-Gruppe zur OVXD-Gruppe bei

einer Probengrélie von 202 bzw. 116.
Diat — Sham:

In der ANOVA dieses Gruppenpaares fand sich ein hochsignifikanter p-Wert von 0,002

bei einer ProbengréfRe von 202 bzw. 79.
OVX - OVXD:

Keinen Unterschied hingegen zeigte die Untersuchung der Gruppen OVX und OVXD mit
p=0,10 bei einer ProbengroéRe von 168 bzw. 116.

OVX — Sham:

Ein hochsignifikanter Wert fand sich im Vergleich der OVX- zur Scheinoperation-Gruppe

mit einem p-Wert von 0,003 bei einer Probengrdéfe von 168 bzw. 79.
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OVXD - Sham:

Letztlich zeigte sich in der vergleichenden ANOVA der Gruppe OVXD/Sham kein
signifikantes Ergebnis mit einem p-Wert von 0,48 bei einer Probengréflie von 116 bzw.
79.

Zusammenfassend sind signifikante Werte bei den Gruppenpaarungen Kontrolle-Sham,
Diat-Sham und OVX-Sham festgestellt worden. Diese waren zugleich hochsignifikant.
Die Gruppenpaarungen Kontrolle-OVX, Kontrolle-OVXD, Diat, OVXD, OVX-OVXD und
OVXD-Sham lief3en keine signifikanten Unterschiede erkennen. So Iasst sich feststellen,
dass die trabekulare Flache der Diatgruppe insgesamt die hochsten Werte aufwies,
gefolgt von der OVXD-Gruppe, der OVX-Gruppe, der Kontrollgruppe und der

Shamgruppe mit den niedrigsten Werten.

Demnach finden sich hochsignifikante Werte bei der Auswertung der trabekularen Dicke
und der trabekularen Flache jeweils in den Gruppenpaarungen Kontrolle-Sham und Diat-
Sham.

3.2.3 Lichtmikroskopische Analysen

Die Untersuchung der Kontroligruppe erfolgte zum Zeitpunkt t=0, da diese Tiere zu
Beginn der Standzeit euthanasiert wurden. Die Praparate der anderen Gruppe wurden
zum Zeitpunkt t=1 angefertigt. Dies entspricht dem Ende der Standzeit von 12 Monaten.
Nach der Hamatoxylin-Eosin-Farbung zeichnen sich zellkernhaltige Strukturen lila ab,
was dem Knochenmark entspricht. Trabekelstrukturen und Kortikalis kommen in der
Farbe hellrot zur Darstellung. Fettanteile bleiben ungefarbt und finden sich als

Vakuolenstruktur im Knochenmark.

Kontrollgruppe:

In den histologischen Schnitten der Kontrollgruppe lie} sich eine homogen strukturierte
Kortikalis erkennen. Diese war kraftig ausgebildet und setzte sich in einer gleichmafligen
Trabekelstruktur fort. Die Trabekel waren in ihrer Konfiguration allerdings schmal
ausgebildet, so dass sich insgesamt eine Trabekelflache von 6,6 % finden liel3. Die
bekannte Ausrichtung der Trabekel an den Trajektionslinien war eindeutig zu erkennen.
Die Epiphysenfugen waren regelmafig und physiologisch konfiguriert. Fettzellen fanden

sich kaum zwischen den reichlich vorhandenen Knochenmarkzellen (Abb. 33).
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Abbildung 33: HE-gefarbte Knochenschnitte von der Tibia der Kontroligruppe.

In der HE-gefarbten Abbildung erkennt man rétlich gefarbte Knochenstrukturen und lila gefarbtes
Knochenmark. Fettanteile finden sich nahezu nicht. Im rechten Bild erkennt man die anatomische Struktur
einer distalen Tibia mit der blass rosa gefarbten, querverlaufenden Epiphysenfuge im oberen Teil des Bildes.

Diatgruppe:

Bezlglich der Trabekel- und Kortikalisstruktur war in dieser Gruppe eine schmachtigere
Kortikalis als in der Kontrollgruppe zu finden (Abb. 34). Die Trabekel zeigten sich
unregelmalig und verdickt. Eine Anordnung nach den Trajektionslinien ist noch zu
erkennen. Insgesamt waren es weniger Trabekel, welche jedoch verdickt erschienen.
Dies fuhrte zu einer Trabekelflache von 16,7 %. Die Epiphysenfugen waren grober als
in der Kontrollgruppe, allerdings in physiologischer Ausrichtung. Das Knochenmark wies

eine deutliche Verfettung auf.
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Abbildung 34: HE-gefarbte Praparate der Tibia der Diatgruppe.

Zu den vergroberten Trabekelstrukturen zeigen sich klein-vakuolige Fettzellen im Knochenmarkanteil. Die
Kortikalisstruktur erscheint aufgelockert.

OVX-Gruppe:

Die knochernen Strukturen der Tiere der OVX-Gruppe wiesen eine unregelmalige
Kortikalis mit deutlicher Ausdiinnung auf (Abb. 35). Die trabekularen Anteile waren mit
einer Flache von 8,6 % dunn ausgebildet und ebenfalls sehr unregelmagig verteilt. Die
Epiphysenfugen zeigten sich vergrébert. Die trabekuldre Ausrichtung war physiologisch,
erschien jedoch unregelmafRig und im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Auch in
dieser Gruppe lieR sich eine ausgepragte fettige Degeneration des Markraumes

beobachten.
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Abbildung 35: HE-gefarbte Knochenschnitte der Tibia der OVX-Gruppe.

Die Kortikalis ist unregelmafig strukturiert, es findet sich reichlich fettige Degeneration des Knochenmarks.
Trabekulare Strukturen sind erhalten und erkennbar. Die blass rosa gefarbte Epiphysenfuge im oberen
Anteil des rechten Bildes zeigt sich von grober Binnenstruktur.

OVXD-Gruppe:

In der OVXD-Gruppe fanden sich ahnlich konfigurierte Trabekel wie in der OVX-Gruppe
(Abb. 36). Insgesamt erschienen diese aber von groberer Struktur, so dass die
trabekulare Flache 16,1 % einnahm. Die unregelmafRige Anordnung war auch hier zu
finden. Die Epiphysenfugen waren rechtwinklig zur krafttragenden Achse ausgerichtet,
erschienen allerdings aufgelockert. Zwischen den vielen Knochenmarkzellen zeigten
sich reichlich Fettvakuolen.

Abbildung 36: HE-gefarbte Knochenschnitte der Tibia der OVXD-Gruppe.
Auch in dieser Abbildung finden sich die klein-vakuoligen Fettzellen zwischen dem Knochenmark. Es ist ein

Anschnitt der Epiphysenfuge abgebildet (blass rosafarbenes Band im oberen Bildausschnitt). Im
diaphysaren Anteil des Knochens fehlen trabekulare Strukturen nahezu ganzlich.
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Sham-Gruppe:

Die Kortikalis war kraftig und von homogener Struktur gepragt (Abb. 37). Die Trabekel
waren in Traktorenrichtung angeordnet und reichlich vorhanden. Mit einer trabekularen
Flache von 5,2 % lielen sich schmale Trabekelstrukturen finden. Die Epiphysenfugen
waren zart und in physiologischer Ausrichtung zu finden. Insgesamt zeigten sich in der
lichtmikroskopischen Begutachtung wenige Unterschiede zur Kontrollgruppe. Das

Knochenmark zeigte eine mafige Verfettung mit klein konfigurierten Fettzellen.
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Abbildung 37: HE-gefarbte Praparate der Tibia der Sham-Gruppe.
Es zeigt sich in dieser Gruppe eine altersentsprechende Konfiguration von Trabekeln und Kortikalis.

Fettzellen zeigten sich homogen verteilt von nicht ibermaRiger Zahl. Quer durch das Bild verlauft eine
Epiphysenfuge (EP).
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4 Diskussion

Die Osteoporose stellt die Gesellschaft vor einer grolten Herausforderung, wobei die
gesellschaftlichen, medizinischen und volkswirtschaftlichen Gesichtspunkte zu
bedenken sind. Die aktuellen Therapieansatze weisen in eine gute Richtung, weiterhin
ist jedoch wenig Uber die Pathomechanismen der Osteoporose-Auspragung bekannt.
Fur die Gewinnung neuer Erkenntnisse ist auf die Erforschung der Osteoporose im
Tiermodell nicht zu verzichten. Zur Etablierung eines validen Tiermodells leistete die
Arbeit von Bauer 2015 bereits gute Ergebnisse [7]. Diesbezilglich werden in der
vorliegenden Arbeit die eigenen experimentellen Ergebnisse diskutiert und mit denen

weiterer vorangegangener Studien genannter Forschungsgruppen gegenubergestellt.

