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Einleitung

1 Einleitung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung. Sie zeichnet sich durch eine
verminderte Knochenmasse und gestorte Mikroarchitektur des Knochens aus mit der
Folge einer vermehrten Instabilitit und vermehrter Knochenbriche [45]. Diese
Fragilitatsfrakturen, die schon nach minimalen Traumata des alltdglichen Lebens
auftreten, fuhren bei den Betroffenen zu erheblichen Schmerzen, Leiden, Einschrankung
und sogar verminderter Lebenserwartung. Schatzungsweise litten im Jahr 2010 in Europa
22 Millionen Frauen und 5,5 Millionen Ménner an Osteoporose mit einem neuen
Auftreten von 3,5 Millionen Fragilitatsfrakturen. Die daraus resultierende wirtschaftliche
Belastung wird auf 37 Milliarden Euro jahrlich geschatzt [88]. Aufgrund der
zunehmenden Lebenserwartung sind die Zahlen weiter steigend.

Das Auftreten der Osteoporose ist multifaktoriell bedingt [174]. Als wichtigste Trigger
werden der postmenopausale Hormonmangel [167], die Langzeit-Glukokortikoid-
Einnahmen [44, 225], der Vitamin D-Mangel [157], die Immobilitat [36] und der
altersbedingte Knochenverlust [110] angenommen. Diese Trigger sorgen dafur, dass im
sich stetig erneuernden Knochen ein Ungleichgewicht zwischen den knochenauf- und den
knochenabbauenden Prozessen herrscht. Folge sind eine Abnahme der Knochenmasse,
ein  Wandel der Knochenmorphologie (Form und Mikroarchitektur) sowie eine
Verdanderung der Knocheneigenschaften (Dichte, Mineralisation, Kollagene und
Mikrobriiche), welche gemeinsam in einer verminderten Knochenstérke miinden [137].
Um die medizinische Behandlung der Osteoporose zu verbessern und die
gesellschaftlichen Folgen zu mildern, ist es wichtig, den wissenschaftlichen
Erkenntnisgewinn voranzutreiben. Dazu ist es notwendig, weitere Erkenntnisse tber die
defizitdre Mineralisation im osteoporotischen Knochen zu gewinnen. Die aktuell
benutzerabhangige und sehr zeitaufwandige Histomorphometrie bedarf der Etablierung
neuer automatisierter Methoden. Aulerdem mangelt es an einem bestmoéglichen und
umfassend umschriebenen Groftiermodell der Osteoporose zur Entwicklung und Testung

neuer Knochenersatzstoffe und Implantatwerkstoffe.

Ziel dieser Studie ist es, mit Hilfe eines Groltiermodels im Schaf einen detaillierten
Einblick in die Knochenarchitektur und die Knochenmineralisation in Abhangigkeit der

bekannten Trigger der Osteoporose zu erhalten.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Anatomie des Knochens

2.1.1 Funktion des Knochens im Korper

Knochen erfiillen im Korper unterschiedlichste Aufgaben und Funktionen. Sie sind mit
Béandern und Gelenken Teil des passiven Bewegungsapparats und ermoglichen die
Ubertragung von Muskelkraft auf nahe oder ferner gelegene Korperpartien. Sie kénnen
durch das Umschliefen von Organen wie den Brusteingeweiden oder dem Gehirn Schutz
bieten [62]. Eine weitere wichtige Rolle spielt der Knochen als Reservoir bei der
Regulation der Kalzium- und Phosphathomdostase [62, 182]. AulRerdem enthalt der
Knochen in seinem Inneren das rote Knochenmark, ein Teil des blutbildenden Systems
[61].

Der Knochen verdankt seine enorme Druck- und Zugfestigkeit seiner verkalkten
Knochenmatrix [232]. Bei mangelnder Mineralisation wird der Knochen weich und

biegsam und es kann zu Wachstumsstorungen oder Deformationen kommen [176].

2.1.2 Makroskopischer Aufbau des Knochens

Der ausgewachsene Mensch besitzt in der Regel 210 abgrenzbare Knochen, die sich in
ihrer Form und Funktion stark voneinander unterscheiden. Sie werden nach ihrer
Morphologie in lange Knochen bzw. Réhrenknochen, kurze Knochen, platte Knochen
und unregelmaRig geformte Knochen eingeteilt [61].

Makroskopisch lasst sich der Knochen in zwei Erscheinungsformen unterteilen (Abb. 1).
Der kompakte Knochen (Compacta, Kortikalis) lasst sich als eine solide und feste Masse
mit vielen Blutgefalen beschreiben. Der spongitse Knochen (Spongiosa, trabekulérer
Knochen) stellt ein feines dreidimensionales System aus verzweigten Knochenbélkchen
(Trabekeln) dar [232].

Das menschliche Knochengewebe ist zu 80 % als kompakter Knochen und 20 % als
spongidser Knochen organisiert [62]. Die Kortikalis wird von auf3en vom Periost umhdillt,
wahrend nach innen das Endost den Knochen vom Binnenraum abtrennt [232].
Réhrenknochen sind an den Extremitéten zu finden und besitzen einen speziellen Aufbau.
In der Mitte liegt die lange réhrenférmige Diaphyse. Die Diaphyse besitzt eine dicke
Kortikalis und umschliel3t einen mit meist gelbem Knochenmark und kaum Spongiosa

gefiillten Hohlraum. Die beiden gelenktragenden Knochenenden der Rdhrenknochen
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werden Epiphyse genannt und enthalten viel Spongiosa umhullt von einer dinnen
Kortikalis [184]. Der wachsende Knochen hat eine knorpelige Wachstumsfuge
(Epiphysenfuge), aus der das L&ngenwachstum resultiert [131]. Nach Abschluss des
Langenwachstums verschliel3t sich die Epiphysenfuge und es bleibt lediglich die
Epiphysenlinie zuriick [62]. Die in unmittelbarer Nachbarschaft befindliche Metaphyse
bildet den Ubergang zur Diaphyse und enthélt ebenfalls viel Spongiosa. Die Metaphyse
ist ein meist verdickter Knochenabschnitt und besitzt viele Vorspriinge (Apophysen) zur
Befestigung von Muskeln, Sehnen und Béndern [61].

Kurze Knochen wie die Handwurzelknochen, platte Knochen wie das Schulterdach und
unregelmaRig geformte Knochen wie die Wirbel [61] sind vielseitig und haben keine
allgemeingultige Gliederung wie die Rohrenknochen [184]. In ihrem Inneren befindet
sich meist spongidser Knochen, deren Zwischenrdume wie bei der Epi- und Metaphyse

mit rotem, blutbildenden Knochenmark gefullt sind [61].

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
—A— =
y
== 1 e S S = Apophyse
‘ =es \‘ Substantia [ns :
spongiosa :
Gelenkknorpel knocherne Markhdohle Periost Substantia  (Spongiosa) 2
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta  mit rotem,

(Kompakta)  blutbildendem  knécherne Gelenkknorpel

Knochenmark  Epiphysenlinie

Abb. 1: Makroskopischer Aufbau eines langen Knochens.
Die Abbildung zeigt einen menschlichen Oberschenkelknochen (Femur). Sie beschreibt den
makroskopischen Aufbau sowie die Gliederung eines R6hrenknochens. Aus Schiinke et al. [189].

2.1.3 Mikroskopischer Aufbau des Knochens

Es gibt es vier Gruppen von Geweben. Knochen bzw. Knochengewebe sind dem Binde-
und Stiitzgewebe zugeteilt. Binde- und Stutzgewebe zeichnet sich dadurch aus, dass es
wenige Zellen und einen groRen Extrazellularraum aufweist, deren spezielle
Zusammensetzung die biomechanischen Eigenschaften des Gewebes ausmacht [131].

Je nach histologischer Struktur unterscheidet man zwei Organisationsformen. Der
Geflechtknochen tritt immer dann auf, wenn Knochen sehr schnell gebildet wird wie
beispielsweise in der Entwicklung oder bei der Frakturheilung. Der hoéherwertige

Lammellenknochen ersetzt den Geflechtknochen im Zuge des anschlieBenden Umbaus
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[131]. Knochenlamellen sind etwa 3 - 7 um dick, stehen untereinander in Verbindung und
bestehen aus verkalkter Matrix (Abb. 2). In den linsenformigen Aussparungen der
Knochenlamellen liegen Osteozyten. In der Spongiosa haben Knochenlamellen eine
unregelmaRige Orientierung, verlaufen aber fast parallel zur Oberflache. Im kompakten
Knochen unterliegen sie einer htheren Gliederung und sind in Form von Spezial-, Schalt-
und Generallamellen vorzufinden. 4 - 20 Speziallamellen sind konzentrisch um langs
verlaufende BlutgefaRe bzw. den Havers-Kanal angeordnet (Abb. 2). Diese zylindrische
Baueinheit hat einen Durchmesser von 100 - 400 pum, kann mehrere Zentimeter lang
werden und wird Osteon genannt. Schaltlamellen sind die Reste alter durchsetzter
Osteone. Sie sind ein Zeichen des Knochenumbaus und sind wie Fillsubstanz zwischen
intakten Osteonen zu finden. Generallamellen kleiden den kompakten Knochen an der
auBeren und inneren Oberflache aus [232].

Die Blutversorgung wird durch die Arteriae nutriciae bernommen, die von auRen die
Kortikalis durchlauft und in den Markraum fihrt. Arteriae nutriciae speisen die
Mikrogefalle des Knochenmarks, die ebenfalls die geféalRlose Spongiosa erndhren. Die
longitudinal in den Havers-Kanalen der Kortikalis verlaufenden Havers-GeféaR3e und deren
Querverbindungen (Volkmann-Kandle) werden von zentrifugal aus dem Knochenmark

austretenden GefaRen versorgt [131].

Speziallamellen

Schalt -
lamellen

Abb. 2: Mikroskopischer Aufbau der Knochenlamellen.
In der Zeichnung ist die Architektur des Lammellenknochens mit Speziallamellen, Schaltlamellen und
Generallamellen dargestellt. Aus Schiebler et al. [185].
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2.1.4 Die extrazellulare Matrix

Die Knochenmatrix, die fur die besonderen Knocheneigenschaften verantwortlich ist,
besteht zu 30 % aus organischem Material, zu 45 % aus anorganischem Material und zu
25 % aus Wasser [232].

Die organische extrazellulare Matrix unterscheidet sich von dem des lockeren
Bindegewebes durch seine hierarchische, parallel zueinander verlaufende Anordnung in
Fibrillen. Die Fibrillen verlaufen helikal um das Zentrum eines Osteons. Kollagen Typ |
macht 90 % des organischen Anteils aus [232]. Es sorgt fur Zugfestigkeit und Elastizitat
des Knochens und bildet die Kalzifizierungsmatrix. Kollagen Typ V macht ca. 5 % des
organischen Anteils aus. Es reguliert die Fibrillenbildung von Kollagen Typ | [62].
Weitere Matrixproteine sind Osteokalzin, Osteopontin, Osteonektin, Proteoglykane,
Knochen-Sialoprotein, Thrombospondin und alkalische Phosphatase [62, 232].

Der anorganische Anteil besteht zum groften Teil aus Hydroxylapatit (HA)-Kristallen
und nur aus wenig Kalziumcarbonat und amorphem Kalziumhydrogenphosphat.
Verglichen mit HA ist Kalziumhydrogenphosphat besser l6slich und sorgt fiir den
schnellen Austausch von Kalzium mit den Korperflissigkeiten. Das in dem
Knochengewebe enthaltene Kalzium wiegt ungefahr ein Kilogramm. Weitere im
Knochengewebe vorkommende lonen sind Fluorid, Zitrat, Magnesium, Eisen, Zink,
Kupfer, Strontium und Blei [62].

2.1.5 Knochenumbauende Zellen

Knochenumbauende Zellen lassen sich in knochenbildende und knochenabbauende
Zellen unterteilen. Zu den knochenbildenden Zellen gehéren Osteoblasten, endostale
Saumzellen und Osteozyten, die sich alle von mesenchymalen Stammzellen ableiten. Die
mesenchymale Stammzelle kann sich zur Osteoprogenitorzelle differenzieren, die im
Endost oder Periost lokalisiert ist und eine gemeinsame Vorlauferzelle fir die
Knochenbildung und Knorpelbildung darstellt [62, 163].

Osteoblasten sind einkernige, fast kubische Zellen, die alle wesentlichen organischen
Matrixkomponenten (Osteoid) des Knochens bilden. Osteoblasten liegen Zelle an Zelle
auf der dem Knochenmark zugewandten Oberflache des Osteoids. Osteoblasten bilden
Zytokine, die sowohl die Osteoidbildung und Osteoblasten-Proliferation als auch die

Osteoklastenaktivitat und -differenzierung stimulieren. Osteoblasten besitzen Rezeptoren
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fir Parathormon (PTH), Kalzitriol (1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3) und Retinséure (aktives
Vitamin A), die alle regulatorischen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel nehmen [62].

Osteozyten machen 90 - 95 % der Knochenzellen eines Erwachsenen aus und leben im
Gegensatz zu den anderen Knochenzellen uber mehrere Jahrzehnte [26]. Aus von
mineralisiertem Knochen umgebenen Osteoblasten kénnen Osteozyten hervor gehen. Ihr
Zytosoma liegt in sogenannten Lakunen und ihre dendritischen Zellfortsatze verlaufen in
Canaliculi [62]. Daruiber bilden Osteozyten ein groRes Netzwerk, mit dem sie mit
benachbarten Osteozyten und auf der Knochenoberflache liegenden Zellen, wie
Osteoblasten in Kontakt stehen [41]. Erndhrt werden die Osteozyten (ber den
Flussigkeitsstrom in der perizelluldaren Matrix des Lakunen-Canaliculi-Systems [104,
228]. Osteozyten nehmen eine Schlisselrolle im Knochenstoffwechsel ein und regulieren
dariiber hinaus auch noch weitere Organe [41, 47, 94]. Sie gelten als Mechanosensoren
und sorgen dafiir, dass der Knochen den Belastungen angepasst wird [144, 145, 171]. Die
wohl bekanntesten von den Osteozyten ausgeschutteten Mediatoren sind Sclerostin
(SCL), Receptor activator of nuclear factor-xB ligand (RANKL), Osteoprotegerin (OPG),
Fibroblast growth factor 23 (FGF23), Dickkopf-related protein 1 (DKK1),
Stickstoffmonoxid und Prostaglandin E;, [41]. lhre genaueren Funktionsweisen werden in
Kapitel 2.4 beschrieben.

Endostale Saumzellen bilden einen der inneren Knochenoberflache aufliegenden flachen
Zellsaum. Sie stehen miteinander und mit Osteozyten in VVerbindung. Zwischen ihnen und
dem mineralisierten Knochengewebe liegt eine schmale Schicht Osteoid. Endostale
Saumzellen gelten als ruhende Osteoblasten, die erst auseinander weichen mdissen, bevor
Osteoklasten zur Bildung einer Erosionslakune den mineralisierten Knochen erreichen
kénnen [62].

Die demineralisierenden und Knochen abbauenden Osteoklasten [62] gehen aus
Vorlauferzellen des monozytéaren Phagozytensystems hervor [131]. Osteoklasten sind
vielkernige Riesenzellen (mit bis zu 25 Zellkernen), die in Erosionslakunen am
trabekuldren Knochen und in Erosionstunneln im kortikalen Knochen zu finden sind.
Osteoklasten nehmen als knochenabbauende Zellen eine Schlisselfunktion im
Knochenumbau und der Kalziumfreisetzung ein [62]. Die Arbeitsweise der Osteoklasten
greift auf Sduren zur Auflosung der Kalzium-Verbindungen, lysosomale Enzyme zur
Zerlegung der organischen Matrix und Endozytose der Matrix-Fragmente zuriick [131].

Hormone und zahlreiche weitere Faktoren nehmen Einfluss auf die Differenzierung und
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Aktivitat der Osteoklasten [62, 131, 209, 232]. Diese Einflusse werden in den Kapiteln
2.4 und 2.5 vorgestellt.

2.2 Knochenumbau, Bone Remodeling

Auch wenn der Begriff Knochenumbau im deutschen unscharf definiert ist, so bezieht
sich das englische Bone modeling auf das Anpassen der Knochenform und -masse an
mechanische Belastung. Dagegen beschreibt der Begriff Remodeling das Ersetzen von
beschadigten Knochen und wird im Weiteren beschrieben (Abb. 3) [131, 194].

Knochenumbau findet standig in unserem Korper statt. Im Jahr werden ca. 10 % der
Skelettmasse umgesetzt [131]. Denn auch physiologische Krafte, die auf den Knochen
wirken, fuhren zu Mikroschaden. Darum verliert der Knochen an mechanischer Stabilitét
und Osteozyten gehen in Apoptose [140]. Dieser Untergang fiihrt im geschwéchten
Knochen zu einer Kolonialisierung von Osteoklasten und zum Beginn des

Knochenumbaus [2].

r Trabecular Bone

Periosteal
surface

Trabecular
surface

Intracortical surface
of Haversian canals

Abb. 3: Schematische Darstellung der BMU.

In der Abbildung ist der Aufbau der Basic multicellular unit im kortikalen und spongidsen Knochen
dargestellt. Es zeigt die organisierte Anordnung von Osteoklasten, Osteoblasten und Osteozyten in einer
Erosionslakune bzw. in einem Erosionstunnel. Aus Sims et al. [203].
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Durchgefuhrt wird der Umbau von gut organisierten Osteoklasten und Osteoblasten, die
Basic Multicellular Unit (BMU) genannt werden. Eingeteilt werden kann diese BMU in
eine Osteoklastenzone, in der Osteoklasten mineralisierte Matrix umsetzen, eine
Umkehrzone, in der Makrophagen die zuvor abgerdumte Matrix beseitigen, und eine
Osteoblastenzone, in der der entstandene Defekt wieder mit Osteoid bzw. anschlieRend
mineralisierter Matrix aufgefillt wird [232]. Am trabekuldren Knochen findet dies in
napfformigen Vertiefungen, sogenannten Erosionslakunen, statt. Erosionslakunen sind 50
- 70 pum tief, bis zu 600 pum lang und wandern mit einer Geschwindigkeit von bis zu 40
pum/Tag. Im kompakten Knochen ist die BMU in Form von Erosionstunneln organisiert
[62]. Erosionstunnel durchschreiten die mineralisierte Matrix wie ein Bohrkanal und
hinterlassen ein bis zu mehreren Millimetern lang werdendes Osteon. Den Osteoklasten
an der Spitze folgen in der Mitte Blutgefalle, Bindegewebe und Nerven. Diese umgeben
mehrere Schichten an Osteoblasten, die zukiinftig Speziallammelen des Osteons bilden
werden [158, 232].

2.3 Knochenmetabolismus
Fur den Erhalt der Knochenmasse ist ein Gleichgewicht zwischen Knochenbildung und -
abbau entscheidend. Wie in Abb. 4 demonstriert, sind diese Umbauvorgange nicht in

jeder Lebensphase ausgeglichen und die Knochenmasse nicht konstant.

Pubertat

M
Wachstumsschub enopause

/K\\J Resorption
~—————— Formation
5 15 25 35 45 55 65 75 85

Alter [Jahre]

Abb. 4: Knochenauf- und -abbau im Verlauf des Lebens einer Frau.

Wéhrend der Jugend, bis zum Ende der Pubertat, Uberwiegt die Formation und deswegen steigt die BMD.
Besonders in der Menopause, aber auch postmenopausal, gibt es ein deutliches Ubergewicht auf Seiten der
Resorption. Die Knochenmasse nimmt folglich ab und es kann zur Osteoporose kommen. BMD = Bone
mineral density / Knochendichte. Modifiziert nach Kleerekoper et al. [113].
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2.3.1 Knochenbildung

Das hauptsachlich aus Kollagen Typ | bestehende Osteoid, das von den Osteoblasten
produziert und sezerniert wurde, muss fur seine biomechanischen Eigenschaften
mineralisiert werden. Dazu werden in die Kollagenfibrillen HA-Kristalle
(Ca1o(PO4)sOHy) eingelagert (Abb. 5). Diese bestehen aus einem Produkt von
Kalziumionen (Ca?") und anorganischen Phosphat (Pi). HA-Kristalle werden sowohl in

Matrixvesikeln als auch durch epitaktische Mineralisierung im extrazellular Raum
gebildet [62].

" e
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2\ \ )
6‘/\‘ /> Ca®_ L/ annexin
2 ./G/ e 9 Ca?
‘3/1/_/) f RO
ATp — 0 ; Wl ate
App ~~ N 010 > ~~ ADP
\  [PiTI/2,
|
w2t . ¥
Ca ) ebi | ;
“ ~O 5 HA
osteoblast D & 5
\ / TP — ,"/ as
‘ A S
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Abb. 5: Regulation der Hyrdoxylapatitbildung.

Hydroxylapatit-Kristale (HA) wachsen sowohl in Matrixvesikel (MV) als auch extrazellular. Sie werden bei
einer ausreichend hohen Konzentration von Ca?* und Pi gebildet. Im MV sorgen der Kalziumkanal
Annexin, der Phosphat-Transporter PiT1/2 sowie die Phosphatase PHOSPHO1 fir diese Voraussetzungen.
Extrazellul&r sind es die Phosphatasen TNSALP und NPP1, die ATP, ADP oder Pi spalten und dadurch den
Quotienten von Pi/PPi beeinflussen, der malRgeblich an der Promotion bzw. Inhibition der Mineralisierung
beteiligt ist. Ebenfalls am Quotient mitwirkend ist der Pyrophosphat-Transporter ANK. Regulatorischen
Einfluss auf die Mineralisation haben diverse Proteine der Small integrin-binding ligand N-linked
glycoprotein Familie wie OPN. ADP = Adenosindiphosphat; Ank = Progressive ankylosis gene, ANK =
Progressive ankylosis protein, Pyrophosphat-Transporter; Annexin = Name einer Proteinfamilie,
Kalziumkanal; ATP = Adenosintriphosphat; Ca®* = Kalziumion; e- = extrazellular; HA = Hydroxylapatit-
Kristal; MV = Matrixvesikel; NPP1 = Ectonucleotide pyrophosphatase / phosphodiesterase 1; OPN =
Osteopontin; PHOSPHO1 = Phosphoethanolamine / phosphocholine phosphatase 1; Pi = anorganisches

Phosphat; PiT1/2 = Phosphate transporter 1/2; PPi = anorganisches Pyrophosphat; TNSALP = Tissue-
nonspecific alkaline phosphatase. Aus Zhou et al. [244].
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Matrixvesikel schniiren sich von der Knochen zugewandten Seite der Osteoblasten ab
[214]. In ihnen reichern sich Pi durch das Spalten von Phosphoethanolamin (PEA) und
Phosphocholin ~ (PChol)  durch eine  Phosphatase = (PHOSPHO1) wund den
Phosphattransporter (PiT1/2) an. Ca®" stromt in das Innere des Vesikels durch den
Kalziumkanal Annexin [244]. Durch die Anreicherung der beiden lonen kann ein
Mineralisationszentrum im Matrixvesikel entstehen [6]. Dieser erste HA-Kristall wachst
weiter und sprengt die Vesikelmembran [7].