4.1 Studiendesign

Neben Randomisierung und doppelter Verblindung wird die prospektive Beobachtung
als Gutekriterien flr die Durchfiihrung einer Studie angesehen [50]. In vorliegender
experimenteller Arbeit wurde das Design einer prospektiven, einfach verblindeten,
randomisierten Studie gewahlt. Die Randomisierung erfolgte durch Einteilung der Tiere
in die 5 Gruppen Kontrolle, Diat, OVX, OVXD sowie Sham. Den Tieren war die
durchgeflihrte Therapie nicht bekannt und die Beobachtung war prospektiv. Somit sind
zwei Gutekriterien erfullt worden. Um eine doppelte Verblindung herzustellen, ware eine
Injektion einer Flussigkeit unbekannten Inhalts bei allen Tieren notwendig gewesen, so
dass wahrend des Versuchs die Applikation von Dexamethason nicht bekannt gewesen
ware. Ebenso hatte eine verblindete Futterung erfolgen missen. Somit hatten die Tiere
allerdings einzeln gehalten werden mussen, was einen deutlichen Mehraufwand in der
Pflege der Tiere und der Grofde des Stalls bedeutet hatte. Mit der hier durchgeflhrten
Gruppenhaltung wurde somit ein Kompromiss zwischen Wirtschaftlichkeit, Ethik und

wissenschaftlichem Anspruch eingegangen [50].

4.2 Tiermodell

Harrison et al. beschrieb schon 1960, dass die Kombination einer Ovariektomie mit einer
multidefizienten Diat sich besonders gut eignet, um einen postmenopausalen Zustand
zu simulieren [44]. Laut Bruyére et al. kommt dieses Rattenmodell dem des Menschen

sehr nahe [15]. Bei der Ratte kann sowohl eine valide Datenerhebung mittels DXA-
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Messung stattfinden, als auch nach erfolgter Euthanasie eine histomorphometrische
Untersuchung durchgefiihrt werden. Dies beschriebt Yamauchi et al. in seinen
Ausflhrungen zur Untersuchung des Kleintiermodells durch die DXA-Methode, als auch
Anliker et al. in der Beschreibung des Monitorings der Osteoporose in der
Laboratoriumsmedizin [2], [111]. Gleichzeitig ist die Haltung aufgrund der Grofle der
Tiere in einer Stallung leicht zu standardisieren. Dies zeigt, dass das gewahlte
Kleintiermodell Vorzuge in der Untersuchung der Osteoporoseinduktion aufweist und

dementsprechend verwendet wurde.

Es qilt allerdings zu bedenken, dass die Ratte bei der Erforschung der Osteoporose
gewisse Risiken birgt. Zum einen kann in der nativen Ratte die senile und
postmenopausale Osteoporoseentwicklung nicht ohne weiteres untersucht werden, da
die Tiere ihren Sexualzyklus bis zum Tode fortsetzen [100]. Ferner ist die
Lebenserwartung des Menschen Uberproportional gestiegen, so dass die Haufigkeit und
Auspragung der Osteoporose beim Menschen Uberproportional hoch erscheinen mag.
Einen senilen und postmenopausalen Zustand erreicht man laut Bruyére et al. im
Kleintiermodell der Ratte nur durch eine Ovariektomie in Kombination mit der oben

beschriebenen Multidefizienzdiat und der Glukokortikoidapplikation [15].

Um valide Studien produzieren und reproduzieren zu konnen, ist die Auswahl eines
passenden Tiermodells nicht unerheblich. Es ist zu beachten, dass der Knochen sowohl
im Tiermodell als auch beim menschlichen Skelett ein ahnliches Verhalten hinsichtlich
bone modelling und remodelling besitzt. Dies fihrt Thompson et al. in seinen Richtlinien
fur die Osteoporoseerforschung ausflihrlich aus [100]. Die Richtlinien der
amerikanischen FDA (Food and Drug Administration) von 1995 weisen darauf hin, dass
zur Durchfihrung einer Studie im Rahmen von Medikamentenentwicklung oder
Erforschung neuer Osteoporosetherapien keine Spezies allein die vollstdndigen
Eigenschaften des menschlichen Knochenstoffwechsels abbilden kann [48]. Somit sind
mindestens zwei Spezies bezuglich der Knochenqualitdt zu untersuchen, ein Kleintier-
und ein Grolitiermodell. Als Kleintiermodell wird hier von der FDA und von Thompson et
al. die ovariektomierte Ratte empfohlen [48], [100]. Um international vergleichbare und
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden auch in vorliegender Arbeit Sprague-
Dawley-Ratten verwendet. Da die Empfehlung der Ratte als Kleintiermodell
ausgesprochen wurde, finden sich in der aktuellen Literatur zudem viele Erkenntnisse

uber deren Physiologie und Pharmakologie bei der Osteoporose.

Wie bei Frauen und bei Ratten zeigt sich ein ahnlicher Sexualzyklus mit mehreren

Spontanovulationen im Jahr. Ratten weisen allerdings den Unterschied auf, dass sie
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diese bis zum Tod fortflhren und somit auf natlrlichem Wege in keinen
postmenopausalen Zustand gelangen. Um jenen zu erzielen, sind drastische
Maflinahmen, wie beispielsweise die Ovariektomie, notwendig. Durch die Abwesenheit
Ostrogenbedingter Osteoklastenhemmung findet sich eine erhéhte ossare Resorption
mit Knochenmasseverlust bei gleichbleibender Knochentransformation [51]. Somit kann
ein ahnlicher Zustand wie bei der postmenopausalen Frau hervorgerufen werden. In der
Literatur finden sich Quellen, welche den Knochenmasseverlust als biphasisch
beschreiben [29]. So besagen die Forschergruppen um Lelovas et al. und Wronski et al.,
dass nach drei Monaten ein rapider Knochenmasseverlust zu beobachten sei, welcher
dann zunadchst auf osteopenem Niveau stabil bleibt, um nach 9 Monaten erneut
einzusetzen [62], [110] . Dieser zweite Knochenmasseschwund sei allerdings insgesamt
langsamer als jener nach 3 Monaten sowie insgesamt verhaltnismalig niedriger
ausgepragt als beim Menschen. Dies konnte durch die Arbeiten von El Khassawna et al.
bestatigt werden [54]. In der ersten Phase sei der rapide Knochenverlust auf den Verlust
der Trabekel zuruckzufihren und im Folgenden finde sich bei langeren Standzeiten ein
Knochenmasseverlust des kortikalen Knochens [28], [51]. Beschrieben werden
Unterschiede des kortikalen und trabekularen Remodellings ovariektomierter Ratten.
Hier zeigen mikroskopische Untersuchungen von Grynpas et al. und Turner et al. nur
wenige Havers-Systeme mit BMUs in der Kortikalis der Tiere [39], [102]. Die Arbeit von
Francisco zeigte, dass im trabekularen Knochen hingegen sehr viele BMU vorliegen, so
dass hier hauptsachlich das Remodelling erfolgt [32]. Der genannte Zustand entspricht
grundsatzlich dem der postmenopausalen Frau. Wird die Ratte betrachtet, berichtet
Govindarajan et al., so findet sich ein verhaltnismaRig geringerer Knochenverlust als
beim Menschen [36]. Somit missen weitere Mallnahmen getroffen werden, um einen

aquivalenten Knochenverlust herbeizuflihren.

Wahrend der Knochenumsatz der Ratte in den ersten neun bis 12 Monaten deutlich
dynamische Prozesse erfahrt, scheint der ossare Stoffwechsel nach dem 12. Monat
Lebenszeit konstant zu verlaufen [54]. Ab diesem Zeitpunkt findet sich das Remodelling
als vorherrschender Prozess. Nur wenige Studien sind mit Tieren im Zeitraum nach dem
12. Lebensmonat durchgeflhrt worden, so dass in dieser Arbeit bewusst der Zeitraum
des Seniums gewahlt wurde. Ferner ist Lelovas et al. zu Folge die Interpretation der
Ergebnisse unter Berlcksichtigung des spaten oder ausbleibenden Epiphysenschluf3

der langen Réhrenknochen zu beachten [62].
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4.2.1 Vergleich der Ratte zu anderen Spezies

Die Osteoporoseforschung bedient sich vieler unterschiedlicher Spezies. Hauptsachlich
zu nennen sind Schafe, Affen, Ziegen, Meerschweinchen, Ratten und Mause. Die
genannten Kleintiere werden aufgrund der einfachen und kostenglinstigen Haltung
sowie der geringeren ethischen Bedenken bevorzugt [29], [102]. Turner et al. sieht
besondere Eignung in den Ratten als Tiermodell durch die standardisierte Stallung mit
einer einfachen Kontrolle aulerer Stérfaktoren und guter Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse [102]. Ferner wird diese durch die kommerzielle Zichtung genetisch
ahnlicher Tiere unterstitzt. Nachteile bei der Erforschung einiger Interventionen oder im
Rahmen der Testung neuer Materialien ist durch die geringe KdrpergroRe der Tiere

bedingt, so dass diesbezlglich auf groRere Spezies zurlckgegriffen wird [29], [100].