Extrazellulér lagern sich die HA-Kristalle in Nischen der Kollagenfibrillen an [215]. Ob
es eigene extrazellulare Nukleations-Zentren gibt oder diese aus den in Matrixvesikeln
entstandenen HA hervorgehen, wird derzeit noch kontrovers diskutiert [28, 118, 236]. Die
weitere Mineralisation wird von einem geeigneten extrazellularen Verhéltnis von Pi zu
Pyrophosphat (PPi) (Pi/PPi) bestimmt. Ein hoher Quotient fordert ein Fortschreiten der
Mineralisation. Ein niedriger Quotient wirkt sich inhibierend aus [89]. Die Menge an
extrazellularen PPi kann durch den ankylosis Protein-Transporter (ANK) und durch das
Spalten von Adenosintriphosphat (ATP) durch eine Phosphodiesterase (NPP1) gesteigert
werden. NPP1 sowie auch die alkalische Phosphatase (TNSALP) kdnnen aber von ATP,
Adenosindiphosphat (ADP) oder PPi Pi abspalten [244].

Regulatorischen Einfluss auf die Mineralisation haben Proteine der Small Integrin-
Binding Ligand N-linked Glycoprotein (SIBLING) Familie [71]. Hemmenden Einfluss
haben matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE), Osteopontin und SCL.
Mineralisation fordernd wirken dentin matrix protein 1 (DMP1), bone sialoprotein (BSP)
und dentin sialophosphoprotein (DSPP). Jedoch variiert die Aktivitat je nach Spaltung
und posttranslationaler Modifikation [206, 223].

2.3.2 Knochenabbau

Knochenabbau bzw. -resorption ist ein entscheidender Teil des Knochenstoffwechsels.
Ein Ungleichgewicht zwischen Resorption und Bildung kénnen zu Erkrankungen wie der
Osteopetrose (zu wenig Resorption) oder der Osteopenie (zu viel Resorption) fihren.
Verantwortlich fiir die Konchenresorption sind Osteoklasten. Nachdem Osteoklasten an
die Knochenoberflache gebunden haben, vergrofern sie ihre Oberflache auf der
knochenzugewandten Seite zu einer ruffled border und schliellen diesen mit der sealing
zone ab. Dadurch entsteht ein abgegrenzter Raum (Erosionslakune), in dem die

Resorption stattfinden kann [205].
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HA ist nur schwer l6slich und es bedarf einer hohen Salzsdurekonzentration, um es zu
mobilisieren [137]. Die Protonen gelangen durch eine ATPase in die Erosionslakune, die
von der Spaltung von Wasser und Kohlenstoffdioxid zu Protonen und Bicarbonat durch
eine zytoplasmatische Carboanhydrase profitiert [22, 220, 221]. Das Bicarbonat wird
basolateral durch einen Chlorid-Bicarbonat-Austauscher abtransportiert. Das Chlorid
verlasst den Osteoklasten tber Chlorid-Kandle in die Erosionslakune [84, 187]. Die
organische Komponente des Knochens wird durch Cathepsin-K und weitere
Metalloproteasen abgebaut, die tiber Exozytose in die Erosionslakune gelangen [205].

Die Abbauprodukte verlassen die Erosionslakune Uber Transzytose, sodass die
Osteoklasten die Bindung an den mineralisierten Knochen nicht verlieren [179].
Kalziumionen verlassen uber spezielle Kalzium-Kanéle ebenfalls die Erosionslakune
[224].

2.4 Zellinteraktionen

Um die Knochenqualitat zu optimieren, sind Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten
in standiger Kommunikation miteinander. Beispielsweise schitten Osteoblasten fir die
Differenzierung von Osteoklasten aus ihren Vorlauferzellen macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), RANKL und andere co-stimulierende Faktoren aus [210].

2.4.1 Receptor activator of nuclear factor-kB, Receptor activator of nuclear factor-
kB ligand und Osteoprotegerin

Receptor activator of nuclear factor-«B (RANK), sein Ligand RANKL und OPG gehdren
zur Superfamilie der tumor necrosis factor (TNF) und der TNF-Rezeptoren. RANK
befindet sich membrangebunden auf Osteoklasten und RANKL in seiner haufigeren Form
membrangebunden auf  Zellen der osteoblastischen Zelllinie (Osteoblasen und
Osteoklasten), Immunzellen und Tumorzellen [200]. OPG, der dritte Mitspieler in den
Interaktionen, ist I6slich und wird hauptséchlich von Stomazellen des Knochenmarks,
aber auch Zellen des Lymphsystems wie B-Zellen und dendritischen Zellen,
ausgeschttet [226, 239].

RANK-RANKL Interaktionen sind sehr potent in der Initialisierung der Osteoklasten-
Differenzierung sogar unter minimalen in vitro Bedingungen [238]. Osteoklasten-

Vorlauferzellen benétigen Wachstumsfaktoren wie M-CSF, um sich zu differenzieren und
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RANK zu synthetisieren [172]. Wenn auch nur einer der Faktoren in einem genetischen
Maus-Modell ausgeschalten wird, kommt es zu Osteopetrose, eine Erkrankung mit
verdickten Knochen und mit einer verringerten Zahl und Aktivitét der Osteoklasten [226].
Durch das Binden von RANKL an RANK wird die Osteoklasten-Proliferation gefordert,
ihre Aktivitat erhoht und ihr Uberleben verlangert [29].

OPG st ein lgslicher Faktor, der an RANKL bindet und dadurch die Interaktion von
RANKL und RANK verhindert. Neben der dadurch resultierenden Hemmung der
Osteoklastogenese scheint OPG eine weitere direkte Wirkung auf Osteoklasten zu haben
[83, 202].

2.4.2 Sclerostin und Dickkopf-related protein

SCL ist ein Glykoprotein, dass auf den Wingless-type mouse mammary tumor virus
integration site (WNT)-Signalweg inhibierend einwirkt. Der Funktionsverlust des SCL-
Gens fuhrt Klinisch zu einer gesteigerten Knochenformation mit massiv erhohter
Knochenmasse. AulRerdem hat SCL einen negativen Einfluss auf die Mineralisation des
Knochens. Durch Hormone, aber im Besonderen auch mechanische Belastung, kann die
SCL-Ausschuttung der Osteozyten beeinflusst werden. Belastung fiihrt zur verminderten
Ausschittung, fehlende Belastung zur vermehrten Ausschittung [50, 59, 125, 128, 223].
DKK1 ist ebenfalls ein Inhibitor des WNT-Signalwegs und hat damit einen negativen
Einfluss auf die Knochenformation. Neben der Madoglichkeit der gezielten
pharmakologischen Therapie einer Osteoporose scheint dieser Inhibitor auch an der
Krankheitsentstehung mitzuwirken. Seine Expression wird durch Glucocorticoide
verstarkt. Bei Patienten mit Osteoporose wurden erhohte DKK1 Spiegel gefunden [5, 48,
164, 227].

2.4.3 Wingless-type mouse mammary tumor virus integration site-Signalweg

Der WNT-Signalweg ist an vielen Orten des Kdrpers ein wichtiger Regulator. Er spielt
beispielsweise eine wichtige Rolle in der Embryogenese, Organogenese und
Tumorgenese. Im Knochen ist er ein bedeutender Aktivator der Osteoblastogenese. Der
WNT-Signalweg kann in drei Hauptsignalwege eingeteilt werden. Der WNT-calcium
pathway, der noncanonical WNT-planar cell polarity pathway und der canonical WNT/pB-

catenin pathway (Abb. 6), auf den im Folgenden eingegangen wird [81].
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Wenn eines der loslichen Glykoproteine der WNT-Familie an den Rezeptorkomplex
bestehend aus frizzled (Fz) und low-density lipoprotein receptor related protein (LRP)-5
oder LRP-6 bindet, fiihrt das zur Inaktivierung des degradation p-catenin complex. Dieser
bestent aus der Glycogen synthetase kinase (GSK3B), dem Tumor Suppressor
Adenomatous-polyposis-coli (APC) und dem scaffolding protein Axin. Die Inaktivierung
erfolgt Gber eine Phosphorylierung von GSK3p. Dadurch bleibt B-catenin stabil und kann
in dem Zellkern Gentranskription aktivieren. Dies fordert die Differenzierung von
Osteoblasten-Vorlaufern und verhindert die Apoptose von Osteoblasten und Osteozyten.
Aullerdem werden negative Effekte auf die Osteoklastogenese Uber eine vermehrte OPG
Expression vermittelt. Netto wird die Knochenbildung gefordert und die

Knochenresorption gehemmt [15, 81].

LRPSIg

CK-1y

B-catenin f-catenin B &
B-catenin | nin & O

Genetic
transcription I |

Abb. 6: Der aktive und der gehemmte Canonical WNT/g-catenin-Signalweg.
Im linken Teil ist zu sehen, wie WNT an den Rezeptorkomplex aus Fz und LRP5 oder LRP6 bindet. Das
fithrt zur Phosphorylierung von GSK3p und erméglicht B-catenin in den Zellkern zu gelangen. Dort
aktiviert es die Genexpression und fihrt zur vermehrten Knochenbildung und verminderten
Knochenresoption. Auf der rechten Seite binden sFrps, Scl und Dkk-1 an den Transmembranrezeptor. Dies
aktiviert den Axin-APC- GSK3B Komplex, der B-catenin phosphoryliert und dadurch das Passieren in den
Zellkern verhindert. Die Folge ist eine verminderte Knochenbildung und eine vermehrte
Knochenresorption. APC = Adenomatous polyposis coli, Dkk-1 = Dickkopf-related protein 1, Fz =
Frizzeld, GSK3p = Glykogen synthetase kinase 33, LRP5/6 = Low-density lipoprotein receptor related
protein 5/6, Scl = Sclerostin, sFrps = Secreted Frizzled-related proteins, WNT = Wingless-type mouse
mammary tumor virus integration site. Aus Guafiabens et al. [81].

Es gibt eine Reihe an Inhibitoren fir WNT. Zu ihnen zéhlen SCL, DKK1 und secreted
Frizzled-related proteins (sFrps). Sie binden LRP -5 bzw. LRP-6 und inaktivieren den
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WNT-Signalweg uber eine Aktivierung des Degradation B-catenin complex mit der Folge
der Phosphorylierung von B-catenin. Dadurch kann B-catenin nicht mehr in den Zellkern

gelangen und die Genexpression wird verhindert [15, 81].

2.5 Regulation des Knochenstoffwechsels

2.5.1 Kalziumphosphathaushalt

Die Konzentrationen von Kalzium und Phosphat beeinflussen sich gegenseitig.
Zusammen bilden sie schwer l6sliche Salze, die fur die Mineralisation des Knochens von
essentieller Bedeutung sind. Dadurch bildet der Knochen auch den grofiten Kalzium- und
Phosphat-Speicher des menschlichen Korpers. lhre Bilanz kann (ber die enterale
Aufnahme und die renale Ausscheidung durch PTH, Kalzitriol und Kalzitonin reguliert

und ihre Konzentration im Blut konstant gehalten werden [119].

2.5.1.1 Parathormon

PTH st ein Peptidhormon, das in der Nebenschilddrise gebildet wird. Seine
Ausschittung wird von einer niedrigen extrazellularen Kalziumkonzentration gefordert
und durch eine hohe extrazelluldare Kalziumkonzentration gehemmt. PTH ist fur die
schnelle Anhebung des Kalzium-Plasmaspiegel verantwortlich. Es mobilisiert Kalzium
aus dem Knochen durch Aktivierung von Osteoklasten und fordert die renale
Rickresorption von Kalzium. Da Kalzium jedoch nur gemeinsam mit Phosphat aus dem
Knochen freigesetzt werden kann und ein Ausfallen verhindert werden soll, fordert PTH
die Phosphatausscheidung (ber die Niere und fiihrt zu einem sinkenden Phosphat-
Plasmaspiegel. AuBerdem stimuliert PTH die Bildung von Vitamin D bzw. Kalzitriol, um
dem Knochenmasseverlust langfristig entgegenzuwirken [77, 119].

Jedoch ist die Wirkungsweise von PTH komplexer. Denn je nach Dauer und Frequenz des
PTH-Einflusses Uberwiegen anabole oder katabole Effekte. Der katabole
Hauptmechanismus von PTH wird Uber die Zunahme des RANKL/OPG Quotienten uber
Osteozyten und Osteoblasten ausgeldst. Die anabolen Eigenschaften vermittelt PTH
durch die verminderte Ausschittung von SCL in Osteozyten und eine dadurch mogliche
Entkoppelung des WNT-Signalwegs. Durch ein dauerhaft erhohtes Level an PTH

Uberwiegt der Katabolismus, der mit Symptomen des Hyperparathyreodismus vereinbar
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ist. Bei intermittierenden PTH-Spitzen, wie bei der Therapie mit Teriparatid, Gberwiegen

die anabolen Mechanismen [199].

2.5.1.2 Kalzitriol / 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3

1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3; bzw. Kalzitriol ist ein Steroidhormon und die physiologisch
wirksame Form. Seine Vorstufe Vitamin D3 wird Uber die Nahrung aufgenommen oder in
der Haut mit Hilfe von Ultraviolettstrahlung gebildet. Weiter umgewandelt wird es in der
Leber und der Niere zu Kalzitriol. Stimuliert wird die Bildung in der Niere durch PTH,
Ostrogene, Kalzitonin sowie durch niedrige Kalzium- und Phosphatspiegel. Seine
Wirkung vermittelt Kalzitriol im Darm und der Niere durch eine Steigerung der Kalzium-
Resorption. Durch das Binden von Kalzitriol an den Vitamin-D-Rezeptor (VDR), ein
nukledrer Transkriptionsfaktor, wird eine vermehrte Expression der jeweiligen
lonenkandle induziert [33, 34, 119].

Im Knochen selbst vermittelt Kalzitriol bei ausreichendem Kalziumangebot in unreifen
Osteoblasten ber den VDR eine vermehrte RANKL Synthese und damit katabole
Effekte (Abb. 7). Im Gegensatz dazu fuhrt Kalzitriol in reifen Osteoblasten zu einer
verminderten RANKL und zu einer vermehrten OPG und Lipoprotein receptor related
protein (LRP)-5 Expression. LRP-5 ist ein co-Rezeptor von Fz und interagiert mit dem
WNT-Signalweg. Diese anti-katabolen und anabolen Effekte Uberwiegen die katabole
Wirkung der unreifen Osteoblasten. Zusétzlich wird Uber den VDR die endokrine
Funktion der Knochenzellen Gber FGF23 reguliert [34].

1,25(0H),D

intestine
VDR
Ca absorj
v ¥

RANKLT LRPST
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distal Ca reabsorptiol ™

VDR
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Abb. 7: Wirkung von Kalzitriol unter ausreichender Kalziumaufnahme.

Kalzitriol reguliert tiber den VDR die intestinale und renale Kalziumabsorption. Im Knochen vermittelt es
in reifen Osteoblasten anabole Effekte mit RANKL Abfall und LRP5 Anstieg und in unreifen Osteoblasten
katabole Effekte mit vermehrter RANKL Expression. Netto (iberwiegt die anabole Wirkung und Knochen
wird mineralisiert. Es kommt zu einer Zunahme der Knochenmasse. LRP5 = Low-density lipoprotein
receptor related protein, RANKL = Receptor activator of nuclear factor-xB ligand, VDR = Vitamin-D-
Rezeptor. Aus Carmeliet et al. [34].
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Abb. 8: Kalzitriol-Wirkung bei Kalziummangel.

Bei mangelndem intestinalen Kalziumangebot kann der Serumkalziumspiegel nicht alleine (ber die
intestinale und renale Kalziumresorption konstant gehalten werden. Kalzitriol und PTH vermitteln in
diesem Fall eine vermehrte Expression von RANKL. Dies filhrt zu einer vermehrten Osteoklasten-Aktivitét
und Kalzium Freisetzung aus dem Knochen. PTH = Parathormon, RANKL = Receptor activator of nuclear
factor-kB ligand. Aus Carmeliet et al.[34].

Bei groflem Kalziummangel priorisiert der Korper ein konstantes Serumkalziumlevel
uber Knochenmasse und -qualitit. Dies flhrt dazu, dass vermittelt durch einen hohen
Kalzitriol und PTH-Spiegel Knochen resorbiert wird (Abb. 8). Initialisiert wird das Uber
einen hohen RANKL/OPG Quotient und ein erhdhtes Level an Mineralisationsinhibitoren
wie Osteopontin und PPi [34].

Vitamin D-Mangel fuhrt zur Mineralisationsstorung, bezeichnet als Rachitis beim Kind

und Osteomalazie beim Erwachsenen [119].

2.5.1.3 Kalzitonin

Kalzitonin ist ein Peptidhormon und wird in den C-Zellen der Schilddrise gebildet. Es
wird bei hohen Kalziumspiegeln vermehrt und bei niedrigen Kalziumspiegeln vermindert
ausgeschittet. Kalzitonin reduziert die Aktivitat von Osteoklasten durch das Binden an
deren Rezeptor. Dadurch verschiebt sich die Balance zwischen Knochenauf- und -Abbau
und es sinkt der Kalzium- und Phosphatspiegel durch die Gberwiegende Knochenbildung.
Zudem stimuliert Kalzitonin die Bildung von Kalzitriol in der Niere [35, 77, 119].

Neue Studien zeigen, dass jedoch nicht nur ein erhéhter Kalzitonin-, sondern auch ein

erniedrigter Kalzitoninspiegel, die Knochenformation foérdern [106].

2.5.2 Sexualhormone
Sexualhormone sind Steroidhormone, die in der Nebennierenrinde und im Ovar bzw.

Hoden aus Cholesterin gebildet werden. Sie fordern die Ausbildung und Entwicklung der
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weiblichen (Ostrogene) bzw. mannlichen (Androgene) Geschlechtsmerkmale. Ihre
Synthese unterliegt der Kontrolle von Adrenocorticotropen Hormon (ACTH) in der
Nebennierenrinde und luteinisierendes Hormon (LH) und follikelstimulierendes Hormon
(FSH) in den Gonaden [234].

2.5.2.1 Ostrogene

Das Leithormon und biologisch aktivste Substanz ist das Ostradiol [233]. Die Wirkung
der Ostrogene im Knochen wird mit antagonistischen Effekten durch den
Ostrogenrezeptor a (ERa) und den Ostrogenrezeptor B vermittelt [107]. Es scheint, dass
der Ostrogenrezeptor B in der Vermittlung der Ostrogenwirkung im Knochen nur eine
Nebenrolle spielt [86]. Ostrogenrezeptoren wirken nicht nur im Zellkern iber die
Aktivierung bestimmter Gene [216], sondern regulieren auch auflerhalb des Zellkerns
Signalwege [85]. Trabekuldre Osteoklasten werden direkt (ber den ERa in ihrer
Resorption gehemmt [139]. Endokortikal gelegene Osteoblasten-Vorlaufer wirken durch
den ERa ebenfalls in Anwesenheit von Ostrogen negativ auf die Resorption [3]. Die
hormonelle Wirkung wird aber auch stark durch Faktoren des Umfeldes beeinflusst und
wirkt unterschiedlich in Kortikalis und Spongiosa [136]. In Abh&ngigkeit von der
mechanischen Belastung verhilft der ERa erstaunlicherweise auch in Abwesenheit von
Ostrogen zu periostalen Knochenanlagerungen [1]. Vermittelt wird dies (ber

Osteoblasten-Vorlaufer durch Aktivierung des WNT-Signalwegs [12].

2.5.2.2 Androgene

Der wichtigste Vertreter der Androgene ist das Testosteron. In Versuchen an Nagetieren
konnte gezeigt werden, dass Androgene Uber den Androgenrezeptor eine protektive
Wirkung auf den trabekuldaren Knochen haben. Dabei spielen sowohl Osteoklasten als
auch Osteoblasten eine Rolle [42, 136].

2.5.3 Glukokortikoide

Die wichtigsten Vertreter der Glukokortikosteroide sind das aktive Kortisol und das
inaktive Kortison. Sie werden in der Nebennierenrinde gebildet und kénnen von Leber
und Niere ineinander umgewandelt werden. Ihre Ausschittung wird durch die

Hypothalamus-Hypophysen-Achse durch Corticotropin-releasing Hormone (CRH) und
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ACTH reguliert. Es unterliegt einer zirkadianen Rhythmik. Starkster Stimulus fir die
Kortisol-Ausschittung ist Stress. Dazu z&hlen sowohl der physische Stress durch Arbeit
oder eine Infektion als auch der psychische Stress [77, 120].

Die Wirkung dient vor allem der Mobilisation von Reserven in Stresssituationen. Es
hemmt die Expression des Kalzitriol-Rezeptors und mindert die intestinale Absorption
von Kalzium und Phosphat [120]. Zusatzlich fordert es die renale Kalziumausscheidung
[77]. Innerhalb physiologischer Glukokortikoidspiegel vermitteln diese im Knochen
positive Effekte auf Osteoblasten und die Knochenbildung. Jedoch fuhrt der
Glukokortikoidexzess zu einer verminderten Knochenformation durch das Aktivieren von
DKKZ1 und demtentsprechend die Hemmung des WNT-Signalwegs, eine anschlielende
Modulierung der MicroRNA-Expression und schlieBlich die Induktion der Apoptose in
Osteoblasten und Osteozyten. Der Exzess erhoht die Knochenresorption durch erhdhte
RANKL-Expression, verminderte OPG-Synthese und Verlangerung der Lebensspanne
von Osteoklasten [116, 227].

2.6 Osteoporose

2.6.1 Definition und Diagnostik

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die sich durch eine geringe
Knochenmasse und einen mikroarchitektonischen Zerfall des Knochengewebes
auszeichnet, was wiederum mit einer Zunahme der Knochenfragilitat und der Anfalligkeit
fur Frakturen einhergeht [45].

Die World Health Organization (WHO) definierte 1994 Diagnosekriterien, nach denen
eine Osteoporose vorliegt, wenn die Knochenmineraldichte (Bone mineral density, BMD)
um mehr als 2,5 Standartabweichungen im Vergleich zu jungen gesunden Frauen im
Alter von 20 - 29 Jahren nach unten abweicht. Eine manifeste Osteoporose liegt vor,
wenn zusatzlich noch eine osteoporotische Fraktur stattgefunden hat [235].

Die BMD st ein Mall fur die Knochenmasse pro Volumen (g/cm®) oder Flache
(g/cm?)[235]. Die am weitesten verbreitete Methode ist die Dual Energy X-ray
Absorptiometry (DXA). Sie beruht auf der Absorption von Rodntgenstrahlen und ist
deshalb besonders sensitiv fur den Kalziumgehalt des Gewebes, aus dem Knochen zu
einem grof3en Teil besteht. Es wird dabei ein zwei-dimensionales Bild erzeugt, das nicht

nur von der wirklichen Dichte, sondern auch von der Knochengréfle und anderen
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StorgroRen beeinflusst wird. Ublicherweise wird die BMD fiir die Osteoporose-
Diagnostik in den Lendenwirbelkdrpern (LWK) 1 - 4 oder im proximalen Femur
bestimmt.

Die BMD wird meist in Standartabweichungen als T-Score oder Z-Score angegeben
(Abb. 9). Der T-Score stellt den Messwert einem Kollektiv von jungen gesunden
Individuen (20 - 29 Jahre) gegenulber. Der Z-Score vergleicht den Messwert mit einem
Kollektiv gleichen Alters und Geschlechts [53, 88]. Alleine eine geringere BMD ist schon
mit einer gesteigerten Mortalitat bei Frauen und Ménnern verbunden [30, 74, 100].
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Abb. 9: Gegeniiberstellung des T- und Z-Score.

Die Abbildung zeigt die Abnahme der BMD mit dem Alter. Eingezeichnet ist ein Messpunkt einer
70-jahrigen Frau. lhre BMD ist nur 1,2 Standartabweichung unter dem Mittelwert von Gleichaltrigen
(Z-Score von -1,2). Vergleicht man ihren Wert jedoch mit dem von jungen gesunden Frauen, so ist sie
3 Standartabweichungen unter deren Mittelwert (T-Score von -3). BMD = Bone mineral density. Abbildung
modifiziert nach Hernlund et al. [88].

Die Kklinische Konsequenz einer Osteoporose sind osteoporotische Frakturen bzw.
Fragilitatsfrakturen. Als solche werden Knochenbriiche angesehen, die bei einem low
energy trauma bzw. Bagatelltraumata entstehen. Verbunden mit einer niedrigen BMD
treten diese an der Hufte, der Wirbelséule, dem Unter- oder Oberarm bei iber 50-Jahrigen
auf, verbunden mit einer niedrigen BMD [88, 101, 235]. Um das Frakturrisiko eines
Patienten abschatzen zu kodnnen, eignen sich Werkzeuge, wie beispielsweise das weltweit
etablierte Fracture risk assessement tool (FRAX) -Modul, dass aus BMD und klinischen

Risikofaktoren eine 10-Jahres-Wahrscheinlichkeit einer Fraktur errechnet [105].
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Es lassen sich verschiedene Arten der Osteoporose unterscheiden: eine primére und
sekundare Form. Die primdre Osteoporose wird wiederum in eine postmenopausale bzw.

Typ | Osteoporose und eine senile bzw. Typ Il Osteoporose aufgeteilt.[80].

2.6.2 Epidemiologie

Die BEST-Studie veroffentlichte eine retrospektive Analyse von 2009 nach der die
Osteoporose bei den Uber 50-Jahrigen mit einer Pravalenz von 14 % in Deutschland
auftritt. Jedoch wurde eine deutliche H&aufung bei den Frauen (24 %) im Vergleich zu den
Ménnern (6 %) gefunden. Des Weiteren ging hervor, dass pro Jahr 885 000 Personen in
Deutschland an Osteoporose erkrankten [82].

In der EPOS-Studie wurde ein Anstieg an Erkrankten im hodheren Lebensalter
beschrieben. Sie postulierte eine Prévalenz der Osteoporose bei Frauen zwischen 50 und
60 Jahren von 15 %, die bei Frauen tber 70 Jahre auf 45 % anstieg. Fir Manner stieg sie
von 2,4 % im Alter von 50 bis 60 Jahren auf 17 % fur tber 70 Jahrige [183].

Das zu verhindernde Ereignis ist eine Fraktur, da sie mit einem Verlust an Lebensqualitat
und einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat einhergeht [91, 138]. Jedoch traten in der
BEST-Studie innerhalb des Beobachtungszeitraum von vier Jahren bei 52 % der Patienten
mit Osteoporose mindestens eine osteoporotische Fraktur auf [82].

Weltweit kam es im Jahr 2000 zu neun Millionen osteoporotischen Frakturen, davon 1,6
Millionen der Hifte, 1,7 Millionen des Unterarms und 1,4 Millionen klinisch aufféllige
Wirbelkorper-Frakturen [102]. Aus der Datenerhebung der International Osteoporosis
Foundation und der European Federation of Pharmaceutical Industry and Associations
von 2010 ging hervor, dass es zu 3,5 Millionen Instabilitatsfrakturen in der Européischen
Union mit Kosten von 37 Milliarden Euro kam. 66 % der Kosten fielen auf die
Akutversorgung, 29 % auf die Langzeitpflege und nur 5 % auf die medikamentose
Préavention. Es wird erwartet, dass die Ausgaben bis zum Jahr 2025 um 25 % zunehmen
[88].

Im Jahr 2009 wurden in deutschen Krankenhdusern 860 Millionen Euro fur die
Versorgung osteoporotischer Frakturen ausgegeben, das sind 36 % der Kosten aller
Frakturversorgungen. Den grofiten Teil dieser Kosten machte die Versorgung der
Huftfrakturen aus [23].

Nach einer Simulation mit Daten aus dem Jahr 2010 sollen im Jahr 2050 die direkten

Kosten von 898 Millionen Euro auf 4,7 Milliarden Euro steigen [24].
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2.6.3 Primare Osteoporose

Mit ca. 95 % ist die primare Osteoporose die haufigste Form der Erkrankung [77]. Sie
lasst sich weiter in drei Typen aufteilen: in die postmenopausale Osteoporose bzw. Typ I,
in die senile Osteoporose bzw. Typ Il und die idiopathische Osteoporose [80].

Ein mit dem Altern stattfindender Knochenmasseverlust fiihrt zu Veranderungen der
kntéchernen Mikroarchitektur und einer Zunahme an Frakturen. In der Entstehung und
dem Voranschreiten der Osteoporose spielen die Sexualhormone, vor allem Ostrogen und
Testosteron, bei Mannern und Frauen eine wesentliche Rolle [170].

Die maximale Knochenmasse wird im Alter von 16 - 25 Jahren erreicht. Von da an nimmt
sie bei Mannern um 0,3 % und bei Frauen um 0,5 % pro Jahr ab (Abb. 10) [27].

Nach der Menopause kommt eine 5 - 10 Jahre andauernde Phase groRen
Knochenverlustes (high turnover) mit einer Abnahme von 20 - 30 % des trabekul&ren-
und 5 - 10 % des kortikalen Knochens. Dieser folgt eine zweite Phase mit langsamen,

aber bis zum Lebensende anhaltenden Knochenschwund (low turnover) [110].
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Abb. 10: Altersabh&ngiger Knochenverlust bei M&nnern und Frauen.

Die Abbildung zeigt DXA-Messungen mehrerer Querschnitts- und Longitudinalstudien. Sie verdeutlicht die
geringere BMD der postmenopausalen Frau im Vergleich zum gleichaltrigen Mann. Durchgezogene Linie =
kortikaler Knochen, gestrichelte Linie = trabekuldrer Knochen. BMD = Bone mineral density, DXA = Dual
Energy X-ray Absorptiometry. Abbildung modifiziert nach Khosla et al. [110].

Mit der Menopause fallen die Serumspiegel der Ostrogene massiv ab und die Balance des
Knochenmetabolismus gerét aus dem Gleichgewicht [60, 108]. Die BMU wird vermehrt
mit einer verlangerten Resorptionsphase und einer verkirzten Bildungsphase aktiviert.

Daraus resultiert ein um 90 % gesteigerter Knochenabbau und ein um nur 45 %
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gesteigerter Aufbau [60, 75, 96, 135]. Es kommt zu einem vermehrten Freisetzen von
Kalzium aus dem Knochen, das wiederum Kompensationsmechanismen aktiviert. Die
Kalzium Clearance der Nieren steigt [54], die intestinale Kalziumaufnahme sinkt [76] und
die PTH-Ausschittung wird gehemmt [169]. Zusammengefasst resultiert eine negative
Kalziumbilanz des Korpers mit Knochenmasseverlust [60].

Auch wenn Testosteron und Ostrogen ein antiresorptives Potenzial besitzen, so konnte bei
dlteren Méannern nachgewiesen werden, dass auch bei ihnen Ostrogen den groReren
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel hat [70].

Die Ursache fir die Entstehung einer senilen Osteoporose ist multifaktoriell. Neben dem
Schwund im Alter spielt auch der diatische Kalziummangel eine grof3e Rolle. Es kann
einerseits an einem verminderten Appetit im Alter, der zu einer geringeren Aufnahme an
Nahrungsmitteln und damit Kalzium fihrt, anderseits an Altersarmut liegen, die eine
unausgeglichene Erndhrung zur Folge hat. Kalziummangel kann aber auch durch einen
Mangel an Vitamin D, sei es durch wenig Sonnenlicht, Mangelerndhrung oder durch eine
Niereninsuffizienz, verstarkt werden. Inaktivitat im Alter fuhrt aber ebenfalls zu einem
Verlust an Knochenmasse. Sollte die Inaktivitat beispielsweise durch den Schmerz einer
Wirbelkorperfraktur ausgeltst sein, so entsteht eine gefahrliche Abwartsspirale. Aber
auch der Ostrogenmangel im Alter ist wie bei der postmenopausalen Osteoporose ein
verstarkender Faktor, wenn auch nicht der Hauptausldser [27, 64, 124, 180, 211].

2.6.4 Sekundéare Osteoporose

Die sekundare Osteoporose wird unscharf definiert als niedrige BMD oder erhdhte
Frakturgefahr aus anderen Griinden als Alterung und postmenopausalem Status [69].

Die Liste an mdglichen Griinden ist lang und umfasst Hypogonadismus, Medikation,
Hyperthyreoidismus,  Vitamin ~ D-Mangel,  primdren  Hyperparathyreoidismus,
Organtransplantation, gastrointestinale Erkrankungen, h&matologische Erkrankungen,
Cushing-Syndrom und idiopathische Hyperkalziurie [95].

Die Glukokortikoid-induzierte Osteoporose ist die haufigste sekundare und dadurch auch
iatrogene Form der Erkrankung [32, 230]. Im ersten Jahr verlieren Erkrankte 6 - 12 % an
BMD und in jedem Folgejahr ca. 3 % [130]. Doch schon wahrend der ersten drei Monate
einer Glukokortikoid-Behandlung nimmt die Knochenqualitdt ab und das Frakturrisiko
steigt, ohne dass dies durch einen Abfall der BMD in der Densitometrie (DXA) erkennbar
ist [9, 193, 229]. Die Glukokortikoid-induzierte Osteoporose betrifft den kortikalen und
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den spongitsen Knochen. Jedoch gibt es eine Pradilektion fur Frakturen in Regionen mit
viel spongiésen Knochen wie den lumbalen Wirbelkdrpern [208]. Die Pravalenz fir
Frakturen bei Patienten mit dauerhafter Glukokortikoid-Einnahme liegt bei 30 - 50 %,
wovon viele asymptomatisch sind [9, 178]. Neben den Frakturen sind Glukokortikoide
die hdufigste Ursache fiir nicht traumatische Osteonekrosen [134].

Der schédliche Effekt der Glukokortikoide auf den Knochen wird tber eine verminderte
Osteoblasto- und Osteoklastogenese, tiber eine vermehrte Apoptose von Osteoblasten und
Osteozyten und Uber eine verlangerte Lebenspanne von Osteoklasten vermittelt. Daraus
resultiert nicht nur die vorherig beschriebene Abnahme der Knochenmasse, mit
verminderter Trabekeldicke und -flache, sondern ebenfalls ein verminderter Knochen-
Turnover [51, 99, 231].

2.6.5 Frakturprophylaxe und Osteoporosetherapie

Da die BMD mit dem Alter abnimmt und eine osteoporotische Fraktur die Lebensqualitét
einschrankt und die Morbiditat und Mortalitat erhoht, gilt es eine gute Prophylaxe zu
betreiben [113, 132, 142].

Die Osteoporose- und Frakturprophylaxe lasst sich in drei S&ulen einteilen:

Zur ersten Saule "Aktivitat und Stlrze" gehdren die Vermeidung von Immobilisation, die
Forderung von Muskelkraft und Koordination und eine Risikoevaluation und
Risikobeseitigung bei hohem Sturzrisiko. Zur zweiten Saule "Erndhrung und Lebensstil"
gehodren Nikotinverzicht, Vermeidung von Untergewicht (Body-Mass-Index < 20 kg/m?)
und bei mangelnder Zufuhr (1000 mg Kalzium als tagliche Gesamtzufuhr) bzw. geringer
Sonnenlichtexposition (800 - 1000 IE Vitamin D3 taglich oral) eine Supplementierung
von Kalzium oder Vitamin D. In der dritten Sdule "Medikamente tberprifen” soll eine
Risiko-Nutzen-Abwégung Fraktur-begiinstigender Medikamente wie Glukokortikoide,
Antiepileptika, Antidepressiva, Glitazone, Neuroleptika, Protonenpumpeninhibitoren,
sedierende Medikamente, Orthostase auslésende Medikamente und Thyroxin stattfinden
[46].

Eine Basisdiagnostik sollte angestrebt werden, wenn das geschétzte 10-Jahres-
Frakturrisiko 20 % ubersteigt. Diese besteht aus Anamnese, klinischer Untersuchung,
Osteodensitometrie, Laboruntersuchung und ggf. Rontgen oder anderer bildgebender
Diagnostik [46].
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Eine spezifische medikamentdse Therapie sollte eingeleitet werden, wenn das auf der
Basis des Dachverband Osteologie-Score geschatzte 10-Jahres-Frakturrisiko wvon
Schenkelhals oder Wirbelkdrper grofer als 30 % ist (Tab. 1). AuBerdem wird ab einem T-
Score < -2,0 in Kombination mit einer niedrig-traumatischen proximalen Femurfraktur,
einer Schenkelhalsfraktur oder einer Fraktur der Lendenwirbelsdule eine medikamenttse
Therapie eingeleitet. Die dritte Hauptindikation ist eine tber drei Monate geplante oder
erfolgte Hochdosis Glukokortikoid-Therapie (oral > 7,5 mg Prednisolon&quivalent),
sowie die Therapie in Kombination mit multiplen Frakturen oder BMD < -1,5 [46].

Lebensalter [Jahre] T-Score (Nur anwendbar auf DXA-Werte)

Frau Mann -2,0 bis-2,5 | -2,5 bis-3,0 | -3,0 bis-3,5 | -3,5 bis-4,0 <-4,0
50- 60 60 -70 Nein Nein Nein Nein Ja
60-65 70-75 Nein Nein Nein Ja Ja
65-70 75 -80 Nein Nein Ja Ja Ja
70-75 80 -85 Nein Ja Ja Ja Ja

>75 > 85 Ja Ja Ja Ja Ja

Tab. 1: Therapieentscheidung in Abhéngigkeit der DXA-Werte.

Die Abbildung gibt wieder in welchem Alter, Geschlecht und DXA-Wert ein 10-Jahres Frakturrisiko von
tber 30 % angenommen werden kann. DXA = Dual Energy X-ray Absorptiometry. Abbildung modifiziert
nach DVO Leitlinie 2017 [46].

Je nach Fraktur, Geschlecht und Osteoporoseform ist eine sichere Senkung des
Frakturrisikos fir Bisphosphonate, selektive ER-Modulatoren, Ostrogene, Denosumab
und rekombinantes PTH belegt [46]. Es lassen sich bei den Medikamenten zwei
Funktionsweisen unterscheiden: eine antiresorptive und eine osteoanabole Therapie. Bei
den zuvor genannten Wirkstoffgruppen ist nur das rekombinante PTH den osteoanabolen
Substanzen zuzuordnen [77].

Bisphosphonate (Alendronat, Risedronat, Ibandronat und Zoledronat) sind Mittel der
ersten Wahl und die am héaufigsten verschriebenen Medikamente gegen Osteoporose [58].
Bei der Mineralisation des Knochens binden sie an HA und werden in Regionen mit
besonders hohem turnover in den Knochen eingebaut. Bei Abbau des Knochens durch
Osteoklasten fordern sie deren Apoptose und hemmen dadurch die Resorption [175].
AuBerdem verhindern sie die Apoptose von Osteozyten und Osteoblasten [161]. lhre
mittlere Halbwertszeit im Knochen betrédgt mehr als 10 Jahre [79].

Selektive ER-Modulatoren (Bazedoxifen und Raloxifen) sind synthetische, nicht

steroidale Mittel, die eine agonistische und antagonistische Wirkung von Ostrogen in
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unterschiedlichen Geweben vermitteln. Sie sollen die Effekte des postmenopausalen
Hormonmangels auf den Knochen vermindern [160].

Die Gabe von Ostrogenen unterliegt aufgrund des erhohten Risikos von Herzinfarkt,
Schlaganfall, tiefe Beinvenenthrombose und Brustkrebs einer strengen Indikation.
Ostrogene besitzen eine antiresorptive und frakturrisikosenkende Wirkung [77].
Denosumab ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper, der an
RANKL bindet und dadurch die Osteoklasten-Proliferation und -Aktivitdt hemmt,
wodurch die Knochenresorption vermindert wird [191].

Teriparatid ist ein rekombinantes PTH und vermittelt eine Knochenformation und -
resorption je nach Gabe. Bei durchgehender Gabe und dadurch dauerhaft erhdhten
Serumspiegeln tiberwiegt die Resorption. Jedoch tiberwiegt bei intermittierender Gabe die

Formation und es kommt zum Zuwachs an Knochenmasse [31, 92].
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3 Studiendesign und Hypothese

3.1 Studiendesign

Bei der im folgenden vorgestellten Arbeit handelt es sich um eine randomisierte
kontrollierte Studie am Schaf, in der die Behandlungen stufenweise gesteigert wurden.
Die 32 Merinolandschafe wurden kontrolliert und randomisiert in vier unterschiedliche
Behandlungsgruppen eingeteilt (Abb. 11). Die erste Behandlungsgruppe, die Kontrolle (n
= 8), erhielt eine Standarddiat. Die zweite Gruppe (OVX, n = 8) bekam neben der
Standarddiat die Eierstocke beidseits entfernt (bilaterale Ovarektomie). Gruppe drei
(OVXD, n = 8) unterzog sich einer bilateralen Ovarektomie und einer Vitamin D- und
kalziumarmen Diéat. Die vierte Behandlungsgruppe (OVXDS, n = 8) erhielt neben den

MalRnahmen von OV XD zusatzlich alle zwei Wochen Steroide injiziert.

32 weibliche Merinolandschafe

Kontrolle

Zeit
[Monate]

Euthanasie

Abb. 11: Studiendesign zur Osteoporoseinduktion bei Schafen.

Die Versuchstiere wurden kontrolliert und randomisiert auf 4 Gruppen aufgeteilt. Die Behandlungen
wurden stufenweise von der Kontrolle, zur Ovarektomie (OVX), zur speziellen Mangeldiat (OVXD) und zu
Steroidinjektionen (OVXDS) gesteigert. Somit unterzog sich die OVXD-Gruppe neben der Diat ebenfalls
einer Ovarektomie und die OVXDS-Gruppe neben den Steroidinjektionen ebenfalls der Didt und der
Ovarektomie. Zu den Zeitpunkten OM, 3M und 8M wurden jeweils DXA-Messungen durchgefiihrt und
Beckenkammbiopsien entnommen. Nach der Euthanasie wurden Femur-Kopf und LWK entnommen.

Aufgrund der Schwangerschaft (Graviditéat) eines Schafes wurde dieses aus der Studie
ausgeschlossen. Der Versuch lief von Ende Oktober 2012 bis Anfang Juli 2013. Dabei
wurde nach der Ovarektomie zum Zeitpunkt von 0 Monaten (M), sowie nach 3M und

nach 8M Knochenstanzen aus dem Beckenkamm entnommen und DXA-Messungen
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durchgefuhrt. Zur Gewinnung von Proben der Lendenwirbelkérper (LWK) und des

distalen Femurs wurden die Schafe nach 8M einer Euthanasie unterzogen.

3.2 Hypothesen und Zielsetzung

Die Osteoporose ist eine systemische Erkrankung, die sich durch eine verminderte
Knochenstabilitat mit erhohter Frakturgefahrdung auszeichnet. lhre klinische Diagnose
gelingt Gber die radiologische Messung (DXA oder quantitative Computertomographie)
der Knochendichte. Sie zeichnet sich durch Frakturen bei minimalen Traumata aus. lhre
Genese wird als multifaktoriell beschrieben. Zu den bekannten Triggern gehéren ein
postmenopausaler Ostrogenmangel, eine Langzeit-Glukokortikoid-Einnahme, sowie ein
Vitamin D- und Kalziummangel. Ihre operative Versorgung gestaltet sich aufgrund einer
hohen Rate an Lockerung der Osteosynthese und Pseudarthrosenbildung als erschwert.
Zur Entwicklung, Untersuchung und Testung neuer Knochenersatzstoffe und Implantat-
Materialien bedarf es eines etablierten Klein-, als auch GrofRtiermodells. Das Schaf eignet
sich dabei aufgrund seiner dem Menschen dhnlichen Knochenstruktur, hormonellen
Zyklus, sowie deren glnstigen Verfligbarkeit und Unterbringung besonders gut.

In dieser experimentellen Studie wurde eine Stufentherapie zur Osteoporose-induktion
bei Merinolandschafen durchgefiihrt. Es wurde untersucht, welchen Ausldser eine
bilaterale  Ovarektomie —mit Herbeifilhren eines  Ostrogenmangels auf die
Knochenarchitektur und Mineralisation innerhalb eines Zeitraums von 8 Monaten hat.