Die Ratte ist als Spezies fiir die Osteoporoseforschung dahingehend ausreichend
geeignet, als dass ein Kompromiss zwischen KérpergréRe und Haltung bzw. Okonomie
besteht. Dies berichtet Grynpas et al. in seinen Ausfiihrungen zur Knochenqualitat im
Tiermodell der Osteoporoseforschung [39]. Auch ist es maoglich, Interventionen oder
Eingriffe mit dem Setzen von Knochendefekten, Knochenbruchversorgung durch
intramedullare Schienung oder Plattenosteosynthesen bis hin zum Fixateur externe
durchzufuihren. Die kleinen Dimensionen der Tiere weisen laut Zhao et al. allerdings eine
gewisse Ungenauigkeit auf, so dass grofere Versuchsreihen notwendig sein kdnnen
oder letztendlich, der biomechanischen Vergleichbarkeit halber, auf groRere Spezies
zuruckgegriffen werden muss [114]. Eine weitere haufig verwendete Spezies findet sich
mit den Mausen. Uber die genetisch verdnderten ,Knock-out‘-M&use bietet sich
beispielweise die Mdglichkeit Gendefekte zu simulieren sowie zu untersuchen.
Matsushita et al. stellte fest, dass die geringe Lebensdauer der Tiere langere
Beobachtungszeitraume terminiert, so dass die Osteoporoseforschung Mause nur sehr

limitiert einsetzt [71].

4.2.2 Defizitare Diat als Erganzung zur Ovariektomie

Da die Ernahrung ebenfalls einen Einfluss auf die Auspragung der Osteoporose hat, sind
im Tiermodell diatetische MaRnahmen ein Mittel, Osteoporose zu induzieren. Dabei
sollte Govindarajan et al. zu Folge die Applikation von kalzium-, Vitamin-D- sowie
phosphatarmem Futter erfolgen [36]. Zusatzlich sollte dieses phytodstrogenfrei sein.
Phytodstrogene finden sich haufig in hoher Konzentration in Sojaprodukten und kénnen

eine Sexualhormonstoffwechselsituation hervorrufen, welche den Effekt der
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Ovariektomie abschwacht oder aufhebt [44]. Harrison et al. berichtet, dass viele im
Handel erhaltliche Tierfutter auf Sojaproteinen basieren, so dass zur
Versuchsdurchfliihrung Spezialfuttermittel notwendig werden. Diese werden mittlerweile
kommerziell hergestellt und sind im Spezialhandel erhaltlich [44]. Die Arbeitsgruppe von
Han et al. fand heraus, dass eine alleinige Diat jedoch keine Osteoporose induzieren
kann, sondern lediglich eine Osteomalazie hervorruft. Dementsprechend empfiehlt Han

et al. die Futterung grundsatzlich mit anderen MaRnahmen zu kombinieren [42].

In eigener Studie wurde die Ovariektomie mit einer multidefizienten Diat kombiniert, um
eine Osteoporose hervorzurufen. Dies erfolgte basierend auf der Grundlagenforschung
von Bruyére, welcher die Auswirkungen der oben beschriebenen Effekte untersuchte
und feststellte, dass dies der Situation der postmenopausalen sowie senilen
menschlichen Stoffwechselsituation entspricht [15]. Ferner wird durch die
Multidefizienzdiat die fehlende Sonnenlichtexposition mit damit verbundenem Vitamin-
D-Mangel simuliert [46]. Osteoporosebedingte Bewegungsarmut findet sich haufig bei
alteren Menschen und fihrt zu einer Malabsorption oder Minderresorption von Kalzium
im Darm sowie den Nieren. So finden sich in den Ausflhrungen von Nordin et al. zum
Stoffwechsel des Kalziums und der Osteoporose Beschreibungen, dass altere

Menschen haufig mit einem sekundaren Hyperparathyreoidismus auffallen [79].

4.2.3 Radiologisch-diagnostische Methoden zur Untersuchung des
Knochenstatus

Eine vergleichbare Beschreibung des Osteoporosegrades, welche sich als Standard
durchgesetzt hat, ist der T-Score oder T-Wert. Dieser wird mittels Osteodensitometrie
erhoben. Die WHO hat dieses Verfahren aufgrund der Einfachheit und
flachendeckenden Verfuigbarkeit 1994 als Goldstandard der Osteoporosediagnostik
definiert [106]. Die Messung erfolgt in vivo, wobei eine schnelle Aussage Uber den
Knochenstatus und die Knochendichte getroffen werden kann. Zur Auswertung stehen
dem Untersucher die Ergebnisse grolRer Datenbanken zur Verfigung. Es werden
definierte Korperbereiche examiniert sowie die ermittelten Knochenparameter statistisch
aufgearbeitet. Die Messung der Bone Mineral Density (BMD in g/cm?) zeigt eine
Flachendichte, deren Wert anschliefend zum Mittelwert einer Stichprobe gesunder
pramenopausaler Frauen in statistischen Bezug gesetzt wird. Die Einteilung erfolgt in
Standardabweichungen zur Norm und diese werden als T-Wert sowie Z-Wert

angegeben. Der T-Wert beschreibt die Abweichung zur Grundgesamtheit gesunder
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Frauen, der Z-Wert die zur gleichen Altersgruppe. Als Definition flr eine manifeste

Osteoporose wurde von der WHO ein T-Wert von kleiner -2,5 festgesetzt [106].

Ein Nachteil wird von Duque et al. aufgefiihrt und besagt, dass fur die Ratte keine
Datenlagen bzw. groRe Datenbanken des T-Scores wie beim Menschen vorhanden sind.
Erwahnt wird dies auch in der Arbeit von Cummings und Melton im Lancet 2002 [23].
Diesbeziglich kénnen nur absolute Werte genannt werden, was eine Referenz zur
gesunden Population schwierig werden lasst [28]. Somit kénnen in vorliegender
experimenteller Arbeit lediglich Vergleiche zu ahnlich konzipierten Arbeiten gezogen

werden und diese mutmallich auf den Menschen Ubertragen werden.

4.2.3.1 Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA)

Die Ermittlung der Knochendichteparameter erfolgt durch die Osteodensitometrie mittels
Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA). Dieses Verfahren bietet viele Méglichkeiten,
zeigt aber auch Grenzen auf. Die hierbei gemessene Absorption der zwei
unterschiedlich-energetischen Rdntgenstrahlen im Gewebe Iasst eine gewisse
Differenzierung zwischen Weich- und Hartgewebe zu. Zur Diagnostik hat diesbezuglich
Bartl et al. 2011 zusammengefasste Ausfihrungen beschrieben [6]. Er ordnet den
Knochen dem Hartgewebe, die restlichen Kdrperstrukturen dem Weichgewebe zu. Mit
dieser Methode kann allerdings weder das Weich- noch das Hartgewebe weiter
differenziert werden. Dies kommt bei einer ausgepragten Arthrose mit massiven
Verkndcherungen oder beispielsweise bei Metallimplantaten im Bereich der Messung
zum Tragen, so dass hier ein hdherer T-Wert ermittelt wird als das Knochengewebe
tatsachlich hatte [6].

Die DXA-Messung hat sich zum Goldstandard der Osteoporosediagnostik entwickelt [8].
Beim Kleintier hingegen liefert dieses Verfahren zwar valide Werte, jedoch muss
zwingend darauf geachtet werden, dass die Geratschaften Uber einen Kleintiermodus
verfigen. Des Weiteren merkt Yamauchi et al. an, dass eine Messungenauigkeit ohne
Differenzierungsméglichkeit von Kortikalis und Spongiosa bei Interpretation der Daten
zu berucksichtigen ist [111]. Die DVO-Leitlinien von 2017 fuhren hinsichtlich des
Rattenmodells auf, dass die DXA aufgrund kurzer Aufnahmezeit von 3-4 Minuten in vivo
beim sedierten Tier angewendet werden kann. Dabei weist sie eine geringe
Strahlenbelastung von 1-5 uSv auf [24]. Diese Methode kam in dieser Arbeit zur
Anwendung und konnte, wie in der aktuellen Literatur beschrieben wurde, valide Daten

liefern.
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4.2.3.2 Vergleich von DXA zur pqCT und uCT

Weitere Moglichkeiten der in-vivo-Messung der Knochenqualitdt wurden im Kapitel
,Einleitung“ aufgefihrt. Hierbei stellen die periphere quantitative Computertomographie
(pqCT) sowie die Mikro-Computertomographie (UCT) neue Verfahren dar, welche
ebenfalls auf der Absorptionsmessung von Rontgenstrahlen definierter Energie beruhen.
Zu diesen Verfahren hat Bartl et al. Ubersichten erarbeitet [6]. Mit Hilfe der sich um das
zu untersuchende Objekt drehenden Roéntgenréhren-Detektor-Einheit ist eine
dreidimensionale Darstellung der knéchernen und weichteiligen Strukturen moglich. Bei
der pqCT ist die erzielte Auflésung gering und keine sichere Differenzierung der
trabekularen Strukturen mdglich. Ward et al. berichtet, dass die Strahlenbelastung
geringer als bei der uCT ist [104]. Das Verfahren der pqCT erlaubt allerdings die

Differenzierung von Kortikalis und Spongiosa.

Bezuglich der Strahlenhygiene ist der aktuelle Stand der Forschung Duque et al. zu
Folge, hinsichtlich der Auspragung krankhafter Veranderungen des Gewebes durch
Rontgenstrahlung, nicht abgeschlossen [28]. Somit bleibt laut der WHO zur
Osteoporoseforschung und -diagnostik vorerst die DXA-Messung als Goldstandard
[106].

4.3 Knochendichte und -masse mit deren Regulation von Auf-
und Abbau

Eine manifeste Osteoporose liegt bei einen T-Wert von <-2,5 vor. Kanis et al. hat dies in
seiner Arbeit zur Diagnose der Osteoporose bestatigt [52]. Die maximale
Knochenmasse des Menschen wird im Alter von 25-30 Jahren erreicht. Darauffolgend
nimmt sie laut den Ausflihrungen von Bartl et al. physiologischerweise jahrlich um etwa
1 % ab [6]. Somit wird klar, dass ein Aufbau einer hohen peak-bone-mass in der Jugend
ebenfalls zur Prophylaxe einer Osteoporose dienen kann. El Khassawna et al. berichtet,
dass die ,peak-bone-mass” sich bei Ratten im Alter von sechs bis neun Monaten findet
und den Hohepunkt der adoleszenten Knochenmasse kennzeichnet [54]. Im Rahmen
des naturlichen Masseabbaus findet sich ein Zeitpunkt, ab dem osteoporose-assoziierte
Frakturen auftreten kénnen. Entsprechend wird dies als Frakturschwelle bezeichnet. Ein
drastischerer Knochenmasseverlust postmenopausaler Frauen ist aufgrund des
Ostrogenmangels zu verzeichnen. So berichtet Sornay-Rendu et al. 2007, dass in einer
solchen Stoffwechsellage dieser bis zu 4 % jahrlich betragen kann [96]. Studien von Bartl

et al. und Duque et al. haben gezeigt, dass neben hormonell bedingten Einfliissen
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Umwelteinflisse einen grofReren Einfluss auf die Knochendichte haben [6], [28]. Erste
Hinweise liel3en sich diesbezlglich schon in Dequekers Zwillingsstudien im Jahr 1987
finden [27]. Somit wurde bei der Einstallung der Tiere dieser Studie darauf geachtet, die
Umweltfaktoren auszuschalten. Da die Untersuchung des senilen Tiermodells erfolgen
sollte, wurde der Beobachtungszeitraum erst in ihrem sicheren Senium nach 12 Monaten

Lebenszeit begonnen.

4.3.1 Validitat der Knochendichteparameter

Zur Analyse der erhobenen Parameter wurde in vorliegender experimenteller Arbeit
zunachst die Streuung untersucht. Hier zeigte sich, dass die Mittelwerte und die Mediane
dicht beieinander lagen. Somit war von einer homogenen Verteilung gemaf einer Gaul3-
Kurve auszugehen. Die Voraussetzung zur durchfihrbaren, sowie aussagekraftigen
Varianzanalyse war gegeben. Auch fanden sich in der ersten DXA-Messung nach
Einstallung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, was ebenfalls eine
vergleichbare Ausgangslage bestatigte. Diese Gutekriterien werden von Kabisch et al.

fur randomisierte Studien gefordert und in dieser Arbeit erfullt [50].

Bei den DXA-Messungen wurden neben den Knochendichteparametern noch Parameter
fur die Knochenmasse und die Weichgewebeanteile erhoben. Diesbezlglich fanden sich
differierende Signifikanzen, welche jedoch in Zusammenschau die vorliegenden

Gegebenheiten darlegen konnten.

So lagen bei der DXA-Untersuchung signifikante Unterschiede der BMD-Werte zwischen
den Gruppen Diat und Sham (p=0,03) zum Zeitpunkt t=1 sowie OVXD und Sham
(p=0,01) zum Zeitpunkt t=1 vor. Im zeitlichen Verlauf innerhalb aller Gruppen zeigten
sich hingegen keine signifikanten Unterschiede. Diese Tatsache fand sich in keiner

anderen aktuellen Studie.

Beim BMC stellten sich im zeitlichen Verlauf innerhalb der Diat- (p=0,03), OVX- (p=0,04)
und OVXD-Gruppe (p=0,05) signifikante Werte dar. Zu erwahnen ist, dass die Werte
stiegen und nicht erwartungsgemalf abgefallen sind. In der Didtgruppe stiegen diese um
17,4 %, in der OVX-Gruppe um 10,3 %, in der OVXD-Gruppe um 15 % und in der Sham-
Gruppe um 8 % an. Der Vergleich der Diatgruppe mit der Sham-Gruppe brachte
ebenfalls signifikante Ergebnisse mit einem p=0,004 zum Zeitpunkt t=0 und p=0,001 zum
Zeitpunkt t=1 hervor. Ein weiteres signifikantes Ergebnis lag zum Zeitpunkt t=1 beim
Vergleich der OVXD- mit der Sham-Gruppe (p=0,01) vor.
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Zunachst erscheinen die Ergebnisse nicht schllssig. Werden weitere Parameter
herangezogen, lassen sich die Befunde zusammenfihren. Der BMD ist stark Body-
Mass-Index abhangig und bei einem hohen Weichgewebeanteil, respektive Fettanteil,
im Kaorper nicht aussagekraftig. Diese Fehlerquelle beschreibt auch Glastre et al. [34].
Diesbeziglich sind die Werte des BMC reprasentativer, da hier der Fettgewebeanteil
nicht so sehr zum Tragen kommt und zu vernachlassigen ist. Es ist damit zu erklaren,
dass der BMC im Gegensatz zum BMD den absoluten Mineralsalzgehalt widerspiegelt

und nicht eine Flachendichte angibt [34].

Werden die Signifikanzen der Fettgewebsanteile innerhalb jeweiliger Gruppen im
zeitlichen Verlauf betrachtet, zeigte sich eine deutliche Zunahme des Fettgewebes in
allen Gruppen (p=0,02 bis zu p=0,0004). Dies beschrieben auch die Untersuchungen
von Bauer et al. 2015 und Shou et al. 2020 [7], [94]. Die Korrelation der Fett-Werte mit
einerseits den Werten aus BMD und andererseits denen des BMC zeigte, dass der BMC
anscheinend anfalliger hinsichtlich des Einflusses vorhandener Weichteile ist. Bei
signifikanter Zunahme des Fettgewebes stellte sich der BMC mit zunehmenden Werten
dar, wohingegen die Werte des BMD nicht-signifikant fielen. Einzig die Werte der Sham-
Gruppe stellten sich mit einem Anstieg des BMD bei t=1 dar.

Es fanden sich in allen Gruppen Tiere mit insgesamt 6 Tieren mit Weichteiltumoren,
welche einen Einfluss auf die DXA-Messung hatten. Yamamuchi et al. beschriebt den
Einfluss der Weichgewebe auf die Messung, wie in dieser Arbeit beobachtet wurde und
Nakazawa et al. und Thompson et al. berichteten, dass Sprague-Dawley-Ratten daflr
bekannt sind in 41,6 % bis 95,8 % spontan Weichteiltumoren an Becken und Hinterlaufen
zu bekommen [77], [101], [111]. Insbesondere finden sich in maturen Ratten diese
Tumoren. Die haufigsten Entitdten stellten hierbei Keimzelltumoren und
Adenokarzinome der Glandulae mammaria dar [77], [101]. Weiterhin gibt Lelovas et al.
zu bedenken, dass bei Ratten die Wachstumsfugen nicht oder erst in sehr
fortgeschrittenem Lebensalter schlieBen und die Tiere ein lebenslanges Wachstum
zeigen [62]. Somit ist die Knochenmasse bei der Interpretation absolut zunehmend, in
Relation aber differenziert zu betrachten. Das konnte in dieser Arbeit ebenfalls

beobachtet werden.

Zusammenfassend kann berichtet werden, dass durch die DXA-Messung keine
eindeutige Aussage Uber die Induktion einer Osteoporose statistisch belegbar
nachgewiesen werden konnte. Es fand sich ein quantitativ erhéhter Mineralsalzgehalt.
Ferner zeigten sich keine Analogien zur humanen Situation aus den Untersuchungen
der WHO des Jahres 2004 [106].
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In vorliegender experimenteller Arbeit fanden sich im senilen Rattenmodell keine
klassischen Zeichen der Osteoporose, wohingegen in der Versuchsreihe von Bauer et
al. mit jungen Tieren ein rachitischer Aspekt des Knochens beobachtet werden konnte
[7]. Bocker et al. und Govindarajan et al. sahen den Grund darin, dass die
postmenopausale Situation vor der Ausreifung des Knochens der jungen Tiere
hergestellt wurde [10], [36].