In einer zweiten Behandlungsgruppe wurde den Schafen additiv eine kalzium- und
Vitamin D-arme Diét zugefihrt.

Die dritte Behandlungsgruppe erfuhr zu den bereits genannten Malinahmen regelméaRige
Glukokortikoidinjektionen. Neben der beim Menschen etablierten DXA-Messung wurde

die Knochenqualitat bzw. Mikroarchitektur histomorphometrisch ausgewertet.
Die Schwerpunkte der folgenden Arbeit liegen auf der histologischen Analyse der

Knochenmineralisation, den regionalen Unterschieden und der Automatisierung der

Auswertung.
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Nachfolgend aufgelistete Hypothesen sollen Gberpruft werden:

Eine bilaterale Ovarektomie fihrt innerhalb von acht Monaten zu keiner
signifikanten Knochendestruktion beim Schaf.

Durch einen Ostrogenmangel, eine Mangeldiat und Steroidinjektionen lasst sich
ein osteoporotischer Knochenstatus mit verminderter BMD und trabekulére
Destruktion innerhalb von 8 Monaten induzieren.

Der durch die Dreifachtherapie induzierte osteoporotische Knochenstatus geht mit
einem  Mineralisationsdefekt ~ einher, welcher durch eine geringere
Mineralisationsrate und durch mehr Osteoid-Ablagerungen messbar ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Erkenntnisse Uber die Knochenmineralisation in einem

osteoporotischen Schafmodell zu gewinnen. Mit Hilfe detaillierter Beschreibungen und

eines erweiterten Verstandnisses der Osteoporoseinduktion bei Schafen soll diese Studie

dazu beitragen, neue Implantate und Knochenersatzmaterialien entwickeln, testen und

verbessern zu kénnen.
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchstiere

Die Versuche an den 32 weibliche Merinolandschafen, welche mit einem
Durchschnittsalter von 5,5 Jahren von einem Schéfer aus der Ndhe von Wiesbaden
bezogen wurden, wurden in der zentralen Forschungseinrichtung der Johann Wolfgang
Goethe-Universitat Frankfurt am Main durchgefiuhrt. Die Genehmigung geméal § 8
Absatz 1 des Tierschutzgesetzes wurde durch das Regierungsprasidium Darmstadt am
27.09.2012 ausgestellt (Tierversuchsantrag Gen. Nr. F 31/36).

4.2 Tierhaltung und Diat

Die Standarddidt der Kontroll- und OVX-Gruppe begann zwei Wochen nach der
Ovarektomie und enthielt neben dem Gras auf der Weide in den Wintermonaten
Erganzungsfutter (SSNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland). Die Schafe der
OVXD- und OVXDS-Gruppe wurden in  AuBenboxen der zentralen
Forschungseinrichtung der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main
gehalten. Sie wurden mit kalzium- und Vitamin D-reduziertem Spezialfutter (Nummer
S6189-S010, SSNIFF Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) erndhrt. Die
Futtermenge beider Diédten war ausreichend fur ausgewachsene Schafe und enthielten den
gleichen Energiegehalt. Wasser stand den Versuchstieren frei zur Verfligung.

Uber den gesamten Studienzeitraum wurden die Schafe von Tierarzten und -pflegern
betreut. Zusatzlich zu den regelmaRigen Kontrollen erhielten die Versuchstiere eine
prophylaktische Entwurmungskur mit 0,2 ml/kg Febantel (Rintal 2,5 % ad us. vet., Bayer
AG, Leverkusen, Deutschland).

4.3 Steroidinjektionen

Alle zwei Wochen wurde den Schafen der OVXDS-Gruppe jeweils 320 mg
Methylprednisolon (Depot-Medrate® ad us. vet. 40 mg/ml Injektionslésung, Pfizer
Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) abwechselnd in die vordere oder hintere

Extremitat intramuskuldr gespritzt.
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4.4 Operationen

4.4.1 Vorbereitung

Zu den Zeitpunkten OM, 3M und 8M wurden alle Schafe vor der Beckenkammstanzen-
Entnahme und die Tiere der Gruppen OVX, OVXD und OVXDS vor der zusétzlich
stattfindenden Ovarektomie nach OM, in die zentrale Forschungseinrichtung nach
Frankfurt gebracht und fiir 12 Stunden in Einzelboxen einer Nahrungskarenz unterzogen.
Zur Pramedikation erhielten die Tiere 0,3 mg/kg Midazolam (Midazolam Rotexmedica 5
mg/ml, ROTEXMEDICA GmbH, Trittau, Deutschland), 1 mg/kg Ketaminhydrochlorid
(Ketavet® 10 mg/ml, Bela-Pharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland), 0,01 mg/kg
Atropin (Atropinsulfat 0,5 mg/ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
und 0,01 ml/kg Xylazin (Rompun® 2 %, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland). Nach
eintreten einer ausreichenden Wirkung der Pramedikation wurden die Tiere gewogen. Es
folgte die Vorbereitung im Operationsfeld mit Rasur, Enthaarungscreme (Pilca
Enthaarungscreme, DMV Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co. KG, Bad Pyrmont,
Deutschland) und Sterilium® (BODE Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland).

Vor jedem Eingriff wurde den Tieren zur Analgesie subkutan 0,01 mg/kg
Buprenorphinhydrochlorid (TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg, RB Pharmaceuticals GmbH,
Mannheim, Deutschland) und zur Antibiotikaprophylaxe intramuskuldar 0,1 ml/kg
Penicillin (Veracin® RS, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) injiziert.

4.4.2 Narkose

Die Narkose wurde in totaler intravendser Anésthesie durchgefiihrt. Nach OM und 3M
wurde den Schafen ein peripherer Venenzugang (Vasofix® 17G, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) und nach 8M ein zentraler Venenkatheter (einlumiger
ZVK, 14G, Arrow GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) gelegt. Die Narkoseeinleitung
erfolgte intravends mit 2 mg/kg Propofol (Propofol 2 %, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) und mit 2 pg/kg Fentanyl (Fentanyl-Hameln 50 pg/ml, hameln pharma plus
GmbH, Hameln, Deutschland). Es erfolgte die Intubation. Im weiteren Verlauf wurde die
Narkose uber einen Propofol-Dauerperfusor mit einer Laufrate von 50 ml/h
aufrechterhalten.
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4.4.3 Dual Energy X-ray Absorptiometry Messung (DXA)

Zur Messung der BMD wurde von Mitarbeitern der experimentellen Unfallchirurgie zu
den Zeitpunkten OM, 3M wund 8M vor der Ovarektomie bzw. vor den
Beckenkammbiopsien die DXA-Messung angewandt. Die Messungen wurden an der
zentralen Forschungseinrichtung in Frankfurt durchgefiihrt und erfolgten nach der in
Kapitel 4.4.1 beschriebenen Pramedikation und der in Kapitel 4.4.2 erlauterten
Intubationsnarkose. Fir die Untersuchung wurden die Schafe in Bauchlage gebracht und
an ihren Extremitaten fixiert (Abb. 12). Mit dem DXA-Gerat (Lunar Prodigy, GE
Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland) wurden Rohdaten ermittelt, aus denen mit
Hilfe der zugehdrigen Software (enCORE Software Version 13.40, GE Healthcare
GmbH, Solingen, Deutschland) innerhalb einer gezeichneten Region of Interest (ROI) die
BMD [g/cm?] bestimmt wurde. Im Ergebnissteil werden die Daten der LWK und der

Femura vorgestellt.

Abb. 12: DXA-Scan eines Schafs.
Die DXA-Messung wurden in Bauchlage und Intubationsnarkose durchgefiihrt. Die Extremititen waren
dabei mit Mullbinden fixiert.

4.4.4 Bilaterale Ovarektomie
Fur die bilaterale Ovarektomie wurden die Tiere in Rickenlage gebracht und die
Extremitaten mit Mullbinden fixiert. Die Desinfektion des Abdomens wurde mit
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Braunol® (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) durchgefihrt und im
Anschluss steril abgedeckt. Der Zugang verlief Uber einen ca. 15 cm langen
langsverlaufenden Schnitt bis auf die Linea alba. Es folgte die Eroffnung der Linea alba
und des Peritoneums per Stichinzision und Erweiterung zur besseren Darstellbarkeit von
Uterus, Tuben und Ovarien (Abb. 13A). Im Anschluss an die Mobilisation dieser
Strukturen wurde die Ligatur der Ovarialgefalle mit resorbierbaren Nahtmaterial (Vicryl
4-0, Ethicon Johnson und Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) und das
Absetzen der Ovarien durchgefiihrt (Abb. 13B). Die Bauchhohle wurde noch vor der
Adaptation und dem Verschluss der Muskel- und Hautschichten auf Blutungen Gberprift
(Abb. 13C).

445 Entnahme der Beckenkammstanzen

Die Entnahme der Beckenkammstanzen wurde nach OM im Anschluss an die
Ovarektomie aus dem linken Beckenkamm durchgefuihrt. Nach 3M wurden die Stanzen
aus dem rechten Beckenkamm und nach 8M wieder aus dem linken Beckenkamm
entnommen. Dazu wurden die Tiere jeweils in Rechts- bzw. in Linksseitenlage gelagert.
Die Desinfektion und das Abdecken des Operationsgebiets erfolgten wie bei der
Ovarektomie. Die Préaparation durch die Haut und das subkutane Fettgewebe erfolgte tber
einen ca. 5 cm langen Schnitt bis auf die Crista iliaca bzw. die Spina iliaca anterior
superior. Die Stanzen wurden mit Hilfe eines Bohrers (Durchmesser: 7,5 mm,
Lange: 20 mm) aus der Crista iliaca leicht dorsal der Spina iliaca anterior superior
gewonnen (Abb. 13 D-F). Zuletzt wurde die Operationswunde durch eine Sub- und
Intrakutannaht verschlossen.

Durch die Entnahme der Beckenkammstanzen wurde es moglich, Zwischendaten bzw.
Verlaufsparameter zu bestimmen. Das reduzierte nicht nur dem 3R Prinzip folgend
drastisch die Versuchstieranzahl, sondern verbessert auch die Qualitat der Ergebnisse, da

die Messwerte aller Zeitpunkte aus denselben Versuchstieren stammen.
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Abb. 13: Ovarektomie und Beckenkammbiopsie.

Die Abbildungen (A) - (C) wurden wéhrend der Ovarektomie aufgenommen. In den Bildern (D) - (F) ist die
Entnahme der Beckenkammstanze dargestellt.

(A) Uber einen ca. 15 cm langen Hautschnitt wurde die Linea alba und das Peritoneum parietale eroffnet.
(B) Uterus, Tuba und Ovar wurden mobilisiert und es erfolgt die Ligatur eines Ovars.

(C) Nach der bilateralen Ovarektomie erfolgt der mehrschichtige Wundverschluss zuletzt mittels
Intrakutannaht.

(D) Nach der Préparation bis auf den Beckenkamm erfolgt die Entnahme der Stanzen mit einem
Hohlfrésen-Bohrer.

(E) Hier zeigen sich zwei Bohrlochdefekte nach Entnahme von Beckenkammstanzen.

(F) Abgebildet ist eine entnommene Beckenkammstanze mit ihren Anteilen aus (von links nach rechts)
Spongiosa, Kortikalis und den aufgelagerten Muskel- bzw. Periostresten.

4.4.6 Postoperative Nachsorge
Bis zum Wiedererlangen der Spontanatmung wurden die Schafe im Operationssaal
Uberwacht. Erst bei vollstandigem Bewusstsein wurden sie aus ihren Einzelboxen wieder

auf die Weide bzw. in ihre Stélle gelassen. Die Wundheilung und der Allgemeinzustand
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wurden zwei Wochen lang taglich durch Veterindrmediziner/-innen und -pfleger/-innen
Uberpraft.

Die postoperative Antibiotikaprophylaxe mit 0,1 ml/kg Penicillin (Veracin® RS, Albrecht
GmbH, Aulendorf, Deutschland) wurde dreimal im Abstand von zwei Tagen
intramuskular injiziert. Die Schmerzen wurden durch tégliche Gaben von 0,5 mg/kg
Meloxicam (Metacam® 20 mg/ml ad. us. vet., Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelneim am Rhein, Deutschland) intramuskuldr und zweimal téglich 0,01 mg/kg
Buprenorphinhydrochlorid (TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg RB Pharmaceuticals GmbH,
Mannheim, Deutschland) subkutan gelindert. Die Schmerztherapie wurde von dem

Tierarzt bzw. der Tierdrztin bedarfsgerecht ausgeschlichen.

4.4.7 Euthanasie und Biopsieentnahme

Die Euthanasie wurde unter Narkose im Anschluss an die Beckenkammstanzen-
Entnahme durchgefihrt. Sie erfolgte durch die intravendse Gabe von 50 mg/kg
Pentobarbital (Anestesal®, Pfizer, Mexiko-Stadt, Mexiko).

Nach dem Feststellen des Todes durch den Tierarzt bzw. die Tierdrztin wurden die
Femora und die LWK 2 bis 5 entnommen. Fir die histologische Weiterverarbeitung
wurden aus den Wirbelkorpern eine transversale und aus den Femurkdpfen eine koronare
Scheibe herausgesagt. Die weiterfuhrenden histologischen Aufbereitungen erfolgten in

der experimentellen Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

4.5 Anfertigung von Knochenschnitten und -schliffen

Fur die histologische Untersuchung des Knochenmetabolismus wurden aus den
Beckenkammstanzen Paraffinschnitte und Polymethylmethacrylat (PMMA)-Schnitte und
aus den Lendenwirbelkdérpern (LWK) und Femur-Préparaten Paraffinschnitte und
PMMA-Schliffe hergestellt.

4.5.1 Paraffineinbettung

Die Knochenproben wurden Gber 48 Stunden bei 4 °C in 4 % Paraformaldehydldsung
(0335.3, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 0,1 molare Masse
Natriumphosphatpufferlésung (pH 7,2 — 7,4) (1.06580.1000 di-sodium hydrogen
phospate & 1.06346.1000 sodium dihydrogen phosphate, Merck Chemical GmbH,
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Schwalbach, Deutschland) fixiert. Durch sechsmaliges Auswaschen mit einer 0.1 molare
Masse Natriumphosphatpufferlésung wurden die Proben von der Fixierlésung gereinigt.
In 3,4%iger Ethylendiamintetraessigsaure (1.084.181, Titriplex Il EDTA, Merck
Chemical GmbH, Schwalbach, Deutschland) / 10%iger Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan-L6sung (4855.2 Tris base, Carl Roth, Karlsruhe , Deutschland) wurden die
Proben 4 Wochen lang entkalkt, dabei wurde die Lésung alle 2 Tage gewechselt. Darauf
folgte das Abwaschen unter flieRendem Leitungswasser und das Einbringen der Proben in
den Einbettungsautomaten (Leica TP1050, Leica Biosystems NuBloch GmbH, NuBloch,
Deutschland).

Dieser entwasserte durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Uberfuhrte durch das
Intermedium Xylol die Proben in heilRes, flussiges Paraffin (Tab. 2 im Anhang auf
S. 113).

Zuletzt wurden die Proben mit flussigem Paraffin Ubergossen und bei -20 °C auf einer

Kélteplatte zum Erstarren gebracht.

45.2 Polymethylmethacrylat-Einbettung (Technovit® 9100)

Im Unterschied zur Paraffineinbettung, entféllt bei der PMMA-Einbettung die
Entkalkung. Das ermdglicht genauere Untersuchungen der Knochenmineralisation.

Die Fixierung der Proben erfolgte wie bei der Einbettung in Paraffin mit in 4 %
Paraformaldehydldsung in 0,1 molare Masse Natriumphosphatpufferldsung (pH 7,2 - 7,4)
bei 4 °C Uber 48 h und anschlieBenden mehrmaligen Auswaschen mit 0,1 molare Masse
Natriumphosphatpufferlésung.

Das Entwaéssern, das Pra- und das Infiltrieren erfolgte wie in folgender Tab. 3 im Anhang
auf S. 114 beschrieben. Bei jedem Schritt wurde drei bis vier Mal téglich fir zehn
Minuten ein Unterdruck von 200 mbar im Exsikkator erzeugt. AnschlieBend folgt die
Polymerisation.

Polymerisation:

Die infiltrierte Probe wurde in einem Einbettférmchen im gekihlten Exsikkator mit dem
Polymerisationsgemisch (ibergossen. Nach funf bis zehn Minuten Unterdruck wurde
erneut das Polymerisationsgemisch in das FOormchen hinzugegeben. Luftdicht durch
Parafilm verschlossen polymerisierten die Proben zwei Tage bei -4 °C. Danach konnten

die Proben langsam wieder auf Raumtemperatur erwarmt werden.
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Eine Komponentenliste sowie eine Beschreibung der Zubereitung befindet sich im
Anhang auf S. 114.

4.5.3 Herstellung von Knochenschnitten

Mit einem Rotationsmikrotom (Microm HM355S Coolcutsystem, Thermo Scientific,
Waltham, MA) wurden 5 pum dicke Schnitte aus den probenenthaltenden Paraffin- bzw.
PMMA-BI6cke geschnitten und iber eine Wasserrutsche in ein 42 °C warmes Wasserbad
uberfuhrt. Aus diesem konnten geeignete Schnitte auf Objekttrdger (SuperFrost Plus
Objekttrager, R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgebracht und bei 37 °C

Uber mehrere Stunden getrocknet werden.

4.5.4 Herstellung von Knochenschliffen

Mit Hilfe des Trennschleifsystem 310 CL (EXAKT Advanced Technologies GmbH,
Norderstedt, Deutschland) wurden die in PMMA eingebetteten Knochenproben grob
zurechtgesdagt, um sie anschlieBend mit der Vakuum-Klebevorrichtung (EXAKT
Advanced Technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland) und dem Kleber aus
Technovit 4000 (64708458, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland) auf einen
Plexiglas-Objekttrager (304150, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)
aufzubringen. Bevor die Gegenseite mit der Prazisionsklebepresse (EXAKT Advanced
Technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland) auf ein Glasobjekttrager mit
Préazisionskleber (405 110, T7210 Prazisionskleber, patho-service GmbH, Oststeinbek,
Deutschland) festgeklebt wurde, musste sie mit Hilfe des Mikroschleifsystem 400CS
(EXAKT Advanced Technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland) mit grober Kérnung
bis auf den gewtinschten Knochenabschnitt abgeschliffen werden.

Im Anschluss wurde die andere Seite, mit dem Plexiglas-Objekttrdger, mit dem
Trennschleifsystem abgeséagt. Durch das Mikroschleifsystem konnte nun das Préparat mit
feiner werdenden Kornungen bis auf eine Enddicke von 15 - 25 um geschliffen werden.
Zuletzt wurde der Knochenschliff noch poliert, um ihn spéter farben oder zur

Fluoreszenz-Mikroskopie verwenden zu kénnen.
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4.6 Histologische Farbungen

4.6.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung wurde an den paraffingebetteten Schnittpraparaten
jeder Region und jedes Zeitpunktes als erste Ubersichtsfarbung eingesetzt. Sie
ermoglichte eine erste Gewebsdifferenzierung und deskriptive Analyse vorzunehmen. Die
Kernfarbung durch das Hamatoxylin lasst die Zellkerne blauviolett erscheinen. Das
Zytosol zeigt sich in Rottonen [121]. Dabei féarbt sich Knochen dunkelrot, Knochenmark
und Knorpel violett und Muskeln rot. Das verwendete Farbeprotokoll befindet sich im
Anhang auf S. 115 (Tab. 4).

4.6.2 Von Kossa / van Gieson Farbung

Die von Kossa / van Gieson Farbung wurde an den nicht entkalzifiezierten PMMA
gebetteten Knochenschnitten und -schliffen durchgefuhrt. Sie eignet sich zur Darstellung
von Osteoid mit guter Abgrenzung zum mineralisierten Knochen. Die von Kossa Farbung
dient dem indirekten Nachweis von Kalzium und féarbt damit den mineralisierten
Knochen schwarz. Die van Gieson Farbung, eine simultane Farbung von S&urefuchsin
mit Pikrinsaure im Uberfluss, dient der selektiven Darstellung von Kollagenfasern,
Muskeln und Zytoplasma. Es prasentieren sich Muskeln und Osteoid in dunkelrot,
Knorpel in hellrot und Knochenmark in rot-gelb [121]. Das verwendete Farbeprotokoll
befindet sich im Anhang auf S. 116 (Tab. 5) und S. 117 (Tab. 6).

4.7 Fluoreszenz-Markierung
Es wurden aus jeder Behandlungsgruppe drei Tiere randomisiert, die 15 Tage vor der
Probenentnahme 8M Alizarin und 14 und 7 Tage vor der Entnahme Calcein
gewichtsadaptiert subkutan injiziert bekamen. Die Herstellung der Injektionsldsung
erfolgte unter sterilen Kautelen. Das Protokoll zur Herstellung der Injektionsldsung
befindet sich im Anhang auf S. 118.

4.8 Fotomikroskopie

Von den von Kossa / van Gieson gefarbten Beckenkammschnitten wurden

Ubersichtsbilder mit einer VergréRerung von 5x fotografiert. Von den Femur- und LWK-
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Schliffen der gleichen Farbung wurden Ubersichten in 2,5-facher VergroRerung erstellt.
Verwendet wurden dazu das Fotomikroskop Axioplan 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland) mit der Digitalkamera Leica DC 500 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland) und der Fotomikroskopsoftware AxioVision (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Deutschland). Das anschliefende Zusammenfiigen der Einzelbilder erfolgte
mit der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop CS 2 (Adobe Systems Incorporated,
San Jose, CA).

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde an dem Fotomikroskop Leica DMS5500 (Leica
Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit der Digitalkamera Leica DCF
7000 T (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland) und der
Fotomikroskopsoftware Leica Application Suite X, 1.9.13747 (LAS X, Leica
Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt. Verwendet wurde
neben dem Hellfeld der Texas-Red-Filter (Exzitation: 559 + 17 nm, Emission: 630 + 34.5
nm) der Green-Fluorescent-Protein-Filter (Exzitation: 469 + 17.5 nm, Emission: 525 +
19.5 nm). Von jedem fluoreszenzmarkierten Praparat wurden funf randomisierte
Abschnitte fotografiert, in denen die unterschiedlichen Fluoreszenz-Banden gut zu
erkennen waren. An diesen Stellen wurden in 40-facher VergroRerung kleine Ubersichten

aus 2 x 2 Einzelbildern erstellt.