Ferner zeigte sich in der vorangegangenen Untersuchung Bauers et al. eine
Rarefizierung des gesamten Knochens, einschliellich Kompakta [7]. Dies lie sich
hingegen in den eigenen Befunden im senilen Modell nicht abbilden. In vorliegender
Untersuchung lag der Substanzverlust vornehmlich in der Spongiosa vor. Dargelegt wird
dies im Folgenden in der Diskussion der eigenen histomorphometrischen und

lichtmikroskopischen Ergebnisse.

Anliker et al. zufolge finden sich 80 % der Knochenmasse in der Kortikalis wieder [2].
Dies ist auch die Beobachtung in der vorliegenden experimentellen Arbeit. Zudem
begann die Beobachtungszeit mit 12 Monaten Lebenszeit der Tiere, was ihrer ,peak-
bone-mass“ entspricht. Es ist weiterhin zu beachten, dass Ratten ein lebenslanges
Wachstum bei offenen Epiphysenfugen aufzeigen. Duque et al. und Levolas et al.
beschreiben diese Tatsache in ihren Arbeiten [28], [62]. Dies lasst auch die weiterhin

hohen Werte von BMD und BMC logisch erscheinen.

Betrachtet man die Untersuchung an senilen Ratten, so fanden sich im Gegensatz zu
den jungen Ratten, keine eindeutigen Abnahmen der Knochendichte-Parameter.
Diesbezuglich lasst sich nur bei der ovariektomierten Steroidgruppe (OVXD) eine
Signifikanz im zeitlichen Verlauf mit einem abnehmenden BMD (p=0,002) finden. Dies

ist als Zeichen der Osteoporoseauspragung gewertet worden.

4.4 Bewertung der deskriptiven Lichtmikroskopie

Die Osteodensitometrie ist gemal Kanis et al. ein unverzichtbares Werkzeug im
klinischen Alltag, um die Detektion einer Osteoporose adaquat umsetzen zu kénnen [52].
Die Untersuchung der zellularen Ebenen wird, den Ausfihrungen Khuranas nach, durch

die Lichtmikroskopie ermoglicht [55].

Der Knochen erscheint nicht als ein leicht anfalliges Organ hinsichtlich &uRerer
Einflisse. Er reagiert allerdings auferst sensibel auf Hypovitaminose von Vitamin D,

Kalziummangel sowie Inaktivitat. Um solch eine Situation zu generieren, wurden im
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vorliegenden Rattenmodell sowohl eine defiziente Diat und Ovariektomie als auch
Ovariektomie mit Steroidgabe inklusive defiziente Diat angewandt. Bruyere et al., Lips
et al. und Nordin et al. haben diesbezlglich in ihren Arbeiten berichtet, dass die
genannten Methoden geeignet sind Osteoporose zu induzieren [15], [63], [79]. In einer
vorangegangenen Studie von El Khassawna et al. 2013 wurde die lichtmikroskopische
Deskription mit Darstellung von rarefiziertem und verplumptem Trabekelwerk
beschrieben [54]. Dies galt als Ausdruck der Osteomalazie wie bei der Rachitis des
unreifen Skeletts. Diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden experimentellen
Arbeit nicht gemacht werden. Ursachlich scheint hier zu sein, dass die Untersuchungen
am reifen Rattenskelett erfolgten und nicht an heranwachsenden Ratten. Lelovas et al.

hat dies in seinen Studien ebenfalls festgestellt [62].

In vorliegender Untersuchung fand sich nach einem Beobachtungszeitraum von 12
Monaten eine Rarefizierung des Trabekelwerks mit einer alle Gruppen betreffende
uneinheitliche Auspragung der Verplumpung der Trabekel. Dies lasst sich daran
ablesen, dass keine Gruppe beziglich der Trabekeldicke signifikant differiert.
Signifikante Tendenzen hinsichtlich einer insgesamt dinner ausgepragten
Trabekelstruktur mit einem mittleren Trabekeldurchmesser von 30881 um finden sich bei
den Tieren der OVXD-Gruppe und bestatigen somit die Induktion einer Osteoporose.
Gemaly Duque et al. ist zu bedenken, dass bedacht werden muss, dass die DXA-
Messung flur die Trabekeldicke nicht zwischen Kortikalis und Trabekel unterscheiden
kann und Pietschmann et al. beschreibt, dass die Kortikalis bei der Ratte nahezu
unbeeintrachtigt von der Osteoporoseentwicklung bleibt [28], [83]. Dies wird ebenfalls in
den Untersuchungen von Morris et al. 1992, Laib et al. 2000 und Yang et al. 2003
beschrieben [59], [75], [112]. Zusatzlich findet sich aber auch in der Shamgruppe eine
Ausdunnung des Trabekelwerkes bei Reduktion der Flache, welche allerdings in der
DXA nicht deutlich zum Tragen kommt. Die Sham-Gruppe ist die einzige Gruppe mit

einer Verminderung der Trabekelflache.

Zu beachten ist weiterhin, dass die Untersuchungen in genannten Studien am jungen
Rattenskelett erfolgten und dementsprechend nur bedingt auf die senilen Tiere

Ubertragbar sind.

Im dabei angewendeten Tiermodell konnen jedoch Analogien zum Menschen
beschrieben werden, da Untersuchungen von Lips et al. 2001 bewiesen, dass der
alternde Mensch haufig an einem Vitamin D-Mangel mit sekundarem
Hyperparathyreoidismus leidet und dieser Zustand durch Ovariektomie und Diat in den

Tieren der vorliegenden experimentellen Arbeit hervorgerufen wurde [63].
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4.5 Histomorphometrische Analyse der Trabekeldicke

In der Auswertung der HE-gefarbten Praparate der Histomorphometrie wurde sowohl ein
Augenmerk auf die Absolutwerte der Trabekeldicke als auch auf die Verhaltnisse der
Trabekelflache gelegt. Die Auswertung der Daten wurde zum einen deskriptiv sowie
andererseits durch ANOVA zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt t=1 durchgefihrt. Als
Referenz diente die Kontrollgruppe, welche direkt nach Einstallung zum Zeitpunkt t=0
euthanasiert und prapariert wurde. Die Kontrollgruppe liegt im Zeitraum der peak-bone-
mass zu Beginn des natirlichen Abfalls der Trabekelflache der Tiere. Dieser Zeitpunkt
konnte in den vorangegangenen Arbeiten von Bauer et al. und Egermann et al. bestatigt
werden [7], [29]. So fand sich laut Pietschmann et al. 2007 zusatzlich eine Besonderheit
der Sprague-Dawley-Ratten, welche darin besteht, dass die Kortikalis bei der
Ausdlinnung des Trabekelwerkes anscheinend unbeeinflusst bleibt [83]. Dies wird auf
das ausbleibende Remodelling bei Nagetieren zuriickgefiihrt. Diese Prozesse sind
jedoch gering und nicht signifikant, so dass dies zwar erwahnt werden muss, jedoch
vernachlassigt werden kann. Der Zeitpunkt des Eintritts einer Osteoporose wiirde, nach
den Untersuchungen von Pietschmann et al. 2007, die Lebensdauer der Tiere weit
Ubersteigen [83]. In der vorliegenden experimentellen Arbeit zeigt sich jedoch genau
diese Besonderheit mit verschiedener Auspragung der Rarefizierung des
Trabekelwerkes bei erhaltener Trabekelarchitektur mit einer kaum sichtbar veranderten

Kortikalisstruktur.

Bei den Tieren der einzelnen Gruppen lie} sich diese Aussage bestatigen, so dass
zwischen einigen Gruppen signifikante Unterschiede in der trabekuldren Dicke
bestanden. Zu finden waren diese Unterschiede zwischen den Gruppen Diat - OVX
(p=0,003), Diat - OVXD (p=0,01) und im Vergleich der Diat mit der Sham-Gruppe
(p=0,006). Erstaunlicherweise zeigte sich eine hochsignifikante Abnahme der
Trabekeldicke bei der Sham-Gruppe mit p=0,001, so dass man hier postulieren kann,
dass sich im senilen Rattenmodell in dieser Gruppe eine natirliche Osteoporose
einstellte. Des Weiteren nahm die trabekulare Dicke in der OVXD-Gruppe in Vergleich
zur Kontrollgruppe ab (p=0,05), was der erwarteten Induktion einer Osteoporose

entspricht.

Die Gewichtszunahme der DXA-Messung der vorliegenden Untersuchung lasst indirekt
auf eine Bewegungsarmut durch Unwillen an Aktion schlieen, was ebenfalls mit dem
Leiden an Osteoporose in Zusammenhang gesehen wird. Dieses Verhalten wurde auch
in den vorangegangenen Arbeiten von Bauer et al. 2015 und Francisco et al. 2011

beobachtet [7], [32]. Bauer et al. fand weiterhin heraus, dass die Tiere, analog zum
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Menschen, an einer Hyperinsulinamie und vermehrtem Adreno-Kortikotropen-Hormon-
Spiegel litten [7]. In Franciscos et al. Studie waren die Tiermodell mit 44 Wochen zwar
deutlich jlinger, zeigten allerdings ebenfalls die in der eigenen Studie vermutete
Bewegungsarmut auf [32]. In der Arbeit von Bauer et al. fanden sich nach einer
Beobachtungszeit von 12 und 14 Monaten eine Vermehrung der Adipozyten im
Knochenmark mit einer signifikanten Rarefizierung der Trabekelstrukturen und
kompensatorischer Verdickung der verbliebenen Trabekel [7]. Histologisch wurde bei

Govindarajan et al. das Bild einer Osteomalazie beschrieben [37].

Eine mdgliche Erklarung lieferte die Untersuchungen von Cui et al. 1997 [22]. Dabei
beschrieb er, dass die Steroidapplikation Einfluss auf den Fettstoffwechsel mit einer
konsekutiven Hyperlipidamie hat. Dies bewirkt die Adipogenese. Bewiesen wurde dies
durch die Behandlung pluripotenter Stammzellen aus dem Knochenmark, welche mit
Dexamethason zur Ausdifferenzierung in reife Adipozyten und somit zur Verringerung
der Ausdifferenzierung der Osteoblasten flhrte. Im Resultat endet dies in einer primaren
Schadigung des Knochens durch fehlende Osteoblasten und sekundar in einer
Verdrangung der Osteoblasten und der Trabekelstrukturen durch die Fettzellen selbst.
Klinische Relevanz findet dies in der Entitat aseptischer Knochenmarknekrosen, welche
histopathologisch ein solches Bild bieten [22]. Eine Verfettung des Knochenmarks liel3
sich auch in vorliegender Arbeit beobachten und wurde in Folge des gerade
beschriebenen als Alterungsprozesses im Rahmen einer Osteoporose als solche

gewertet.

In der vorangegangenen Studie von Bauer 2015 et al. wurden die Praparate weiter
aufgearbeitet und mittels Versilberung mit der ,von Kossa-Methode® angefertigt [7]. Das
Ergebnis war der Nachweis einer unvollstadndig mineralisierten Knochengrundsubstanz.
Dies zeigten auch Untersuchungen von Govindarajan et al. und El Khassawna et al. [36]
[54]. 2014 wurde von Govindarajan et al. eine vermehrte Kollagen-I-Synthese bei der
Behandlung von Ratten mit Ovariektomie in Kombination mit einer defizitdren Diat
festgestellt [36]. Diese Erkenntnisse kénnen nicht ohne weiteres auf die Tiere dieser
Arbeit Ubertragen werden, da die Untersuchung hier am reifen Rattenskelett erfolgte.
Ferner sind zur Uberpriifung mdglicher Analogien dementsprechende weitere
Farbungen notwendig, die nicht Gegenstand dieser experimentellen Arbeit waren.
Allerdings sind Ahnlichkeiten vorhanden, welche auf einen gleichen Mechanismus der

Knochenmarktransformation schlieRen lassen.

Manolagas et al. hat dies ausfihrlich in seiner Arbeit beschrieben [70]. Die Produktion

von Interleukin-6 durch stromale osteoblastische Zellen, sowie die Reaktion von
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Knochenmarkszellen auf Zytokine, wie Interleukin-6 und Interleukin-11, wird durch
Sexualhormone reguliert. Wenn die Gonadenfunktion verloren geht nimmt die Bildung
von Osteoklasten sowie Osteoblasten im Knochenmark zu, wobei beide Veranderungen
offensichtlich durch eine Zunahme der Produktion von Interleukin-6 und méglicherweise
durch eine Zunahme der Reaktion von Knochenmark-Vorlauferzellen nicht nur durch
Interleukin-6  vermittelt werden, sondern auch durch andere Zytokine mit
osteoklastogenen und osteoblastogenen Eigenschaften. Die zellulare Aktivitat des
Knochenmarks wird auch durch den Alterungsprozess verandert. Insbesondere kann im
Senium die Fahigkeit des Knochenmarks verringert sein, Osteoblastenvorlaufer zu
bilden [70]. Der Zusammenhang zwischen der Dysregulation der Osteoklasten- oder
Osteoblastenentwicklung im Knochenmark und der Stérung des Gleichgewichts
zwischen Knochenresorption und Knochenbildung, die zum Knochenverlust fihrt, kann
die in vorliegender experimenteller Arbeit beobachteten Befunde erklaren.

Nach Ansicht von Rauch et al. 2010 konnte als Ursache der Rarefizierung des
Trabekelwerkes eine Hemmung des Transkriptionsfaktors AP-1 in den Osteoblasten
dingfest gemacht werden [85]. AP-1 ist verantwortlich fir die Bildung von Interleukin-11
und als zentrales Steuerelement der Osteoblastenausdifferenzierung zu sehen [85]. Bei
Vorhandensein von Kortikosteroiden wird die Ausschuttung von Interleukin-11
herunterreguliert, was letztendlich zu einer gestérten Osteoblastenfunktion mit
inadaquater Osteogenese fiihrt [85]. Die eigenen Ergebnisse zeigten ebenfalls eine
Rarefizierung des Trabekelwerkes am osteoporotischen Knochen mit teils verplumpten
Bereichen. Jedoch findet sich kein so stark rarefiziertes Trabekelwerk, wie in den
anderen Studien. Dies liegt mit ziemlicher Sicherheit am spaten Beginn des
Beobachtungszeitraums nach dem Zeitpunkt der peak-bone-mass, nachdem sich schon

eine normale Knochenarchitektur ausgebildet hat.

4.6 Histomorphometrische Analyse der Trabekelflache

Die histomorphometrische Analyse der Trabekelflache ist analog zur Analyse der
Trabekeldicke zu sehen. Hier wurden die Parameter in gleicher Weise erhoben und
ausgewertet. Betrachtet man die trabekulare Flache, wiesen bis auf die Sham-Gruppe
alle Gruppen eine signifikante Erhéhung der Flache im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
Die Werte lagen mit 203425 um? in der OVX-Gruppe, 244173 um? in der OVXD-Gruppe
und 272279 um? in der Defizienzdiat-Gruppe deutlich Gber dem Ausgangswert von
166948 um? in der Kontrollgruppe. Signifikant war hierbei die Erhdhung der trabekularen

Flache, bis auf die Sham-Gruppe, in allen Gruppen. In der Sham-Gruppe fand sich ein
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erwahnenswerter Abfall der Flache von 100890 um?, so dass man hier von einer
Beobachtung der nattrlichen Osteoporose des Rattenknochens sprechen kann. Dieser
Abfall war mit p=0,005 ebenfalls signifikant. Die Betrachtung ist bei der Analyse der
Trabekelflache, wie auch bei der Trabekeldicke, differenziert zu betrachten. Es ist hier
ebenfalls zu beachten, dass das Diagnostikinstrument der DXA laut Duque et al. nicht

zwischen Kortikalis und Trabekelwerk unterscheiden kann [28].

Die Beobachtungen erklaren sich durch eine Minderung der Gesamtanzahl der Trabekel,
wobei die einzelnen Trabekel insgesamt sowohl inhomogen strukturiert als auch
verplumpt und mit grober in der Struktur waren. Die neu formierte spongiése Struktur
fuhrte zu einer Erhéhung der Gesamtflache. Einzig in der Sham-Gruppe zeigten sich die
Trabekel zarter, was die Verminderung der Flache erklart. Die Zunahme war dabei nicht
zwischen allen Gruppen einheitlich ausgepragt. So fanden sich signifikante
Unterschiede zum Zeitpunkt t=1 zwischen den Gruppen Diat - OVXD (p=0,04), Diat -
Sham (p=0,000025) und OVX - Sham (p=0,003). Die Ergebnisse dieser Arbeit decken
sich mit der Untersuchung der WHO von 2004 [106]. Hier wird ebenfalls der Verlust an
spongidsem Knochen mit Rarefizierung und Verplumpung des Trabekelwerkes
beschrieben. Weiterhin ist die Tatsache zu bedenken, dass zwar die trabekularen
Strukturen schwinden, die Kortikalis der Sprague-Dawley-Ratten Pietschmann et al. zu
Folge nicht in den Prozess der Osteoporose einbezogen ist [83]. Die Kortikalisstrukturen
kamen bei der Ermittlung der Trabekelflache zum Tragen, da auch das
Auswertungsprogramm ImageJ®, wie schon erwahnt, nicht zwischen Kortikalis und

Spongiosa differenzieren kann.