4.9 Deskriptive Auswertung

49.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur deskriptiven Beschreibung des Knochenstatus aller Bereiche und Zeiten wurde die
Ubersichtsfarbung HE gewahlt. Im Fokus stand dabei die Dicke der Knorpelspange und
der Kortikalis, die Verteilung von Fett im Knochenmark und besonders die Vernetzung
und Dicke des trabekuldaren Knochens.

Die Auswertung erfolgte unter unterschiedlichen VergroRerungen am Lichtmikroskop.
Jedes Merkmal wurde, sofern vorhanden, in eine von vier Kategorien einer Ordinalskala

eingeteilt.

4.9.2 von Kossa / van Gieson Farbung
Die deskriptive Analyse der von Kossa / van Gieson gefarbten Knochenpraparate galt der

Evaluation der Farbung und der Beschreibung von Merkmalen und Auffalligkeiten. Ein
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genaueres Ranking einzelner Parameter entfiel aufgrund der zuvor durchgefiihrten
deskriptiven Auswertung der HE-Schnitte und der folgenden histomorphometrischen
Bestimmung einiger Knochen-Charakteristika. Die deskriptive Beschreibung wurde an
den Praparaten aller Gruppen und aller Zeitpunkte bei unterschiedlichen VergréRerungen

unter dem Lichtmikroskop vorgenommen.

4.10 Histomorphometrische Auswertung

Die im folgenden verwendete Nomenklatur bezieht sich auf das 2013 verdffentlichte
Update der American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) zur
standardisierten Nomenklatur der Knochen-Histomorphometrie [52]. Aufgrund der
Qualitdt mancher Proben oder Farbungen wurden Einzelne von der Auswertung
ausgeschlossen. Eine Tabelle mit Auflistung der verwendeten Probenanzahl pro Region,
Gruppe und Zeitpunkt befindet sich im Anhang auf S. 119 (Tab. 7).

4.10.1 Manuelle Auswertung Osteoid

Um den Anteil an Osteoid und mineralisierten Knochen in dem von Kossa / van Gieson
gefarbten Gewebe bestimmen zu koOnnen, wurden die zusammengefigten
Ubersichtsbilder mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramm ImageJ bzw. Fiji (2.0.0-rc-
19/1.49m, Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD) [177, 186] und
dem darin integrierbaren Plugins Trainable Weka Segmentation (Version: 2.1.5 ) [11]
weiter verarbeitet.

Mit dem Ziel diese Bildbearbeitung zu verbessern bzw. Uberhaupt zu ermdglichen,
wurden zuerst die Kontraste um 0,3 % erhoht und das Ubersichtsbild in unterschiedlich
viele kleinere Bilder pro Zeile und Reihe geteilt, die jeweils eine DatengréRe von unter 25
MB besalRen. Anschlielend wurde in dem Plugin Trainable Weka Segmentation einmalig
ein Classifier erstellt. Mit Hilfe dieses Classifiers ist es moglich, mehrere Klassen
(classes) zu erstellen und diese bestimmten Beispielbereichen eines Bildes zu zuordnen.
Abb. 14 zeigt diesen Vorgang, in dem fir diese Auswertung finf Klassen (Hintergrund,
Knochenmarkflache, Osteoidflache (O.Ar), mineralisierte Knochenfldche (Md.Ar) und

Muskelflache / Knorpelflache) erstellt wurden.
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Abb. 14: Erstellen eines Classifiers.

Um dem Plugin Trainable Weka Segmentation die Zuordnung von Bildfarben und Klassen zu
ermoglichen, mussten mehrere Beispielbereiche mit einer Freihandlinie markiert werden.

rot = Hintergrund, grin = Knochenmark, violett = Osteoid, gelb = mineralisierter Knochen,
blau = Muskeln und Knorpel.

Nach dem Erstellen, Uberpriifen und Speichern dieses Classifiers konnte dieser auf alle
Bilder einer Farbung angewendet werden, um somit vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.
Der folgende Rechenprozess des Plugins lieferte zwei grafische Ergebnisse. Ein
mehrfarbiges Bild, in dem alle Flachen der gleichen Klasse in der gleichen Farbe
erscheinen (Abb. 15). In diesem Fall wurde also ein finf-farbiges Bild (Classified image)
erstellt. Die andere grafische Form besteht aus so vielen Bildern wie Klassen erstellt
wurden (Abb. 16). In jedem dieser Bilder ist jeweils die Flache einer Klasse weil und der

Rest des Bildes schwarz (Probability maps).
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Abb. 15: Classified image.

Zu sehen ist das Originalbild (A) und das
Classified image (B). Osteoid (O.Ar) ist in
Arot und in B violett. Der mineralisierte
Knochen (Md.Ar) ist in (A) schwarz und in
(B) gelb.

Abb. 16: Probability maps.

In jeder der 5 Probability maps ist die jeweilige Klasse weif8 und der Rest schwarz.

A = Hintergrund, B = Knochenmark, C = Osteoid (O.Ar), D = mineralisierter Knochen (Md.Ar),
E = Muskeln und Knorpel.

Mit Hilfe der Funktion Combine mussten zundchst die klassifizierten Einzelbilder in
Ubersichtsbilder zusammengesetzt werden. AnschlieRend konnte ein ROI eingezeichnet
werden, der nur die Spongiosa einschloss. Alles auBerhalb des ROl wurde
weggeschnitten.

Mit der nun gewonnen Bildinformation konnte mit Hilfe des Plugins Weka Stats [148,
149] der Anteil einer jeden Klasse am Bild bestimmt werden. Um den durch
unterschiedliche Praparat- und Bildgroiie entstehenden Fehler zu korrigieren, wurde im
Anschluss die Osteoidflache (O.Ar) auf die Trabekelflache (Th.Ar) normalisiert.

4.10.2 Manuelle Auswertung prozentualer Trabekelflache, -dicke und -abstand

Fur die folgende Auswertung wurden die zuvor erstellten Probability maps der Osteoid-
und der mineralisierten Knochenflache in ImageJ bzw. Fiji (2.0.0-rc-64/1.51s, Wayne
Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD)[177, 186] mit der Merge Channels
Funktion Ubereinandergelegt und der Bildtyp erst in RGB und anschliellend in 8-bit
geéndert. Die Make Binary Funktion erstellte ein binéres Bild, dass im ndchsten Schritt
zur Ermoglichung der spéteren Rechenprozesse in der Pixelzahl auf ein sechzehntel

reduziert wurde. Zur Festlegung der zu analysierenden Region wurde ein ROl um die
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Trabekel enthaltende Spongiosa gelegt (Abb. 17A). Alles auRerhalb des ROIs wurde

weggeschnitten und schwarz geférbt, sodass nur die weil3 gefarbten Trabekel und nicht

auch die weil3 gefarbte Kortikalis in die Berechnung einflossen (Abb. 17B). Die
Trabekeldicke (Th.Th) wurde durch das Plugin BoneJ (Version 1.4.2)[57] errechnet (Abb.
17C). Der Trabekelabstand (Tb.Sp) wurde uUber die gleiche Funktion des Plugins
bestimmt, nur dass zuvor das Bild invertiert und erst anschlieend der Teil auRerhalb des
ROIs ausgeschnitten wurde (Abb. 17D).

Abb. 17: Bestimmung der Trabekelparameter.

(A) zeigt ein binéres Bild, in dem sich Knochen (mineralisiert und Osteoid) weild prasentiert. Der durch eine
gelbe Linie markierte ROI grenzt den kortikalen Knochen aus und wurde auf (B) angewandt. (C) und (D)
zeigen die grafische Darstellung der Berechnung von Th.Th und Th.Sp.

Zur Berechnung der Trabekelflache (Th.Ar) wurde erneut das zuvor erstellte binére Bild
verwendet, in dem der ROI bereits eingezeichnet, der Rest ausgeschnitten und die
Trabekel weil dargestellt waren. Mit Hilfe der Measure Funktion wurde die Flache des
ROIs bestimmt und durch das Plugin Weka Stats [148, 149] wurde der
Trabekelflachenanteil am gesamten Bild errechnet. Durch das Teilen des
Trabekelflachenanteils durch den Anteil des ROIs am Gesamtbild ergab sich die
prozentuale Trabekelflache innerhalb des ROIs (Th.Ar/T.Ar).

4.10.3 Automatisierung der Auswertung
Um den manuellen Aufwand fiir die Auswertung der vielen Bilder zu reduzieren, wurde

nach einer Moglichkeit der Stapelverarbeitung gesucht.
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Mit Hilfe der Aufnahmefunktion von ImageJ war es moglich, die zuvor manuell
eingegebenen Befehle anzuzeigen. Die Ausgabe der notwendigen Funktionsaufrufe
erfolgte in der Programmiersprache ImageJ Macro, eine Sprache ahnlich zu JavaScript.
Mit Hilfe der Befehls- und Funktionsaufrufausgabe wurden Markos erstellt, mit denen
nicht nur das gleiche Bild, sondern auch ein anderes bzw. direkt ein ganzer Stapel anderer
Bilder verarbeitet werden konnten. Dabei wurde jeder Dateiname durch eine Variable
ersetzt, die je nach verarbeitetem Bild den jeweiligen Namen annahm. Des Weiteren
wurden Befehle eingefuhrt, die, wie eine Dauerschleife nach dem Verarbeiten des einen
Bildes, das Né&chste oOffneten, nach Speicherpfaden fragten und weitere
Wahlmaoglichkeiten schafften [151].

AuRerdem wurde zur Berechnung der Trabekelparameter die Probability maps durch die
Classified images ersetzt, da das Erstellen des bindren Bildes tiber die set Threshold
Funktion, sich als weniger fehleranfallig erwies. Diese Anderung ist nicht in die

Datenerhebung eingeflossen, prasentiert sich aber in dem anhangenden Makro.

4.10.4 Automatisierte Auswertung

Um alle Ergebnisse zu erhalten, war es nun mit Hilfe der erstellten Makros mdglich, den
manuellen Arbeitsaufwand auf einen Bruchteil zu reduzieren.

Die unter 4.10.1 beschriebenen Schritte mussten einmal bis zur Erstellung eines
Classifiers durchgefuhrt werden. Es sollten alle zu verarbeitenden Bilddateien in einem
Ordner gespeichert werden. AnschlieRend konnte das Makro
auto_Trainable_Weka_Segmentation ausgefiihrt werden. Nach Eingabe der abgefragten
Speicherpfade und Optionen erhielt der Benutzer nach der Dauer der Berechnungen die
Classified images und eine Ergebnistabelle mit den Flachenanteilen in den jeweiligen
Bildern.

Bevor die Berechnung der Trabekelparameter starten konnte, sollten einmal in den ersten
Zeilen des nachsten Makros (ROI_zeichen) die Optionen Speicherpfad, Auflésung des
Fotomikroskops (Pixel/um), Pixel des Bildes reduziert und Threshold individuell
angepasst werden. Der Threshold entsprach in diesem Fall den Nummern (von O, 1,
2...etc.) der Klassen, die in vorigen Berechnungen fiir den Knochen (Md.Ar und O.Ar)
gewdhlt wurden. Vor dem Starten des Makros sollten alle zu berechnenden Classified

images in Image) gedffnet werden. Es folgte ein stdndiger Wechsel zwischen ROI
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zeichnen und dem Abspielen des Makros bis alle Bilder mit dem gewinschten ROI
versehen wurden.

Zuletzt konnte das Makro Trabekel _Dicke Abstand_Flache gestartet werden, das erneut
den Speicherpfad und einige Optionen erfragte. Als Ergebnis wurden die berechneten
Zahlenwerte, dargestellt in Excel-Tabellen, und die abgespeicherten Ergebnisbilder
erhalten.

Der Quellcode der erstellten Makros befindet sich im Anhang (ab S. 128). Auf Basis einer
Uberarbeiteten Version wurde ein Benutzermanual erstellt und die erarbeitete

Vorgehensweise bereits verdffentlicht. Sie kann unter [133] eingesehen werden.

4.10.5 Mineralisationsrate nach Fluorochrommarkierung

Zur Auswertung der Mineralisationsrate (MAR) wurden PMMA-gebettete, ungeférbte
Schnitte des Beckenkamms und Schliffe des Femur zum Zeitpunkt 8M verwendet. Die in
40-facher VergrolRerung durchgefiihrte Fluoreszenzmikroskopie zeigte drei Banden. Es
waren eine Rote von dem 15 Tage vor Euthanasie injizierten Alizarin und zwei Grine,
von dem 14 und 7 Tage vor Euthanasie injizierten Calcein zu sehen.

Um die MAR innerhalb 7 bzw. 8 Tagen zu messen, wurde der Abstand der beiden griinen
bzw. der roten und der griinen Bande gemessen (Abb. 18). Dieser geteilt durch die
Anzahl der Tage ergab dann die MAR pro Tag. Die Berechnung wurde mit dem ImageJ
Plugin Distance between Polylines [147] durchgefiihrt. Durch das Plugin war es moglich,
den senkrecht auf einer direction line stehenden mittleren Abstand zweier mehrteiliger
Linien zu messen. Da jedoch die meisten Banden nicht gerade, sondern geschwungen
verliefen, musste diese Messung mehrfach durchgefihrt werden, um den mittleren
Abstand zweier fluoreszierenden Banden zu bestimmen. Zur Korrektur wurde die Lénge
jeder Einzelmessung bestimmt und mit dessen Gewichtung an der Gesamtléange

verrechnet.
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14" (006a)_1709_13_SchafK1_8M_Beckenkammstanze_OT10_Flourochrom_40x_Auswertung.tif (75%) - O X
593.68x445.22 pm (3663x2747); RGB; 38MB

Abb. 18: Berechnung der Mineralisationsrate (MAR).

Die zwei griinen Fluoreszenzbanden entstehen durch das zweimalige Injizieren des Calcein im Abstand von
7 Tagen. Fir die Auswertung der MAR wurde sowohl der Abstand der Banden als auch die Lénge der
jeweiligen Messung in vielen Teilmessungen bestimmt.

4.11 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die gewonnenen Ergebnisse in Excel Tabellen
(Microsoft Office Excel 2007, Microsoft, Redmond, WA) gespeichert und
zusammengefasst. Die Auswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (IBM
SPSS Statistics 24, IBM, Armonk, NY) durchgefihrt.

Da die explorative Datenanalyse bei keiner der Messwerte eine Normalverteilung zeigte,
wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test bei allen Parametern durchgefihrt.
Das Signifikanzniveau der exakten zweiseitigen Berechnung wurde auf p<0,05
festgelegt. Zur grafischen Aufbereitung der Ergebnisse wurden die Mittelwerte der
Gruppen mit einem Standardfehler (Fehlerbalken = +1 Standardfehler) in SPSS als
Balkendiagramme dargestellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Versuchsverlauf

5.1.1 Allgemeines

Von den 32 kontrolliert randomisierten Merinolandschafen wurde eines, dass der OVX-
Gruppe zugeteilt war, aufgrund seiner Graviditdt schon vor Versuchsbeginn
ausgeschlossen.

Die Ovarektomie und Probenentnahme zum Zeitpunkt OM verlief komplikationslos. Nach
der Narkose fur die Probenentnahme 3M litt eines der Versuchstiere unter einer
insuffizienten Spontanatmung. Nach einer langeren Beatmungsphase erwachte es wieder
und erholte sich unter einer strengeren Nachbeobachtung gut.

Im weiteren Verlauf fiel bei den Tieren der OVXDS-Gruppe ein schlechterer
Allgemeinzustand auf. Zum einen wurde dieser Eindruck durch eine rissige Haut gepragt,
die bei einem der Tiere eine groRflachige Wunde uber der rechten Flanke bescherte,
welche mittels Hautnaht verschlossen werden musste. Zum anderen nahm die Behaarung
bzw. die Wolle ab und fiel aus, sodass zum Versuchsende hin einige Tiere eine Alopezie
aufwiesen.

Ein Schaf der OVXDS-Gruppe verstarb zwei Wochen vor der Euthanasie und wurde
aufgrund der schon eingetretenen Leichenstarre von der Probenentnahme ausgeschlossen.
Ein Weiteres derselben Gruppe erlitt eine Fraktur des Oberschenkelhalses. Bei diesem

Tier wurde die Euthanasie um 2 Wochen vorgezogen.

5.1.2 Gewichtsentwicklung

Die Gewichtsentwicklung der Versuchstiere wurde vor den drei Beckenkammbiopsie-
Entnahmen nach ausreichender Prédmedikation durch Wiegen festgehalten. Zu
Versuchsbeginn wogen alle Schafe im Durchschnitt 61,7 kg (n = 31) (Abb. 19). Die Tiere
der Kontrollgruppe wogen im Durchschnitt zum Zeitpunkt OM 63,3 kg und nahmen
innerhalb der ersten drei Monaten (3M) 6 kg und in den folgenden fiinf Monaten (8M) 0,4
kg zu. Das mittlere Gewicht der OV X-Gruppe betrug zum Versuchsbeginn 62,6 kg, nahm
dann bis zum ndchsten Wiegen um 3,8 kg zu, um dann in den folgenden Monaten 3,6 kg
abzunehmen. Die OV XD-Gruppe startete bei 62,6 kg. Sie erhéhten ihr Gewicht um 6,2
kg, um dann wieder 1,3 kg zu verlieren. In der OVXDS-Gruppe nahmen die Tiere zu den
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58,5 kg Startgewicht 1,8 kg Kdrpergewicht zu. Zum Zeitpunkt 8M wogen sie wieder 0,2
kg weniger.

Zusammenfassend nahmen die Tiere aller Gruppen in den ersten 3M zu und wogen nach
8M trotz haufiger Gewichtsabnahme noch mehr als am Ausgangspunkt OM. Eine Tabelle
mit den erhobenen Messwerten befindet sich im Anhang auf S.120 (Tab. 8).

Abb. 19: Gewichtsverlauf.

In der Abbildung sind nebeneinander jeweils das
mittlere  Gewicht jeder Gruppe zu den
Zeitpunkten OM, 3M und 8M dargestelt.
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5.1.3 Altersunterschiede

Die 32 weiblichen Merinolandschafe, mit einem Durchschnittsalter von 5,5 Jahren, waren
zu Versuchsbeginn zwischen 3 und 9 Jahre alt. Diese 32 Schafe wurden kontrolliert
randomisiert auf die vier Gruppen aufgeteilt. Aufgrund des Ausschlusses eines Schafes
wegen bestehender Graviditat konnte ein Altersunterschied zwischen den Gruppen zum

Zeitpunktes OM festgestellt werden.
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Zur Erhebung altersabhéngiger Unterschiede wurden die Beckenkammstanzen aller
Versuchsgruppen des Zeitpunktes OM nach Alter aufgeteilt und auf Differenzen der
Trabekelflache (Tb.Ar/T.Ar), der Trabekeldicke (Tbh.Th) und des Osteoidanteils
(O.Ar/Tb.Ar) uberprift (Abb. 20). Es konnten keine signifikanteren Unterschiede

zwischen den einzelnen Altersgruppen festgestellt werden.

5.2 Radiologische Beschreibung der Knochenqualitat

Mit Hilfe der DXA-Messung konnte die Knochenqualitat im Verlauf der experimentellen
Untersuchung in vivo beschrieben werden. Dazu wurde zu den Zeitpunkten OM, 3M und
8M von Mitarbeitern der Experimentellen Unfallchirurgie die BMD bestimmter
Skelettregionen ermittelt. Im Folgenden werden die Ergebnisse des Femurs und der LWK
vorgestellt. Eine Tabelle mit den erhobenen Messwerten und eine mit den signifikanten p-
Werten befinden sich im Anhang ab S.127 (Tab. 31 + Tab. 32).

5.21 Femur

Bei Versuchsbeginn war die im Femur gemessene BMD aller Gruppen sehr nah
beieinander. Die mittleren BMD-Werte lagen zwischen 1,15 g/cm? (Kontrollgruppe) und
1,20 g/cm2 (OVXD-Gruppe). Nach 3M der Behandlung zeigte die OVXDS-Gruppe (0,91
g/cm?) signifikant niedrigere Werte als die Kontroll- (1,15 g/cm?), die OV X- (1,18 g/cm?)
und die OVXD-Gruppe (1,13 g/cm?). Das gleiche Bild spiegelten die Messungen nach
8M wieder. Die OVXDS-Gruppe (0,81 g/cm?) erwies signifikant niedrigere BMD-
Messwerte als alle anderen Gruppen (Kontrollgruppe: 1,19 g/cm?, OVX-Gruppe: 1,24
g/lcm? und OVXD-Gruppe: 1,18 g/cm?) (Abb. 21A).

Betrachtet man nun den Verlauf der einzelnen Gruppen, so stellt der Betrachter fest, dass
die Kontroll-, die OVX- und die OVXD-Gruppe konstant auf einem Messniveau blieben
und nur die OVXDS-Gruppe eine signifikante Abnahme der BMD zwischen OM und 3M
und zwischen OM und 8M aufwies (Abb. 21A).

5.2.2 Lendenwirbelkdrper

Die Messungen der LWK erbrachten &hnliche Ergebnisse wie die Messungen des Femurs.
Die Initialmessung nach OM zeigte dicht beieinander liegende Knochendichten (zwischen
1,11 g/cm2 Kontrollgruppe und 1,15 g/cm? OVXDS-Gruppe). Nach 3M war die BMD
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von der OVXDS-Gruppe (0,81 g/cm?) signifikant geringer als die von der Kontroll- (1,10
g/lcm?), der OVX- (1,08 g/cm?) und der OVXD-Gruppe (1,04 g/cm?). 5M spater wies die
OVXDS-Gruppe (0,75 g/cm?) erneut die signifikant geringsten Messwerte auf
(Kontrollgruppe: 1,15 g/cm?, OV X-Gruppe: 1,11 g/cm? und OVXD-Gruppe: 1,01 g/cm?)
(Abb. 21B).

Beim Betrachten des Verlaufs der einzelnen Gruppen fallt auf, dass lediglich die
OVXDS-Gruppe eine signifikante Abnahme der BMD nach 3M und 8M im Vergleich zu
OM aufwies, wéhrend alle anderen Gruppen konstant auf einem Messniveau blieben
(Abb. 21B).
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Abb. 21: Knochendichtemessungen (BMD) von Femur und LWK.

Die OVXDS-Gruppe wies im Femur (A) und LWK (B) eine signifikante Abnahme der BMD nach 3M und
8M verglichen mit OM auf. Ebenso waren die Messwerte in beiden Skelettregionen nach 3M und 8M der
OVXDS-Gruppe signifikant geringer als die der anderen Gruppen (Mann-Whitney-U, * p < 0,05).