In einer vorangegangenen Untersuchung von El Khassawna et al. 2013 fand sich ein
Knochen mit rachitischen Aspekt [54]. Dies liegt an der Tatsache, dass die Osteoporose
bei diesen Tieren mit unreifem Knochen induziert wurde. In vorliegender Arbeit hingegen
wurde die Osteoporoseinduktion an reifen Rattenskeletten begonnen. Bartl et al. und
Hyppdnen et al. berichten, dass beim Menschen im Alter haufig Mischformen von
Osteoporose, Osteomalazie und sekundarem Hyperparathyreoismus vorliegen [6], [46].
Diesbezuglich kann postuliert werden, dass die unterschiedlichen Ergebnisse der
trabekularen Flache sowie der trabekuladren Dicke auf diese Tatsache zurlckzufihren

sind.
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4.7 Analyse der lichtmikroskopischen Untersuchung

Die Auswertung der lichtmikroskopischen Analyse der Praparate zeigte, dass die
Kortikalisstrukturen der einzelnen Gruppen kaum Unterschiede aufzeigten. Dies ist im
Einklang mit den Ausflhrungen von Pietschmann et al., die beschrieben, dass die
Kortikalisstruktur der in dieser Arbeit verwendeten Sprague-Dawley-Ratten in der Regel

unbeeinflusst von osteoporotischen Prozessen bleibt [83].

In der lichtmikroskopischen Betrachtung konnte allerdings die Kortikalis von der
Trabekelflache differenziert werden. So lieR sich in der Kontrollgruppe eine
Trabekelflache von 6,6 % finden. Die Diatgruppe zeigte eine Flache von 16,7 %, die
OVX-Grupp eine von 8,7 % und die OVXD-Gruppe eine Flache von 16,1 % auf. Die
Trabekelflache der Sham-Gruppe fand sich mit 5,2 %. Insgesamt liel3 sich eine gute
Beurteilung der Morphologie erstellen, in der sich eine weitestgehend erhaltene
Trabekelarchitektur mit unterschiedlicher Veranderung der Trabekelstruktur beobachten
lieR. So waren Sham- und Kontrollgruppe wesentlich unbeeinflusst von Veranderungen,
wohingegen die OVXD-Gruppe deutliche Veranderungen im Sinne einer osteoporotisch
veranderten Struktur aufwies. Die Arbeiten von El Khassawna et al. und Govindarajan
et al. zeigten eine ahnliche Beobachtung [36], [54]. Andere Studien beschreiben
allerdings eine Rarefizierung mit konsekutiver Ausdinnung des Trabekelwerks. So
benennen Morris et al., Laib et al. und Yang et al. genau dieses morphologische
Erscheinungsbild. Im Rahmen dieser Studien wurden jedoch deutlich jingere Tiere im
Alter von 12 bis 44 Wochen untersucht und die Ausbildung eines adulten Knochens war
noch nicht abgeschlossen [59], [75], [112].

Das typische Erscheinungsbild einer senilen Osteoporose mit einer ausgepragten
Markraumverfettung fand sich in den Praparaten der OVX- und OVXD-Gruppe. Die
Diatgruppe zeigte ebenfalls eine deutlich Markraumverfettung. In der Arbeit von Cui et
al. konnten die in der eigenen Arbeit erhobenen Befunde bestatigt werden [22]. Dabei
wurde beschrieben, dass eine Kortikoidapplikation zu einer Hyperlipidamie fuhrt und

eine Fetteinlagerung in das Knochenmark begunstigt.
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5 Schlussfolgerung

Bei der beschriebenen und diskutierten Datenlage ist die Alternativhypothese mit einer
nachweisbaren Osteoporose am senilen Rattenskelett in der OVXD- und Sham-Gruppe

anzunehmen.

Die trabekuldren Strukturen wiesen sowohl eine Rarefizierung, ahnlich der bei
Osteoporose, als auch eine Verplumpung auf. Dies bedeutet, dass die Trabekelstruktur
abnahm und gleichzeitig grober wurde. Insgesamt fuhrte es zu einer Zunahme der Dicke
und Flache bei gleichzeitiger Abnahme der trabekularen Gesamtzahl. Bei Steroidgabe
findet sich eine primare Schadigung des trabekularen Knochens sowie eine Induktion
der Adipogenese, welche sich ebenfalls im Knochenmark finden lasst. Es kann
angenommen werden, dass dies ebenso durch eine Fettleibigkeit hervorgerufen werden
kann, da alle Tiere in diesem Versuch massiv an Gewicht zunahmen und eine
Verdrangung der trabekularen Strukturen zu finden war. Die Fettleibigkeit mit
Bewegungsarmut konnte zusatzlich durch die Haltung in Kafigen begunstigt sein. Der
makroskopische Aspekt der Knochenpraparate zeigte das eindeutige Bild eines
osteoporotischen Knochens. Untermauern lasst sich dies mit der Abnahme der
trabekularen Dicke in der OXVD- und Sham-Gruppe, wobei nur in der Sham-Gruppe
eine zusatzliche Abnahme der Trabekelflache zu finden war, da die Trabekelstruktur in

der OVXD-Gruppe verplumpt zu finden war.

Im Zuge der DXA-Messung ist die Masse des Weichgewebes zu beachten. Da die Tiere
insgesamt mit einer Gewichtzunahme reagierten, kann die DXA-Messung schon
aulierhalb der Toleranzgrenzen des BMI liegen. Fur Ratten gibt es diesbezuglich keine
Referenzwerte. Es kann angenommen werden, dass das Korpergewicht aufgrund der
Osteoporose mit konsekutiver Bewegungsarmut stieg, die DXA-Messung dadurch

allerdings nicht eindeutig verwertbar wurde.

AbschlieRend kann in dieser experimentellen Arbeit eine Induktion der Osteoporose am
senilen Rattenknochen mit einer signifikanten Abnahme der Knochendichte und der
Trabekeldicke in der OVXD-Gruppe beobachtet werden. Die Sham-Gruppe zeigte den
nattrlichen Osteoporoseverlauf der Tiere. Die anderen Gruppen wiesen ebenfalls
genannte Veranderungen auf. In der statistischen Auswertung konnten diese jedoch

nicht signifikant belegt werden.
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6 Zusammenfassung

Abschlie3end kann in dieser experimentellen Arbeit von einer Induktion der Osteoporose
am senilen Rattenknochen mit einer signifikanten Abnahme der Knochendichte und der
Trabekeldicke in der OVXD-Gruppe gesprochen werden. Die Shamgruppe lie3 den

natlrlichen Osteoporoseverlauf der Tiere beobachten.

Die Osteoporose spielt in den westlichen Industrienationen eine immer gréf3ere Rolle
und ist gleichzeitig eine der am haufigsten nicht ausreichend wahrgenommenen
Krankheiten der alternden Bevdlkerung. In dieser experimentellen Arbeit sollte
herausgearbeitet werden, ob es Unterschiede bezlglich einer Osteoporoseentwicklung
zwischen und innerhalb der einzelnen Gruppen gab. Ebenso galt es zu Vergleichen, ob
Unterschiede zu gleich behandelten jungen Ratten vorlagen. Die Durchflihrung erfolgte
hier an senilen Ratten, um die gesetzten Einflusse und Reize am reifen Skelett zu

analysieren.

Es wurden insgesamt 47 weibliche Ratten des Typus Sprague-Dawley im Alter von 12
Monaten in unterschiedliche Gruppen randomisiert. Zum Eintritt in den
Beobachtungszeitraum haben die Tiere 5 Wirfe von Jungtieren durchlebt und wurden
mit handelstblichem Futter erndhrt. Ab dem Zeitpunkt des Eintritts in den Versuch wurde
eine multidefiziente Diat appliziert und gemal der Randomisierung in die Gruppen
zusatzlich eine Ovariektomie, eine Ovariektomie mit Dexamethasongabe und eine
Scheinoperation zur Simulation der Stressfaktoren einer Ovariektomie durchgefuhrt.

Die Kontrolle erfolgte durch eine DXA-Untersuchung in Sedierung 2 Wochen nach der
Operation und nach 12 Monaten Beobachtungszeit. Eine Kontrollgruppe wurde
unmittelbar nach der Einstallung euthanasiert und nach der DXA-Messung zur
Histomorphometrie prapariert. Alle anderen Gruppen wurden im Anschluf® an die
Euthanasie nach 12 Monaten Beobachtungszeitraum prapariert und Hamatoxylin-Eosin-
gefarbte Praparate von linkem Femur sowie linker Tibia der Histomorphometrie durch
das ImageJ®-Programm zugeflihrt sowie hinsichtlich trabekuldrer Flache und Dicke

ausgewertet.