5.3 Deskriptive Bewertung des Knochenstatus

5.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Mit der HE-Farbung konnte ein Uberblick tber die Knochenqualitat gewonnen werden.
In einem ordinalen Rating wurden die Kortikalisdicke, die Knorpelspangendicke, die
Fettmenge im Knochenmark und die Trabekelbreite und -vernetzung jeweils einem von

vier Ausprégungsgraden zugeteilt.
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5.3.1.1 Beckenkamm

Die Préparate waren entsprechend dem Bohrdefekt in unterschiedliche Bereiche
einteilbar. Den grofiten Bereich machte die Spongiosa mit dem sie umgebenden
Knochenmark aus. An einem Ende des langlichen Zylinders waren eine Knochen-
(Kortikalis-) und / oder Knorpelspange aufgelagert. Diese variierten in ihrer Dicke
Gruppen und Zeitpunkt unabhéngig. Noch weiter apikal waren Muskelreste zu sehen. Je
nach Bohrkanal war teilweise auf der Gegenseite oder an einer L&ngsseite des Praparates
ebenfalls kortikaler Knochen vorzufinden (Abb. 22).

oM 3M 8M B oM 3M 8M

OVvX

OVXDS

Abb. 22: Ubersicht der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Beckenkammstanzen.

Die Ubersichtsbilder der Beckenkammstanzen wurden nach Gruppen sortiert. Wahrend bei der Kontroll-
(A), der OVX- (B) und der OVXD-Gruppe (C) kaum Veranderungen Uber die Zeit zu erkennen sind, zeigt
sich die OVXDS-Gruppe (D) mit einer deutlich geringeren Trabekeldicke. Ebenso ist ab dem Zeitpunkt 3M
der OVXDS-Gruppe nur noch eine geringe Zellzahl (Uberwiegend Fettzellen) im Knochenmark
vorzufinden.

Knochen + Muskel = dunkelrot, Knorpel + Knochenmark = violett, Zellkerne = blauviolett;
MafRstabsbalken 2 2 mm.
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In der Kontrollgruppe waren zum Zeitpunkt OM die Trabekel dick und gut miteinander
vernetzt. Die Vernetzung zeigte sich nahe der Kortikalis ausgepréagter als ab einem
gewissen Abstand. Das Knochenmark présentierte sich in einem ausgewogenen
Verhaltnis zwischen rotem Knochenmark und Fettzellen. Nach 3M liel3 sich in der
Kontrollgruppe ein sehr &hnliches Bild wiederfinden. Jedoch fiel in einzelnen Préparaten
auf, dass bei geringerer Trabekeldicke die Trabekelvernetzung ausgeprégter war und
wiederum in anderen Praparaten genau umgekehrt. Auch hier zeigte sich die rote
Knochenmark- und Fettzellverteilung ausgeglichen. Nach 8M konnte bei unverdndertem
Knochenmark eine gering groRere Trabekeldicke und -vernetzung festgestellt werden
(Abb. 22A + Abb. 23).

Kontrolle OVX

Abb. 23: Bildausschnitte der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Beckenkammstanzen.

Fur die vergrolRerte Darstellung der Beckenkammstanzen sind Ausschnitte mit enthaltenen Trabekeln und
Knochenmark gewéhlt worden. Im Vergleich zwischen den Zeitpunkten innerhalb der jeweiligen Gruppe
zeigt sich in der Kontroll-, der OVX- und der OVXD-Gruppe keine Veranderungen in der Trabekeldicke
sowie ein konstantes Verhaltnis von Zellen zu ausgelésten Fettvakuolen. In der OVXDS-Gruppe sind
deutlich dunnere Trabekel nach 3M und 8M zu sehen. Zusétzlich enthdlt das Knochenmark neben
Fettzellen kaum weitere Zellen.

Knochen = dunkelrot, Zellkerne = blauviolett Hintergrund bzw. ausgeldste Fettvakuolen = weiB;
MafRstabsbalken = 200 pm.

In den Behandlungsgruppen OVX und OV XD zeigte sich ein vergleichbares Bild wie in
der Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt OM waren die Trabekel dick und gut vernetzt mit

regelrechtem Verhaltnis zwischen rotem und gelbem Knochenmark. Nach 3M konnte
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auch in der OVX- und der OVXD-Gruppe in einzelnen Préparaten eine geringere
Trabekeldicke bei ausgepréagterem Netzwerk und umgekehrt vorgefunden werden. Die
Knochenmarksverteilung zeigte sich vergleichbar. Nach 8M konnte in der OVX- und der
OVXD-Gruppe eine gering grollere Trabekeldicke und -vernetzung verglichen mit der
OVX- und der OVXD-Gruppe zum Zeitpunkt 3M und verglichen mit der Kontrollgruppe
zum Zeitpunkt 8M festgestellt werden, ohne dass feststellbare Unterschiede im
Knochenmark vorlagen (Abb. 22B/C + Abb. 23).

Die OVXDS-Gruppe wies zum Zeitpunkt OM bei dicken und gut vernetzten Trabekeln
ebenfalls eine ausgewogene Knochenmarksverteilung auf. Nach 3M prasentierten sich in
den HE-Schnitten der OVXDS-Gruppe dunnere Trabekel mit geringerer Vernetzung
verglichen mit der OVXDS-Gruppe zum Zeitpunkt OM und verglichen mit allen anderen
Gruppen zum Zeitpunkt 3M. AuRerdem lieR sich ein enormes Ubergewicht an Fettzellen
im Knochenmark feststellen. Nach 8M zeigte sich in der OVXDS-Gruppe ein
vergleichbares Bild wie nach 3M mit geringer Trabekeldicke und -vernetzung sowie ein
von Fettzellen ausgefiilltes Knochenmark (Abb. 22D + Abb. 23).

5.3.1.2 Femur

Die Praparate bildeten das distale Femur mit dem Knorpel, der Kortikalis, dem Markraum
und die Spongiosa der Epi- und der Metaphyse ab. Die HE gefarbten Femurschnitte
verglichen den Zeitpunkt 8M zwischen den Gruppen (Abb. 24). Die Trabekel der
Kontrollgruppe waren sehr dick, deutlich dicker als die im Beckenkamm. Nahe der
Kortikalis waren sie reich vernetzt. Im Bereich der Metaphyse verliefen die Trabekel
groftenteils parallel zur Kortikalis mit deutlich weniger Quervernetzung. Knochenmark
war nur vereinzelt in Bereichen der Metaphyse vorzufinden, weshalb auf einen Vergleich
des Knochenmarks zwischen den Gruppen im Weiteren verzichtet wurde.

Die OVX- und die OVXD-Gruppe spiegelten die Trabekelparameter der Kontrollgruppe
wieder. Die OVXDS-Gruppe zeigte deutlich diunnere und weniger vernetzte Trabekel,

wobei die geringe Dicke drastischer ausfiel als die geringere Vernetzung.
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Kontrolle

Abb. 24: Ubersichtsbilder der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Femurkondylen.

Die Ubersichtsbilder stammen aus dem zum Zeitpunkt 8M gewonnenen Femurpéparaten. Insbesondere in
dem Beispielbild der Kontrollgruppe ist mit dem Abstand zur knorpelbeschichteten Kortikalis die
abnehmende Trabekelvernetzung bzw. der zunehmende Trabekelabstand deutlich abgebildet. Die geringste
Trabekeldicke zeigte sich in der OVXDS-Gruppe.

Knochen = dunkelrot, Knorpel + Knochenmark = violett, Zellkerne = blauviolett; MaBstabsbalken = 2 mm.

5.3.1.3 Lendenwirbelkdrper

Die LWK-Praparate zeigten die Spongiosa, den Markraum und die Kortikalis der LWK.
Teilweise war der Ubergang zum Wirbelbogen mit angeschnitten. Die Priparate
stammten alle von der Entnahme nach 8M Versuchsverlauf (Abb. 25). Die Trabekel der

Kontrollgruppe waren dicker als die der Beckenkammstanzen, wenn auch weniger dick
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als die Trabekel im Femur. Die Trabekel bildeten ein wabenartiges enges Geflecht,
welches sich deutlich enger als in den anderen beiden Regionen présentierte. Die

Zwischenrdume waren reich an rotem Knochenmark.

Kontrolle OVX

Abb. 25: Ubersichtsbilder der Hamatoxylin-Eosin gefarbten LWK.

In der Abbildung sind nebeneinander Ubersichtshilder der LWK einer jeden Gruppe zum Zeitpunkt 8M
dargestellt. In der Kontroll-, der OVX- und der OVXD-Gruppe zeigen sich dicke Trabekel mit viel roten
Knochenmark (zellkernreicher / violett geférbter intertrabekuldrer Raum). Im LWK der OVXDS-Gruppe
fallen die Trabekel diinner aus als in den anderen Gruppen. Zusatzlich ist das Knochenmark der OVXDS-
Gruppe von Fettzellen durchsetzt, weshalb die Gesamtzahl an Zellkernen im Knochenmark gering ausfallt
und das Knochenmark blass erscheint.

Knochen = dunkelrot, Knorpel + Knochenmark = violett, Zellkerne = blauviolett; MaBstabsbalken = 2 mm.

In der OVX-Gruppe zeigte sich eine minimal geringere Trabekeldicke und -vernetzung
als in der Kontrollgruppe. Jedoch fielen im Vergleich zu der Kontrollgruppe deutlich

mehr Fettzellen im Knochenmark auf.
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Die Trabekeldicke und -vernetzung der OVXD-Gruppe waren verglichen mit der
Kontrollgruppe ebenfalls minimal kleiner. Das Knochenmark zeigte sich, wie in der
Kontrollgruppe, ausgeglichen verteilt. Die OV XDS-Gruppe présentierte sich erneut mit
deutlich geringeren Trabekelparametern verglichen mit der Kontrollgruppe, auch wenn
die geringere Trabekeldicke deutlich drastischer ausfiel als die geringere
Trabekelvernetzung. Der Anteil an Fettzellen im Knochenmark zeigte sich in der

OVXDS-Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe sehr hoch.

5.3.2 Von Kossa / van Gieson Farbung

Nach der zuvor durchgefihrten deskriptiven Analyse der HE geféarbten Schnitte wurde in
den von Kossa / van Gieson gefarbten Préparaten besonders auf das Osteoid geachtet und
der Osteoidanteil verglichen. Die Beobachtungen der zuvor beschriebenen
Trabekelparameter konnten auch in dieser Farbung bestatigt werden (Abb. 26 + Abb. 27).

5.3.2.1 Beckenkamm

In den Beckenkammstanzen waren der Bereich der Spongiosa mit dem dazwischen
liegenden Markraum und der Bereich des apikalen Teils der Stanze mit Knochen,
Knorpel und / oder Muskel zu unterscheiden. Die weiteren Beobachtungen beziehen sich
auf den erst genannten Bereich.

In der Kontrollgruppe (Abb. 26A) zeigten sich zum Zeitpunkt OM erneut breite und gut
vernetzte Trabekel. Ein hauchdlinner Osteoidsaum war auf der Halfte bis Dreiviertel der
mineralisierten Knochenoberflache zu sehen. AulRerdem lie3en sich Erosionslakunen mit
umliegender Mehranreicherung von Osteoid vorfinden. Das Knochenmark war zwischen
blutbildenden Zellen und ausgeldsten Fettvakuolen ausgewogen verteilt (Abb. 27). Nach
3M lielk sich in der Kontrollgruppe erneut ein vergleichbares Bild vorfinden. In den von
Kossa / van Gieson gefarbten Beckenkammstanzen zeigten sich nach 8M geringfligig
breitere Trabekel mit minimal weniger Osteoid .

In der OVX-Gruppe zeigten sich nach OM, 3M und 8M vergleichbare Trabekelparameter
und Osteoidverteilungen wie in der Kontrollgruppe (Abb. 26B + Abb. 27).
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oM 3M 8M B oM 3M 8M

OVXDS

Abb. 26: Ubersicht der von Kossa / van Gieson gefarbte Beckenkammstanzen.

Die Ubersichtsbilder der Beckenkammstanzen wurden nach Gruppen und Zeitpunkten sortiert. Wahrend
man bei der Kontroll- (A), der OVX- (B) und der OVXD-Gruppe (C) kaum Verénderungen Uber die Zeit
erkennen konnte, war in der OVXDS-Gruppe (D) eine deutliche Trabekeldestruktion zu erkennen.
mineralisierter Knochen = schwarz, Knorpel = hellrot, Muskel = dunkelrot; Malstabsbalken 2 2 mm.

In der OVXD-Gruppe konnte zum Zeitpunkt OM ebenfalls nur ein hauchdunner
Osteoidsaum auf grolRen Teilen der Trabekeloberfliche mit einzelnen Stellen einer
breiteren Osteoidbande festgestellt werden (Abb. 26C + Abb. 27). Nach 3M lielRen sich in
der OVXD-Gruppe geringfligig mehr Stellen mit einem breiteren Osteoidband finden
verglichen mit der OV X- und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 3M und verglichen mit
der OVXD-Gruppe zum Zeitpunkt OM. Die Beobachtungen in der OVXD-Gruppe nach
8M folgten derer in der Kontroll- und der OV X-Gruppe nach 8M mit geringfuigig weniger
Osteoid (Abb. 27).
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Kontrolle OVXD OVXDS

 —

Abb. 27: Bildausschnitte der von Kossa /van Gieson gefarbten Beckenkammstanzen.

In den Bildausschnitten ist das dem mineralisierten Knochen anliegende Osteoid gut zu erkennen. In der
OVXDS-Gruppe nach 8M fiel ein erhdhter Osteoidgehalt auf, der nach 3M noch nicht in diesem MaRe
vorzufinden war.

mineralisierter Knochen = schwarz, Osteoid = kréftig-rot, Knochenmark = blass-rot;
Malstabsbalken 2 200 pum.

Zum Zeitpunkt OM zeigte sich in der OVXDS-Gruppe ein vergleichbarer Anblick wie in
allen anderen Gruppen zum Zeitpunkt OM mit breiten und gut vernetzten Trabekeln bei
nur wenig Osteoidflachen (Abb. 26D + Abb. 27). Nach 3M war in der OVXDS-Gruppe
eine deutliche Trabekeldestruktion mit diinneren und weniger verzweigten Trabekeln im
Vergleich zu allen anderen Gruppen nach 3M und im Vergleich zu der OVXDS-Gruppe
nach OM zu erkennen. Neben dem dunnen und grof3flachig aufliegenden Osteoidsaum
lieRen sich nun mehr Flachen mit breiter Osteoidbande vorfinden verglichen mit allen
anderen Gruppen zum Zeitpunkt 3M und verglichen mit der OVXDS-Gruppe zum
Zeitpunkt OM. Zum Zeitpunkt 8M konnte in der OVXDS-Gruppe erneut eine
Trabekeldestruktion und Osteoidzunahme im Vergleich zu der OVXDS-Gruppe nach 3M
festgestellt werden (Abb. 26D + Abb. 27). Hier zeigte sich mehr mineralisierte
Knochenoberflache mit dem dinnen Osteoidsaum bedeckt, der dazu auch noch breiter
erschien. Des Weiteren fielen besonders zwei Préparate auf, in denen fast der gesamte

mineralisierte Knochen mit einer dicken Schicht von Osteoid iberzogen war.
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5.3.2.2 Femur

Die Praparate des Femurs zeigten einen Querschnitt durch die distale Epi- und Metaphyse
nach 8M Behandlung (Abb. 28). Es waren von auf’en nach innen Knorpel, Kortikalis und
Spongiosa mit dem sie umgebenden Markraum zu erkennen. Die deskriptiv in der HE-
Féarbung durchgefuhrte Trabekelanalyse konnte in der von Kossa / van Gieson Farbung

bestéatigt werden.

Kontrolle

Abb. 28: Ubersichtsbilder der von Kossa / van Gieson gefarbten Femurkondylen.

Die Ubersichtshilder stammen aus dem zum Zeitpunkt 8M gewonnenen Femurpaparaten. Mit zunehmenden
Abstand zur Kortikalis zeigte sich der Trabekelabstand in allen Gruppen gréRer werdend. In der OVXDS-
Gruppe konnte die geringste Trabekeldicke erhoben werden.

mineralisierter Knochen = schwarz, Muskeln und Knorpel = rot, Knochenmark = braun bis grau;
Malstabsbalken 2 5 mm.

Die deskriptive Analyse des Osteoids im Femur spiegelten die Beobachtungen in den
Beckenkammstanzen wider. In der OVXD-Gruppe war geringfligig mehr Osteoid

verglichen mit der OVX- und der Kontrollgruppe vorzufinden. In der OVXDS-Gruppe
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war erneut der dem Knochen aufliegende diinne Osteoidsaum etwas breiter und bedeckte

mehr Knochenoberfléche als in den anderen Gruppen (Abb. 28).

5.3.2.3 Lendenwirbelkdrper
Die histologischen Schliffe der LWK bildeten nicht nur den gesamten LWK, sondern
auch den Wirbelbogen und zum Teil die Querfortsatze ab (Abb. 29).

Kontrolle OvVX

OVXD OVXDS

Abb. 29: Ubersichtsbilder der von Kossa / van Gieson gefarbten LWK.

Es sind nebeneinander Ubersichtsbilder der LWK einer jeden Gruppe zum Zeitpunkt 8M dargestellt. Aus
der Ubersicht lieBen sich keine markanten Unterschiede zwischen der Kontroll-, der OVX- und der OVXD-
Gruppe feststellen. Die mikroskopisch beschreibbare Abnahme der Trabekeldicke und Vernetzung der
OVXDS-Gruppe sind aus der Ubersicht nur eingeschréankt erkennbar.

mineralisierter Knochen = schwarz, Muskeln = rot, Knochenmark = braun bis grau;
Malstabsbalken 2 5 mm.

Die von der Kortikalis umgebene Spongiosa war als reich verzweigtes Netzwerk zu
erkennen. lhre Dicke und Verzweigung wich in der OVXDS-Gruppe deutlich von dem
der anderen Gruppen ab. Der Osteoidgehalt unterschied sich zwischen der Kontroll-, der
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OVX- und der OVXD-Gruppe nur kaum. Lediglich die OVXDS-Gruppe zeigte erneut
einen etwas breiteren und mehr mineralisierten Knochen bedeckenden Osteoidsaum
(Abb. 29).

5.4 Histomorphometrie Beckenkamm

5.4.1 Histomorphometrie der Trabekelparameter

Die quantitative Analyse der Trabekelparameter erfolgte an den von Kossa / van Gieson
gefarbten Praparaten aller Regionen und Zeitpunkte. Bestimmt wurden die Trabekeldicke
(Th.Th), der Trabekelabstand (Th.Sp) und der prozentuale Anteil der Trabekelflache zur
Gesamtflache (Tb.Ar/T.Ar). Diese Parameter ermdglichen es, Verénderungen des
trabekuldren Knochens genauer zu beschreiben. Tabellen mit den erhobenen Messwerten
und signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.120 (Tab. 9 - Tab. 14).

Zum Zeitpunkt OM betrugen die mittlere Th.Th im Beckenkamm der Kontrollgruppe 122
pm, der OVX-Gruppe 134 um, der OVXD-Gruppe 150 um und der OVXDS-Gruppe 142
pum. Somit bestand eine Signifikanz zwischen der Kontroll- und der OVXD-Gruppe. Zum
Zeitpunkt 3M war die mittlere Th.Th von der OVXDS-Gruppe (104 pm) signifikant
kleiner als die der anderen Gruppen (Kontrollgruppe: 144 um, OVX-Gruppe: 142 pm und
OVXD-Gruppe: 135 pm). Beim Vergleich zwischen der Kontroll-, der OVX- und der
OVXD-Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Nach 8M
hatte die OVXDS-Gruppe (100 pum) erneut die signifikant dinnsten Trabekel. Unter der
Kontroll-, der OVX- und der OVXD-Gruppe war keine Signifikanz zu erheben
(Kontrollgruppe: 174 pm, OVX-Gruppe: 174 pm und OVXD-Gruppe: 162 pm) (Abb.
30A).

Beim Vergleich innerhalb der Gruppe zwischen den Zeitpunkten stellte sich heraus, dass
nach 3M bei der OVXDS-Gruppe eine signifikant kleinere Th.Th bestand als nach OM.
Die Kontroll- und die OVX-Gruppe hatten nach 8M signifikant hthere Messergebnisse
und die OVXDS-Gruppe signifikant kleinere verglichen mit OM. Zwischen den
Zeitpunkten 3M und 8M bestanden Signifikanzen bei der OV X- und der OVXD-Gruppe.
Die im Vergleich grolReren Werte wurden nach 8M gemessen (Abb. 30A).
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Die Th.Sp aller Gruppen wiesen zum Zeitpunkt OM vergleichbare Werte auf
(Kontrollgruppe: 501 pm, OV X-Gruppe: 546 pum, OVXD-Gruppe: 539 pum und OVXDS-
Gruppe: 516 pm). Nach 3M hatte die OVX-Gruppe (620 um) gefolgt von der OVXDS-
Gruppe (534 um) die groBRten Trabekelabstdnde (Kontrollgruppe: 545 pum und OVXD-
Gruppe: 592 um). Diese erhobenen Unterschiede erwiesen sich jedoch als statistisch nicht
signifikant. Zum Zeitpunkt 8M zeigte die OVX-Gruppe erneut die hochsten Werte (665
pm), jedoch mit einer groRen Streuung und keiner Signifikanz (Kontrollgruppe: 553 pm,
OVXD-Gruppe: 584 um und OV XDS-Gruppe: 578 um) (Abb. 30B).

Beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten war lediglich bei der OVX-Gruppe ein nicht
signifikanter Anstieg auszumachen. In keiner der Gruppen konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den Zeitpunkten in Bezug auf die Th.Sp erhoben werden (Abb.
30B).
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+ T Nach 3M und 8M wies die OVXDS-Gruppe
verglichen mit allen anderen Gruppen signifikant
kleinere Werte der Trabekeldicke (A) und -flache
(C) auf. Obwohl Uber die Zeit diese beiden
Parameter bei allen anderen Gruppen tendenziell
zunahmen, fielen sie bei der OVXDS-Gruppe nach
3M und 8M im Vergleich zu OM deutlich ab. Die
Th.Sp (B) blieb ber alle Zeitpunkte und Gruppen
relativ stabil (Mann-Whitney-U, * p <0,05).
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Beim Vergleich der Th.Ar/T.Ar fiel zum Zeitpunkt OM kein groRRer Unterschied zwischen
den Gruppen auf (Kontrollgruppe: 23,8 %, OVX-Gruppe: 24,6 %, OVXD-Gruppe: 23,6
% und OVXDS-Gruppe: 22,8 %). Nach 3M wies die OVXDS-Gruppe (15,1 %)
verglichen mit allen anderen Gruppen (Kontrollgruppe: 24,8 %, OVX-Gruppe: 20,7 %
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und OVXD-Gruppe: 24,0 %) die signifikant kleinste Trabekelflache auf. Zwischen der
Kontroll-, der OVX- und der OVXD-Gruppe waren keine signifikanten Unterschiede
festzustellen. Dieses Verhaltnis bildete sich nach 8M erneut ab. Die OVXDS-Gruppe
(15,4 %) zeigte erneut die signifikant kleinsten Werte. Zwischen der Kontroll- (28,1 %),
der OVX- (26,2 %) und der OVXD-Gruppe (24,9 %) konnte kein signifikanter
Unterschied erhoben werden (Abb. 30C).

Beim Vergleich der Zeitpunkte innerhalb der jeweiligen Gruppe bezogen auf den
Messwert Th.Ar/T.Ar fielen lediglich die signifikant kleineren Werte in der OVXDS-
Gruppe nach 3M und 8M verglichen mit OM auf. Die Kontroll-, die OVX- und die
OVXD-Gruppe zeigten keine signifikanten Differenzen zwischen den jeweiligen
Zeitpunkten (Abb. 30C).

5.4.2 Histomorphometrische Darstellung des Osteoidgehalts

Die histomorphometrische Analyse des Osteoidanteils wurde an den von Kossa / van
Gieson gefarbten Praparaten des Beckenkamms, des Femurs und der LWK durchgefihrt.
In 5-facher bzw. 2,5-facher VergroRerung wurden die Osteoidflache (O.Ar) und die
mineralisierte Knochenfldche der Spongiosa bestimmt. Die Normalisierung der O.Ar
erfolgte auf die Trabekelflache (Tb.Ar). Die Tabellen mit den erhobenen Messwerten und
signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.123 (Tab. 15 + Tab. 16).

Die zum Zeitpunkt OM in den Beckenkammstanzen gemessenen Osteoidanteile pro
Knochenflache der vier Gruppen lagen alle sehr nah beieinander (Kontrollgruppe:
15,08 %, OVX-Gruppe: 15,29 %, OVXD-Gruppe: 13,00 % und OVXDS-Gruppe:
13,13 %) (Abb. 31).

Nach 3M der Behandlungen mal} der Osteoidanteil pro Knochenflache von der OVXDS-
Gruppe (16,37 %) signifikant mehr als von der Kontroll- (11,93 %), der OV X- (13,18 %)
und der OV XD-Gruppe (12,85 %).

8M nach Versuchsbeginn hatte die OVXDS-Gruppe (20,08 %) signifikant mehr
O.Ar/Tb.Ar verglichen mit allen anderen Behandlungsgruppen des gleichen
Untersuchungszeitpunkts (Kontrollgruppe: 10,44 %, OVX-Gruppe: 10,16 % und OVXD-
Gruppe: 12,22 %).

Beim Vergleich der Zeitpunkte innerhalb der einzelnen Gruppen zeigte sich in der OVX-

Gruppe nach 8M signifikant weniger Osteoid als nach OM und 3M. Innerhalb der der
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OVXDS-Gruppe gab es zwischen allen Messpunkten einen signifikanten Anstieg der
Werte (Abb. 31).
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Abb. 31: O.Ar/Th.Ar im Beckenkamm.

Die Abbildung zeigt die Messwerte der O.Ar/Th.Ar in den Beckenkammstanzen zum Zeitpunkt OM, 3M
und 8M. Der Osteoidanteil nach 3M und 8M in der OVXDS-Gruppe erreichte signifikant hohere Werte
verglichen mit allen anderen Gruppen zum gleichen Zeitpunkt. Im Vergleich der Zeitpunkte erreichte die
OVX-Gruppe nach 8M signifikant kleinere Werte als nach OM oder 3M. Der Osteoidanteil der OVXDS-
Gruppe wies zum Zeitpunkt 3M signifikant groRere Werte als nach OM auf. Nach 8M zeigte sich die
O.Ar/Th.Ar der OVXDS-Gruppe noch hoher mit einer signifikanten Differenz verglichen mit dem
Zeitpunkt OM und 3M (Mann-Whitney-U, * p < 0,05).

5.4.3 Bestimmung der Mineralisationsrate mittels Fluoreszenzmarkierung

Die Erhebung der MAR wurde an drei durch Randomisierung bestimmten Schafen jeder
Gruppe durchgefuhrt, die in einem 7- bzw. 8-tdgigen Intervall in den letzten Wochen vor
der Euthanasie (8M) Fluoreszenzfarbstoffe injiziert bekamen. Die ungeféarbten und nicht
entkalkten PMMA-Proben von Beckenkamm und Femur wurden mithilfe von
Fluoreszenzfiltern unter dem  Mikroskop abfotografiert (Abb. 36) und
histomorphometrisch ausgewertet. Eine Tabelle mit den erhobenen Messwerten und eine
mit den signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.124 (Tab. 17 + Tab. 18). Im
Folgenden werden die Ergebnisse aus dem Beckenkamm vorgestellt.

Nach 8M Behandlung zeigten die Kontroll- (1,88 um/d), die OVX- (1,98 um/d) und die
OVXD-Gruppe (1,92 um/d) eine anndhernd gleiche MAR im Beckenkamm. Lediglich
die mittlere MAR der OVXDS-Gruppe (1,48 um/d) blieb um ca. 0,45 um/d dahinter.
Zwischen diesen Messungen konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden (Abb. 32).
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Abb. 32: Mineralisationsrate (MAR) im
Beckenkamm.

In den Beckenkammschnitten wurde die geringste
MAR in der OVXDS-Gruppe gemessen, jedoch
wiesen sie keine statistische Signifikanz auf (Mann-
Whitney-U, * p <0,05).
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5.5 Histomorphometrie Femur

5.5.1 Histomorphometrie der Trabekelparameter

Die quantitative Analyse der Trabekelparameter erfolgte an den von Kossa / van Gieson
gefarbten Praparaten aller Regionen und Zeitpunkte. Bestimmt wurden die Trabekeldicke
(Th.Th), der Trabekelabstand (Th.Sp) und der prozentuale Anteil der Trabekelflache zur
Gesamtflache (Tbh.Ar/T.Ar). Diese Parameter ermdglichen es, Verénderungen des
trabekuldren Knochens genauer zu beschreiben. Tabellen mit den erhobenen Messwerten
und signifikanten p-Werten befinden sich im Anhang ab S.120 (Tab. 9 - Tab. 14). Im
Folgenden werden die quantitativen Ergebnisse des Femurs nach 8M Behandlung
vorgestellt.

Nach 8M des Versuchsprotokolls zeigte sich in der OVXDS-Gruppe des Femurs die
kleinste Th.Th (Kontrollgruppe: 300 pm, OVX-Gruppe: 379 um, OVXD-Gruppe:
326 um und OVXDS-Gruppe: 170 upm). (Abb. 33A). Jedoch erwiesen sich die
Unterschiede aufgrund der kleinen Probengrof3e als nicht signifikant.

Die Tb.Sp im Femur verteilte sich von der Kontroll- bis zur OVXD-Gruppe mit
zunehmenden Werten (Kontrollgruppe: 629 pum, OVX-Gruppe: 865 pm und OVXD-
Gruppe: 909 pm). Der Messwert der OV XDS-Gruppe (809 um) lag zwischen dem Wert
der Kontroll- und der OVX-Gruppe. Doch auch hier konnte keine Signifikanz zwischen
den Gruppen festgestellt werden (Abb. 33B).

Die Werte der Th.Ar/T.Ar nach 8M im Femur wurden mit Zunahme der Behandlungen
von Gruppe zu Gruppe kleiner (Kontrollgruppe: 34,2 %, OV X-Gruppe: 29,7 %, OVXD-
Gruppe: 25,3 % und OVXDS-Gruppe: 15,7 %). Auch diese Differenzen konnten nicht
mit einer statistischen Signifikanz belegt werden (Abb. 33C).
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Abb. 33: Trabekelparameter Femur.

Nach 8M der Dreifachbehandlung zeigte die
OVXDS-Gruppe die niedrigsten Werte der Th.Th
(A) und der Th.Ar/T.Ar (C). Der Trabekelabstand
(B) blieb aber zwischen den Werten der anderen
Gruppen (Mann-Whitney-U, * p < 0,05).

5.5.2 Histomorphometrische Darstellung des Osteoidgehalts

Die histomorphometrische Analyse des Osteoidanteils wurde an den von Kossa / van

Gieson gefarbten Praparaten des Beckenkamms, des Femurs und der LWK durchgefiihrt.

In 5-facher bzw. 2,5-facher VergroRerung wurden die Osteoidflache (O.Ar) und die

mineralisierte Knochenflache der Spongiosa bestimmt. Die Normalisierung der O.Ar

erfolgte auf die Trabekelflache (Th.Ar). Tabellen mit den erhobenen Messwerten und
signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.123 (Tab. 15 + Tab. 16). Im

Folgenden sind die Ergebnisse des Femurs beschrieben.
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Abb. 34: O.Ar/Tb.Ar im Femur.

Die Abbildung zeigt die Messungen der O.Ar/Th.Ar
im Femur nach 8M. Verglichen mit der Kontroll-
und der OVX-Gruppe sind die Werte in der OVXD-
Gruppe erhéht. Die OVXDS-Grupe zeigte die
héchsten Messwerte in dieser Region, wenn auch
nicht signifikant (Mann-Whitney-U, * p <0,05).
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Nach 8M Behandlung ordneten sich die Osteoidwerte im Femur in der Reihenfolge der
Stufentherapie an. Dabei wies die Kontrollgruppe die geringsten und die OVXDS-Gruppe
die hochsten Messwerte auf (Kontrollgruppe: 5,7 %, OVX-Gruppe: 5,9 %, OVXD-
Gruppe: 8,6 % und OVXDS-Gruppe: 15,6 %). Eine exakte Signifikanz war in dem
zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test nicht zu erheben (Abb. 34).

5.5.3 Bestimmung der Mineralisationsrate mittels Fluoreszenzmarkierung

Die Erhebung der MAR wurde an drei durch Randomisierung bestimmten Schafen jeder
Gruppe durchgefuhrt, die in einem 7- bzw. 8-tdgigen Intervall in den letzten Wochen vor
der Euthanasie Fluoreszenzfarbstoffe injiziert bekamen. Die ungefdrbten und nicht
entkalkten PMMA-Proben von Beckenkamm und Femur wurden mithilfe von
Fluoreszenzfiltern unter dem  Mikroskop abfotografiert (Abb. 36) und
histomorphometrisch ausgewertet. Tabellen mit den erhobenen Messwerten und mit den
signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.124 (Tab. 17 + Tab. 18). Im
Folgenden werden die Messungen des Femurs vorgestellt.

In der OVXDS-Gruppe wurde im Femur die geringste MAR erhoben (1,02 um/d). Dieser
Unterschied war im Femur im Vergleich zu der Kontroll- (1,53 pum/d), der OVX- (1,95
pm/d) und der OVXD-Gruppe (1,90 pm/d) signifikant. Zwischen den drei anderen
Gruppen lieRen sich keine Signifikanzen feststellen (Abb. 35).
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Abb. 35: Mineralisierungsrate (MAR) im Femur.

In der zum Zeitpunkt 8M gemessenen MAR im Femur
zeigte die OVXDS-Gruppe im Vergleich zu allen
anderen Gruppen die signifikant geringsten Messwerte
(Mann-Whitney-U, * p < 0,05).
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Abb. 36: Bestimmung der Mineralisierungsrate (MAR) in der Fluoreszenzmikroskopie.

Die Abbildungen (A) - (C) zeigen die unterschiedlichen Kandle eines Femurschliffes der Kontrollgruppe.
(D) - (F) zeigen die gleiche Skelettregion, gehdren aber zu der OVXDS-Grupe.

In (A) und (D) sind die griinen Calceinbanden, in (B) und (E) die roten Alizarinbanden und in (C) und (F)
die beiden Fluoreszenzbanden in einem Bild der Hellfeldmikroskopie zu sehen. Die, einen Tag nach der
Alizarinmarkierung erfolgte, erste Calceininjektion war in der Kontrollgruppe zu sehen und bei der
OVXDS-Gruppe nur selten oder schwach zu finden. Ebenfalls war die eintdgige MAR aus diesen beiden
Banden nur schwer zu bestimmen, weshalb die MAR aus dem Abstand der beiden griinen
Calceinmarkierungen oder der roten Alizarinmarkierung und der zweiten griinen Calceinbande bestimmt
wurde (sieben bzw. achttagiges Intervall).
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5.6 Histomorphometrie Lendenwirbelkorper

5.6.1 Histomorphometrie der Trabekelparameter

Die quantitative Analyse der Trabekelparameter erfolgte an den von Kossa / van Gieson

gefarbten Praparaten aller Regionen und Zeitpunkte. Bestimmt wurden die Trabekeldicke
(Th.Th), der Trabekelabstand (Th.Sp) und der prozentuale Anteil der Trabekelflache zur
Gesamtflache (Tb.Ar/T.Ar). Diese Parameter ermdglichen es, Verénderungen des

trabekularen Knochens genauer zu beschreiben. Tabellen mit den erhobenen Messwerten
und signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.120 (Tab. 9 - Tab. 14). Es
folgen die Ergebnisse aus den Messungen im LWK zum Zeitpunkt 8M.
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Abb. 37: Trabekelparameter LWK.

Bei den Messungen der Th.Th (A) nach 8M fiel die
OVXDS-Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-, der
OVX- und der OVXD-Gruppe mit den Kleinsten
Werten auf. Die Tb.Sp (B) war bei allen
Behandlungsgruppen auf dem gleichen Niveau. In
(C) zeigt sich in der OVXDS-Gruppe die geringste
Th.Ar/T.Ar. Eine Signifikanz konnte zwischen
keiner der Gruppen festgestellt werden (Mann-
Whitney-U, * p <0,05).

Die Trabekelparametermessung der Tb.Th im LWK war nach 8M bei den Gruppen
Kontrolle (214 pum), OVX (211 pum) und OVXD (193 um) sehr dicht beieinander. Im
Vergleich zu den anderen Gruppen zeigte lediglich die OV XDS-Gruppe mit 125 pum eine
geringere Tb.Th, wenn auch nicht signifikant (Abb. 37A).
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Die Kontroll- (519 um), die OVX- (541 um), die OVXD- (575 pm) und die OVXDS-
Gruppe (539 um) zeigten in Bezug auf die Th.Sp im LWK ein sehr dhnliches Messniveau
(Abb. 37B).

Beim Vergleich der Th.Ar/T.Ar zwischen den Gruppen fiel auf, dass die OVXDS-Gruppe
(20,7 %) im LWK die kleinsten Messergebnisse lieferte. Die Kontroll- (33,7 %), die
OVX- (31,6 %), die OVXD- (28,6 %) und die OVXDS-Gruppe verband kein
signifikanter Unterschied (Abb. 37C).

5.6.2 Histomorphometrische Darstellung des Osteoidgehalts

Die histomorphometrische Analyse des Osteoidanteils wurde an den von Kossa / van
Gieson gefarbten Préaparaten des Beckenkamms, des Femurs und der LWK durchgefuhrt.
In 5-facher bzw. 2,5-facher VergrofRerung wurden die Osteoidflache (O.Ar) und die
mineralisierte Knochenflédche der Spongiosa bestimmt. Die Normalisierung der O.Ar
erfolgte auf die Trabekelflache (Th.Ar). Tabellen mit den erhobenen Messwerten und
signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.123 (Tab. 15 + Tab. 16). Es folgen
die Ergebnisse der LWK.

In den LWAK-Schliffpraparaten zeigte die OVXDS-Gruppe nach 8M die grofte
O.Ar/Th.Ar (14,6 %). Die Werte von der Kontroll- (6,0 %), der OVX- (5,2 %) und der
OVXD-Gruppe (5,2 %) blieben dagegen deutlich enger beieinander. Ein signifikanter
Unterschied war nicht zu ermitteln (Abb. 38).
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Abb. 38: O.Ar/Th.Ar im LWK.

Die Abbildung zeigt die Messwerte der O.Ar/Th.Ar
nach 8M im LWK. Der Mittelwert der OVXDS-
Gruppe stellt sich hier als zwei bis drei Mal so grof3
wie die der Kontroll-, der OVX- und der OVXD-
Gruppe dar. Bei einer geringen Probenzahl konnte
jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden
(Mann-Whitney-U, * p <0,05).
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5.7 Vergleich der anatomischen Regionen: mechanisch belastet vs.

unbelastet

In den vorangegangenen Abschnitten wurden Gruppen und Zeitpunkte innerhalb einer
Probenlokalisation gegeniibergestellt. In den folgenden Absatzen geht es darum, die
Messwerte zwischen den unterschiedlichen Biopsieregionen zu vergleichen. Dabei gibt es
den unbelasteten Beckenkamm, das unter vertikaler Belastung stehende Femur und die
bei Schafen unter horizontaler Belastung stehenden LWK. Es folgen sowohl die
Vergleiche der einzelnen Regionen, als auch der Vergleich zwischen unbelasteten
(Beckenkamm) und belasteten Regionen (Femur und LWK). Alle Vergleiche beziehen
sich auf den Entnahmezeitpunkt 8M. Tabellen mit den erhobenen Messwerten und
signifikanten p-Werten befindet sich im Anhang ab S.124 (Tab. 19 - Tab. 30).

5.7.1 Beckenkamm vs. Lendenwirbelkdrper

Beim Vergleich der Th.Th nach 8M wiesen die LWK deutlich hohere Messwerte auf als
die Beckenkammpraparate. Die mittleren Werte der jeweiligen Gruppen der LWK lagen
ca. 30 um uber denen der Beckenkamme. Dieser Unterschied erwies sich innerhalb der
Kontroll- und der OVX-Gruppe als signifikant (Abb. 39A). Die Messungen der
Th.Ar/T.Ar zeigten in jeder Behandlungsgruppe im LWK hdohere Mittelwerte als im
Beckenkamm. Jedoch wiesen sie keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 39B). Beim
Betrachten der O.Ar/Th.Ar der OVX-, der OVXD- und der OVXDS-Gruppe zeigten die
Beckenkammschnitte verglichen mit den LWAK-Schliffen die signifikant hoheren
Messwerte. Dabei war der Osteoidanteil in den Beckenkammschnitten in allen
Behandlungsgruppen circa doppelt so hoch wie in derselben Behandlungsgruppe im
LWK. Auch die O.Ar/Th.Ar der Kontrollgruppe erwies sich im Beckenkamm nahe dem
doppelten Wert der O.Ar/Tb.Ar im LWK, wenn auch ohne nachweisbare Signifikanz
(Abb. 39C).

5.7.2 Beckenkamm vs. Femur

Zum Zeitpunkt 8M waren die Tb.Th in den Femurschliffen signifikant groRer als in den
Beckenkammsschnitten in allen vier Gruppen. Dabei vielen die mittleren Messwerte der
Th.Th verglichen mit den Beckenkammschnitten in den Femurschliffen meist doppelt so
hoch aus. Trotz einer breiten Streuung konnten die hochsten Mittelwerte der Th.Ar in der
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OVX-Gruppe der Femurschliffe nachgewiesen werden (Abb. 39A). Die Messwerte der
Th.Ar/T.Ar wiesen in beiden Regionen in der Kontrollgruppe die groRten Werte auf.
Aullerdem zeigten sich die Werte in beiden Regionen mit jeder Behandlungsstufe kleiner
werdend. Auch wenn die Mittelwerte der Tb.Ar/T.Ar im Vergleich der
Behandlungsgruppen zwischen den Regionen im Femur gréRer ausfielen, konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Regionen nachgewiesen werden (Abb. 39B). Die
Mittelwerte der O.Ar/Th.Ar zeigten sich im Beckenkamm nahezu doppelt so hoch als im
Femur. Eine signifikante Differenz konnte jedoch nur in der OVX-Gruppe nachgewiesen
werden (Abb. 39C).
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Abb. 39: Vergleich der anatomischen Regionen: Beckenkamm, LWK und Femur.

Die Th.Th (A) erwies sich nach 8M im Femur in allen Behandlungsgruppen signifikant groRer als im
Beckenkamm. Beim Vergleich der Regionen in Bezug auf die Th.Ar/T.Ar (B) zeigte sich nur in der
Kontrollgruppe zwischen dem Beckenkamm und dem LWK ein signifikanter Unterschied. Verglichen mit
dem Beckenkamm erzielten die OV X-, die OVXD- und die OVXDS-Gruppe der LWK signifikant tiefere
Messwerte der O.Ar/Th.Ar (C) (Mann-Whitney-U, * p < 0,05).

Lendenwirbelkorper vs. Femur

Im Vergleich der Tb.Th nach 8M lagen die Mittelwerte der Femurprdperate in den
jeweiligen Gruppen 1,5 mal hoher als die der LWK-Praperate. Mitbedingt durch eine
kleine Probenzahl konnte keine Signifikanz festgestellt werden (Abb. 39A). Dem
gegeniiber stehen die Messungen der Th.Ar/T.Ar, die in den Gruppen OV X, OVXD und
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OVXDS verglichen mit den Femurschliffen in den LWK-Schliffen die geringfligig
hoheren Werte erzielten. Auch diese Differenzen durften nicht als signifikant eingestuft
werden. Die Th.Ar/T.Ar der Kontrollgruppe war in beiden Skelettregionen auf dem
gleichen Niveau (LWK: 33,7 % und Femur: 34,2 %) (Abb. 39B) angesiedelt. Die
O.Ar/Th.Ar der Kontrollgruppe unterschieden sich im LWK und Femur allenfalls
geringfugig (LWK: 6,0 % und Femur: 5,7 %). In der OVX-, der OVXD- und der
OVXDS-Gruppe lagen die Messwerte im Femur oberhalb denen der LWK, jedoch ohne
statistische Signifikanz (Abb. 39C).