Die Auswertung der DXA-Messung hat fir den BMD ergeben, dass eine nahezu
homogene Ausgangslage zum Beginn der Einstallung vorlag. Signifikante Differenzen
fanden sich weder bei der Knochendichte (BMD) und beim Mineralsalzgehalt (BMC),
noch beim Korperfettanteil. Die Diat-Gruppe zeigte zu Beginn den hdchsten und die
Kontrollgruppe den geringsten BMD. Betrachtet man den Mineralsalzgehalt des

Knochens, so ist dieser zu Beginn der Standzeit in der OVXD-Gruppe am hdchsten und
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bei der Kontrollgruppe am niedrigsten. Der hdchste Koérperfettanteil ist in der ersten
Messung zum Zeitpunkt t=0 in der Diatgruppe zu finden und lasst sich mit den
niedrigsten Werten in der Kontrollgruppe feststellen. Im Verlauf fallen die Werte der

Knochendichte in der OVXD-Gruppe signifikant ab.

Im Zuge der DXA-Messung ist die Masse des Weichgewebes zu beachten. Da die Tiere
insgesamt mit einer Gewichtzunahme reagierten, kann die DXA-Messung schon
aullerhalb der Toleranzgrenzen des BMI liegen. Fir Ratten gibt es diesbeziglich keine
Referenzwerte. Es kann angenommen werden, dass das Kérpergewicht aufgrund der
Osteoporose mit konsekutiver Bewegungsarmut stieg, die DXA-Messung dadurch
allerdings nicht eindeutig verwertbar wurde. Somit ist das Weichgewebe als Stérfaktor

Zu benennen.

Zum Ende der Standzeit zeigte die Sham-Gruppe als einzige einen Anstieg der
Knochendichte, alle anderen Gruppen fielen in den gemessenen Werten. Einen Anstieg
des Mineralsalzgehaltes des Knochens lie} sich iber die Dauer des Experimentes bei
allen Gruppen finden. Ebenso lie3 sich eine Zunahme des Korperfetts in allen Gruppen

beobachten.

Zum Vergleich der einzelnen Gruppen in der histomorphometrischen Auswertung
untereinander erfolgte die Varianzanalyse durch die einfaktorielle ANOVA. Als
ProbengroRe wurde die Summe der angefertigten Knochenschnitte der jeweiligen
Gruppen zu Grunde gelegt, um statistisch valide Ergebnisse zu erhalten. Verglichen

wurden die Werte der trabekularen Dicke der einzelnen Gruppen.

So finden sich hochsignifikante Werte bei der Auswertung der trabekularen Dicke und
der trabekularen Flache jeweils in den Gruppenpaarungen Kontrolle-Sham und Diat-
Sham. Betrachtet man die trabekuldare Dicke und Flache ist eine

Osteoporoseentwicklung in der Sham-Gruppe zu postulieren.

Die Auswertung der Lichtmikroskopie der Knochenschnitte erfolgte deskriptiv. In allen
Gruppen fand sich eine verschieden stark ausgepragte Markraumverfettung als Zeichen
des Alterungsprozesses. Insbesondere wurde dies in den Gruppen OVX und OVXD
festgestellt. Die groRte Rarefizierung des Trabekelwerkes mit Markraumverfettung fand
sich in der OVXD-Gruppe als Ausdruck einer postmenopausalen Osteoporose. In der
Sham-Gruppe liel3 sich mit einer Rarefizierung des Trabekelwerkes ohne wesentliche
fettige Markraumdegeneration ein naturlicher Altersprozess beobachten. Der
makroskopische Aspekt der Knochenpraparate zeigte das eindeutige Bild eines

osteoporotischen Knochens. Untermauern lasst sich dies mit der Abnahme der
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trabekularen Dicke in der OXVD- und Sham-Gruppe, wobei nur in der Sham-Gruppe
eine zusatzliche Abnahme der Trabekelflache zu finden war, da die Trabekelstruktur in

der OVXD-Gruppe verplumpt erschien.

Bei der hier beschriebenen und diskutierten Datenlage ist die Alternativhypothese mit
einer nachweisbaren Osteoporose am senilen Rattenskelett in der OVXD und der Sham-
Gruppe anzunehmen. Der Vergleich zum juvenilen Rattenknochen kann nicht ohne
weiteres beantwortet werden, da es im juvenilen Knochen zu einer rachitischen und nicht
zu einer osteoporotischen Veranderung kommt. Die lichtmikroskopischen und
histomorphometrischen Daten zu den DXA-Ergebnissen zeigen differierende
Ergebnisse, lassen sich allerdings bei genauer Betrachtung in einer verminderten
Trabekelstruktur zusammenfihren und bestatigen somit die Alternativhypothese fir

diese Fragestellung.
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7 Summary

In conclusion, this experimental work can be said to induce osteoporosis on the senile
rat bone with a significant decrease in bone density and trabecular thickness in the
OVXD group. The sham group observed the natural course of osteoporosis in the

animals.

Osteoporosis is playing an increasingly important role in western industrialized nations
and is at the same time one of the most frequently under-recognized diseases of the
aging population. The aim of this experimental work was to find out whether there were
differences in the development of osteoporosis between and within the individual groups.
It was also necessary to compare whether there were any differences from young rats
treated equally. This was carried out on senile rats to analyze the influences and stimuli

on the mature skeleton.

In total, 47 female Sprague-Dawley rats aged 12 months were randomized into different
groups. At the start of the observation period, the animals had 5 litters of young animals
and were fed with commercially available feed. From the time of entering the trial, a
multideficient diet was administered and, according to the randomization into the groups,
an additional ovariectomy, an ovariectomy with dexamethasone administration and a

sham operation to simulate the stress factors of an ovariectomy were performed.

The control was carried out by means of a DXA examination in sedation 2 weeks after
the operation and after 12 months of observation. A control group was euthanized
immediately after placement and prepared for histomorphometry after DXA
measurement. All other groups were prepared after euthanasia after a 12-month
observation period and hematoxylin-eosin-stained specimens from the left femur and left
tibia were subjected to histomorphometry by the ImageJ® program and evaluated for

trabecular area and thickness.

The evaluation of the DXA measurement showed for the BMD that there was an almost
homogeneous starting position at the beginning of the installation. Significant differences
were found neither in the bone density (BMD) and in the mineral salt content (BMC), nor
in the body fat percentage. The diet group initially showed the highest and the control
group the lowest BMD. If one looks at the mineral salt content of the bone, it is highest
in the OVXD group at the beginning of the service life and lowest in the control group.

The highest percentage of body fat is found in the first measurement at time t=0 in the
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diet group and can be found with the lowest values in the control group. Over the course

of time, the values of bone density in the OVXD group decrease significantly.

The mass of the soft tissue must be taken into account in the course of the DXA
measurement. Since the animals reacted with an overall weight gain, the DXA
measurement can be outside the tolerance limits of the BMI. There are no reference
values for rats in this regard. It can be assumed that the body weight increased with
consecutive lack of exercise due to osteoporosis, but the DXA measurement was

therefore not reliable. The soft tissue is therefore to be named as a disruptive factor.

At the end of the service life, the Sham group was the only one to show an increase in
bone density; all other groups fell in the measured values. An increase in the mineral salt
content of the bones was found in all groups over the duration of the experiment. An

increase in body fat was also observed in all groups.

To compare the individual groups in the histomorphometric evaluation with each other,
the analysis of variance was carried out by the one-way ANOVA. The sum of the bone
sections of the respective groups was used as the sample size in order to obtain
statistically valid results. The trabecular thickness values of the individual groups were

compared.

Highly significant values can be found in the evaluation of the trabecular thickness and
the trabecular area in the control-sham and diet-sham groups. If one looks at the
trabecular thickness and area, osteoporosis development in the Sham group can be

postulated.

The light microscopy of the bone sections was evaluated descriptively. In all groups there
was a varying degree of intracellular obesity as a sign of the aging process. In particular,
this was found in the groups OVX and OVXD. The greatest rarefication of the trabecular
meshwork with intramedullary canal fat was found in the OVXD group as an expression
of postmenopausal osteoporosis. In the Sham group, a natural aging process was
observed with a re-identification of the trabecular mechanism without significant fatty
marrow degeneration. The macroscopic aspect of the bone specimens showed the clear
picture of an osteoporotic bone. This can be substantiated by the decrease in the
trabecular thickness in the OXVD and Sham group, whereby an additional decrease in
the trabecular area was only found in the Sham group, since the trabecular structure in

the OVXD group appeared to be plumped up.

With the data situation described and discussed here, the alternative hypothesis with a

detectable osteoporosis on the senile rat skeleton in the OVXD and the Sham group can
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be assumed. The comparison to the juvenile rat bone cannot be answered easily since
there is a rachitic and not an osteoporotic change in the juvenile bone. The light
microscopic and histomorphometric data for the DXA results show different results, but
can be brought together in a reduced trabecular structure on closer inspection and thus

confirm the alternative hypothesis for this question.
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gleicher oder ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehérde zum Zweck einer
Promotion oder eines anderen Prifungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen
Quellen und von anderen Personen tibernommene Material, das in der Arbeit verwendet
wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht.
Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt und indirekt an der Entstehung
der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.*

Ort/Datum Unterschrift

106