5.7.3 unbelastet (Beckenkamm) vs. belastet (Femur und Lendenwirbelkdrper)

In Bezug auf die Th.Th waren beim Vergleich der unbelasteten Beckenkammregion mit
den belasteten Regionen in allen vier Gruppen signifikant héhere Werte in den belasteten
Regionen zu erheben (Abb. 40A). Beim Betrachten der Th.Ar/T.Ar zeigten sich beim
Vergleich der Regionen der Kontrollgruppe signifikant hohere Werte in den belasteten
Regionen. Die Mittelwerte der Th.Ar/T.Ar der belasteten Regionen lagen ebenfalls in der
OVX-, der OVXD- und der OVXDS-Gruppe oberhalb der Mittelwerte in der unbelasteten
Region, jedoch ohne nachweisbare Signifikanz (Abb. 40B). Die O.Ar/Th.Ar verhielt sich
gegenteilig und war in allen vier Gruppen in der unbelasteten Region signifikant groRer
(Abb. 40C).
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Abb. 40: Unbelastete vs. Belastete Regionen.

Sowohl in der Th.Th (A) als auch in der O.Ar/Th.Ar (C) unterschieden sich die unbelasteten von den belasteten
Regionen in allen Behandlungsgruppen signifikant. Die Th.Ar/T.Ar (B) zeigte nur in der Kontrollgruppe
signifikante Differenzen (Mann-Whitney-U, * p <0,05).
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6 Diskussion

Die Behandlung und Frakturversorgung von an Osteoporose leidenden Patientinnen ist in
unserer alternden Gesellschaft eine wachsende Aufgabe der medizinischen Versorgung.
Trotz Verwendung neuster Knochenimplantate versagen diese hdufig im osteoporotischen
Knochen. Die Folgen einer insuffizienten Versorgung spiegeln sich in der hohen
Mortalitat der Patientinnen mit osteoporotischen Frakturen wider. Um dem entgegen zu
wirken, ist die Entwicklung neuer Knochenimplantate und Ersatzstoffe in einem
systemisch erkrankten Knochen von gréfiter Bedeutung. Um dem Anspruch gerecht zu
werden, sind den Leitlinien der U. S. Food and Drug Administration folgend geeignete
Klein- und GrofRtiermodelle vonnéten, die den menschlichen an Osteoporose erkrankten
Knochen nachahmen [213]. Dabei bietet sich das Schaf als Grof3tiermodell besonders an,
da sein Skelett dem des Menschen in GroRe, Gewicht und Struktur sehr dhnelt. Zudem
sind Schafe ruhige bzw. fligsame Tiere, einfach zu halten und kostengunstig auch in
grolRer Menge zu erwerben [155]. Durch diese Eigenschaften ist es moglich, Implantate
zu testen, Knochenbiopsien am Beckenkamm zu entnehmen als auch Blut- und
Urinproben zu gewinnen. Der initiale plexiforme Knochen junger Schafe wird durch
Knochenremodeling mit der BMU in einen Lamellenknochen mit einem bereits nach ca.
einem Jahr gut entwickelten Haversian-System umgewandelt. Dieser Lamellenknochen
ist dem menschlichen Knochen in Mikro- und Makrostruktur sehr &hnlich. Jedoch ist die
BMD und der BMC des Schafsknochens deutlich hoher. Ebenfalls unterscheidet sich der
menschliche Ovulationszyklus mit einer mittleren Dauer von 28 Tagen und einem
Ostrogenpeak von 300 - 600 pg/ml von dem eines Schafes, welcher eine mittlere Dauer
von 17 Tagen und einen Ostrogenpeak von 8 - 10 pg/ml aufweist. Dies spiegelt den
geringeren Einfluss von Ostrogen auf den Knochenmetabolismus des Schafes wider. Ein
weiterer groRer Unterschied, der fur die Testung von Arzneimittelwirkungen wichtig ist,
stellt der sich vom Menschen stark unterscheidende Aufbau des Gastrointestinaltrakts
eines Wiederkduers dar [155, 217].

Der dieser Studie zugrunde liegenden Tierversuch wurde der 3R-Regel (Refine, Replace,
Reduce) sowie den Animal Research Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) -
Guidelines angepasst [112]. Es wurde in denselben Tieren sowohl die
Osteoporoseinduktion als auch die Frakturheilung zu unterschiedlichen Zeitpunkten
histologisch untersucht. AuRerdem wurde jedes Schaf radiologisch, serologisch und

biomechanisch analysiert. Die im Folgenden préasentierten Erkenntnisse beziehen sich auf
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die in der Histologie gewonnen Ergebnisse der Trabekelparameter und Mineralisation
nach OM, 3M und 8M aus dem Versuchsprotokoll.

Auch wenn in Kileintiermodellen die Osteoporose mehrheitlich durch eine reine
Ovarektomie induziert wird, so ist der Erfolg der alleinigen Ovarektomie im Schaf
umstritten. Manche Studien zeigen nach 3M und 6M eine veranderte Knochenstruktur,
auch wenn andere Studien diese Veradnderung nach 6M und langeren Zeitrdumen nicht
bestatigen. Bereits 2002 haben Lill et al. in einer Pilotstudie von acht Schafen die
Kombination einer Ovarektomie mit einer Diat (kalzium- und Vitamin D-arm) und/oder
Steroiden durch radiologische Untersuchungen beschrieben [126]. Histologische
Ergebnisse fur den Erfolg einer Dreifachtherapie, jedoch mit rein kalziumarmer Diét ohne
Vitamin D-Entzug, beschrieben Zarrinkalam et al. 2009 [241]. In dieser Studie wurde
aufgrund der bereits vorliegenden Studien eine Stufentherapie aus Ovarektomie, kalzium-
und Vitamin D-armer Diat und Steroidinjektionen gewéhlt. Die Kombination dieser
Behandlungen erreichte in der vorliegenden experimentellen Studie bereits nach 3M
einen osteoporotischen Knochenstatus, der radiologisch und histomorphometrisch
nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich eine trabekuldre Destruktion mit Abnahme
der Trabekelflache und -dicke, jedoch blieb eine Zunahme des Trabekelabstandes aus.
AuRerdem konnte sowohl statisch als auch dynamisch in dieser Versuchsgrupe ein
Mineralisationsdefekt aufgezeigt werden. Die Analyse der Ergebnisse aus verschiedenen
Skelettregionen lasst ebenfalls Ruckschliisse auf den Einfluss der Belastung auf die
Entwicklung eines osteoporotischen Knochenstatus zu.

6.1 Saisonaler Rhythmus im Schaf

Beim Betrachten der Kontrollgruppe im zeitlichen Verlauf fallt auf, dass auch diese im
Versuchsverlauf gewissen Schwankungen unterlag. Im Vergleich zu OM und 3M waren
besonders die 8M-Werte der Trabekeldicke und -flache erhoht und der Osteoidgehalt
vermindert. Jedoch ist diese Tendenz nicht nur in der Kontroll-, sondern auch in der
OVX- und der OVXD-Gruppe festzustellen. Eine mogliche Erklarung dafiir kbnnen die
verschiedenen Jahreszeiten der Probenentnahme sein. Die Studie wurde von Ende
Oktober bis Anfang Juli durchgefiihrt. Somit féllt der Zeitpunkt OM in den Herbst, 3M in
den Winter und 8M in den Sommer. Die erhdhten Trabekelparameter decken sich mit den

Ergebnissen, die Arens et al. 2007 [10] veroffentlichten. Hier wurden saisonale
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Unterschiede der BMD im Schaf von bis zu 5,1 % zwischen Winter mit den niedrigsten
Werten und Friihling sowie Sommer mit den hdchsten Werten beobachtet [10]. Diese
jahreszeitabhéngige Schwankung l&sst sich auch bei postmenopausalen Frauen
wiederfinden [18, 166]. Mdogliche Ursachen konnen die Varianz der korperlichen
Aktivitdt und die Sonnenstrahlung mit Auswirkung auf den Hormonhaushalt sein.
Interessanterweise sind solche saisonalen Unterschiede keine alleinige Beobachtung des
Grolitiermodells, sondern lassen sich auch bei Kleintiermodellen wie beispielsweise bei
Méusen nachweisen [49]. Daher ist es in jedem Tiermodell wichtig, unterschiedliche
Ergebnisse durch verdnderte Testvariablen von saisonalen Einflissen trennen zu kénnen.

Um sicher zu stellen, dass in dieser Studie erbrachte Ergebnisse nicht aufgrund saisonaler
Schwankungen auftraten, ist immer ein Vergleich zu anderen Versuchsgruppen zu dem
selben Zeitpunkt moglich. Hierbei fiel die Wahl auf das Merinolandschaf, da es im

Vergleich zu anderen Schafen geringere saisonale Unterschiede aufweist [207].

6.2 Variablen des Studienmodells

6.2.1 Ovarektomie

Die Ovarektomie ist in Tierexperimenten eine verbreitete Methode zum Ausldsen eines
Ostrogenmangels. Insbesondere in Kleintiermodellen mit Ratten oder Méausen fiihrt sie
zur Entstehung eines Knochenmasseverlustes [103, 219]. Im Grofitiermodell des Schafes
ist die Auswirkung dieser Operation divergent. Wéhrend manche Studien einen
Knochenmasseverlust beschreiben, so propagieren andere, keine Auswirkung auf die
Knochenmasse beobachtet zu haben [13, 198, 218]. Eine mdgliche Ursache dieses
Phanomens koénnte der geringe Ostrogenpeak des weiblichen Zyklus bei Schafen von
lediglich 8 - 10 pg/ml sein. Der Basisostrogenspiegel wird bei Schafen mit 2 - 3 pg/ml
angegeben. Auch durch eine Ovarektomie soll dieser Basalspiegel kaum erniedrigt
werden. Als Grund wird eine extragonadale Produktion von Ostrogen im Fettgewebe
angenommen [168].

Eine genauere Untersuchung des Ostrogenspiegels nach der Ovarektomie im Schaf von
Sigrist et al. 2007 [198] (ber einen Zeitraum von 12 Monaten zeigte, dass der Spiegel
einer saisonalen Rhythmik in der Kontrollgruppe unterliegt. Nach einer Ovarektomie
sank der Ostrogenspiegel in den ersten drei Monaten auf nicht messbare Werte, um sich

anschliel’end erneut den saisonalen Werten der Kontrollgruppe anzugleichen [198]. Diese
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Beobachtung starkt erneut die zuvor genannte Hypothese einer extragonadalen
Ostrogenproduktion im Schaf. AuBerdem lasst es die Schlussfolgerung zu, dass die
alleinige Ovarektomie im Langzeitexperiment eines Schafes nicht fur die Induktion einer
postmenopausalen Osteoporose geeignet ist. Um einen dem Menschen dhnelnden Effekt
zu erreichen, missten zusatzlich Aromatasehemmer oder eine Mangeldiat zusammen mit
Glukokortikoiden eingesetzt werden. Eine Untersuchung der extragonadalen
Ostrogenproduktion kénnte zudem weitere Erkenntnisse tber Pathomechanismen der
Osteoporoseentstehung beim Schaf erbringen.

Dennoch zeigten Sigrist et al. 2007 [198] einen geringen Knochenmasseverlust innerhalb
der ersten drei Monate durch die Ovarektomie. Dies ging mit einem erhohten
Knochenmetabolismus einher [198]. Jedoch waren diese im Serum messbaren
Knochenmetabolismusmarker in unserem Tierexperiment zwischen der Kontroll- und der
OVX-Gruppe nicht nachweisbar [122].

6.2.2 Diat mit Vitamin D- und Kalziummangel

Waéhrend die Versuchsgruppen OVXD und OVXDS (ber den gesamten Versuchsablauf
kalzium- und Vitamin D-reduziertes Futter erhielten, konnten die Tiere der Gruppen
Kontrolle und OVX in den warmen Monaten auf der Weide fressen und erhielten in den
Wintermonaten Erganzungsfutter mit normalen Kalzium- und Vitamin D-Gehalt. Obwohl
es bekannt ist, dass Vitamin D nicht nur aus der Nahrung stammt, sondern endogen mit
Hilfe von Sonneneinstrahlung synthetisiert wird [90, 93, 117], zeigten sich in den
serologischen Untersuchungen der Gruppen OVXD und OVXDS teils signifikant
verminderte Vitamin D-Werte im Vergleich zu den Gruppe Kontrolle und OVX.
Interessanterweise lagen die serologischen Vitamin D-Werte der OVXDS-Gruppe
signifikant unter den Werten der OVXD-Gruppe [122]. Diese Ergebnisse bestétigen nicht
nur den Erfolg der didtischen Vitamin D-Therapie, sondern implizieren, dass regelmaRige
Steroidinjektionen die Vitamin D-Spiegel im Schaf senken. In retrospektiven Studien
konnte dieser Effekt auch beim Menschen gefunden werden. Bei Kindern mit Asthma
bronchiale  konnte eine inverse Korrelation zwischen der verabreichten
Dexamethasonmenge und dem Vitamin D-Serumspiegel festgestellt werden [192].

Ein niedriger Vitamin D-Spiegel sowie Kalziummangel gehéren zu den bekannten
Stimuli  eines sekundédren Hyperparathyreodismus. Dieser verstarkt durch hohe

PTH-Spiegel die Knochenresorption und damit die Freisetzung von Kalzium und
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Phosphat. AulRerdem bewirkt es in der Niere eine Retention von Kalzium und vermehrte
Ausscheidung von  Phosphat [162]. Die Hypothese, einen  sekundéren
Hyperparathyreodismus in der OVXD- und der OVXDS-Gruppe ausgelost zu haben,
bestatigten die verminderten Kalzium- und vermehrten Phosphatmessungen im Urin der
Schafe nach 3M und 8M [122].

Ebenfalls konnte in einem vorangegangenen Experiment unserer Arbeitsgruppe durch die
Kombination aus bilateraler Ovarektomie und Mangeldiat (Vitamin D-, Kalzium-,
Phosphat-, Vitamin K- und Vitamin C-Mangel) bei Ratten ein sekundarer

Hyperparathyreodismus mit signifikanter PTH-Erh6hung ausgeldst werden [16].

6.2.3 Steroidinjektionen

In dieser Studie wurde den Schafen der Dreifachtherapiegruppe 320 mg
Methylprednisolon alle 2 Wochen verabreicht. Dabei ist die systemische
Glukokortikoidwirkung mit vielen Nebenwirkungen verbunden, weswegen dieses
Studienmodel haufig kritisiert wird. Von den acht Schafen der OV XDS-Gruppe verstarb
eines friihzeitig, ein anderes erlitt kurz vor Versuchsende eine proximale Femurfraktur
und bei einem Teil der Schafe bildete sich eine Alopezie aus. Klopfstein Bregger et al.
2007 [114] untersuchten die Nebenwirkungen der Steroidinjektionen je nach
Applikationsrhythmus im Schafmodel der Osteoporose. Sie verabreichten jedem
Versuchstier die gleiche absolute Glukokortikoiddosis. Diese wurde je nach
Versuchsgruppe in tagliche Injektionen, eine Injektion alle drei Tage, eine Injektion alle
drei Wochen und téglichen Injektionen mit hoher initialer Dosis und stufenweiser
Reduktion der Einzelapplikationsdosis aufgeteilt. Es zeigten sich in allen Gruppen die
gleichen kndchernen Veranderungen. Jedoch waren in der Gruppe mit den Injektionen
alle drei Wochen die geringsten Nebenwirkungen festzustellen [114]. Demzufolge wurde
auch in unserem Studienmodell die Glukokortikoidgabe in wenigen Applikationen (alle 2
Wochen) mit hoherer Dosis (320 mg Methylprednisolon) durchgefihrt.

Eine komplette Alternative zu den regelmaBigen Steroidinjektionen im Schafmodel bietet
die Mdoglichkeit, Uber einen erhéhten intracerebroventrikuldaren Leptinspiegel
Osteoporose bzw. eine Osteopenie zu induzieren [63]. Neusten Studienerkenntnissen
zufolge kann dies durch eine Durchtrennung der Hypothalamus-Hirnanhangsdrisen-
Achse erreicht werden. Dies kombiniert mit der bilateralen Ovarektomie flihrte bei Beil et

al. 2012 [17] im Schafmodel nach 12 Monaten zu einer Osteopenie mit geringem
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Knochenmetabolismus. Die Vorteile gegenliber dem vorliegenden Modell sind die
geringeren systemischen Nebenwirkungen durch die Steroide. Nachteile sind die
vergleichsweise geringeren trabekuléren Destruktionen, die hohen Operationskosten
sowie deren Aufwand [17]. Jedoch bleibt festzuhalten, dass das in unserer Studie
verwendete Osteoporosemodell der Pathophysiologie der Osteoporoseentstehung im
Menschen naherkommt. Inwiefern dieses alternative Studienmodel sich gegenlber dem
hier vorgestellten Model als vorteilig erweist, bleibt abzuwarten, insbesondere, da alle
Studien hierzu bis jetzt nur aus einer Arbeitsgruppe aus Hamburg und Ulm stammen [17,
21, 153, 154, 201].

6.2.4 Einfluss des Alters auf den Knochenstatus bei Schafen

Die Versuchstiere dieser Studie hatten ein Durchschnittsalter von 5,5 Jahren. Die jlingsten
Tiere waren 3 Jahre alt, die altesten 9 Jahre. In dieser Studie fielen keine altersabhangigen
Unterschiede der Trabekeldicke oder -fliche oder des Osteoidgehalts zwischen den
Tieren auf. Das deckt sich mit den Erkenntnissen von Lill et al. 2003, die zwischen zwei
Versuchsgruppen mit einem Alter von 3 - 5 und 7 - 9 Jahren ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede feststellen konnten [127].

6.3 Optimierung der Histomorphometrie

Um uber histologische Schnitte nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Aussagen
treffen zu kdnnen, bedarf es der Histomorphometrie. Jedoch sollten solche Aussagen bzw.
Beobachtungen nicht an Einzelféallen, sondern mdglichst an einem groReren Kollektiv
festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die mit groBem Aufwand verbundene
Histomorphometrie aufgrund der Probenzahl weiter ausgedehnt werden muss. Diesen
Anspriichen folgend wurden auch in der hier vorgestellten Studie deskriptive
Beobachtungen quantifiziert.

Die Histomorphometrie folgt den ASBMR-Standards und schliet das Loch zwischen der
zweidimensionalen Histologie und dem dreidimensionalen Goldstandard der
Knochenforschung, der Micro-Computertomographie (UCT). Sie bietet einen tieferen
Einblick in zellulare Ablaufe, ermdglicht die Detektion von Biomarkern und l&sst uns die

Mineralisation nachverfolgen. Sie ist Grundbestandteil der Knochenforschung und zeigte
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zudem eine signifikant hohe Korrelation mit uCT-Untersuchungen an menschlichen
Knochenbiopsien [52, 78, 146].

Wichtige Grundlage fir eine fehlerarme Histomorphometrie ist die Wahl einer geeigneten
Féarbung und Software. Durchgefuhrt wurden die meisten quantitativen Analysen dieser
Studie an von Kossa / van Gieson geféarbten Praparaten mit starken Kontrasten zwischen
den einzelnen zu bestimmenden Geweben/Bereichen. Die digitale Auswertung wurde mit
ImageJ sowie dem darin integrierten Plug-Ins wie Trainable Weka Segmentation und
BoneJ durchgefihrt (Siehe 4.10, S. 39).

ImagelJ ist eine Java gestiitzte und Plattform Ubergreifende Open-Source-Software des
National Institut of Health mit vielen integrierbaren Plug-Ins zur Bildbearbeitung [177,
186]. ImageJ beinhaltet viele unterschiedliche Funktionen, wie das Definieren einer ROI,
das Messen von L&ngen und den Zellen-Zahler. Arganda-Carreras et al. 2017
entwickelten ein benutzerfreundliches Plug-In namens Trainable Weka Segmentation
zum quantitativen Segmentieren von mikroskopischen Bilden [11]. Doube et al. 2010
veroffentlichten BoneJ, welches ein Plug-In zur Berechnung von Trabekelparametern aus
computertomographischen Bildern darstellt [57].

Um die repetitiven, manuell durchzufthrenden Arbeitsschritte nach initialer Kalibrierung
zu vermeiden, wurden zwei selbstgeschriebene Makros verwendet. Diese ermdglichten
die semi-automatische Auswertung ganzer Ordner voller Praparate der gleichen Féarbung.
Die beschriebene Methode bzw. das Makro wurde mit unterschiedlichen Farbungen wie
HE, Toluidin blau, Trichrom Masson Goldner, von Kossa / van Gieson und ausgewahlten
immunhistochemischen Farbungen sowie mit verschiedenen VergroRerungen getestet.
Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit dieser Methode zu evaluieren, wurde
von zwei Benutzern an unterschiedlichen Arbeitsplatzen eine Gruppe von Bildern
ausgewertet und mit der manuellen Bildauswertung mittels GIMP verglichen. AuRerdem
wurde ein einzelnes Bild achtmal segmentiert. Die Ergebnisse von Th.Ar./T.Ar waren
nicht signifikant abweichend [133].

Die zuvor beschriebene Methode ist eine sehr zeitsparende Variante, jedoch nicht die
einzig Mdogliche. Auf der Suche nach einer softwaregestltzten Histomorphometrie sind
sowohl kommerzielle als auch frei zugangliche Programme zu finden. Zum einen existiert
die schon zuvor erwéhnte Methode in GIMP, zum anderen lasst sich alternativ Adobe
Photoshop nutzen. Dabei werden ausgewéhlte Bereiche im jeweiligen Programm markiert
und anschlielend die markierte Fldche mit ImageJ bestimmt [20, 65]. Der Vorteil daran

ist, dass der Benutzer in jedem Bild selbst die Zuordnung vornimmt. Der Nachteil ist
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jedoch, dass diese Zuordnung sehr zeitintensiv ist und die benutzerabhangige Varianz der
Auswertung zunimmt.

Eine optimierte Methode entwickelten Zhang et al. 2016 [243] mit Visiopharma. Sie
beschreiben die Implementierung der Software in HE / Alcianblau geféarbten
Méusefemur-Allografts zur Quantifizierung von neu gebildetem Knochen, Knorpel und
Bindegewebe [243]. Bei Visiopharma handelt es sich um einen kommerziellen
Analysealgorithmus, der in definierten Farbungen bestimmter Tiere Gewebe und
Strukturen automatisch erkennt. Jedoch ist diese Form der Histomorphometrie im
Knochen aktuell auf die Frakturheilung bei Méusen beschréankt. Im Vergleich dazu ist die
von uns vorgestellte Methode nicht nur frei zugénglich, sondern auch schon an Schafs-,
Ratten-, Maduse- und Humanenproben getestet. Zusatzlich ist sie durch eigene
Modifikation beliebig erweiterbar.

Van't Hof et al. 2017 [222] beschreiben mehrere Open-Source-Plugins fur ImageJ namens
TrapHisto, OsteoidHisto und CalceinHisto, die eine einfache Benutzeroberflache bieten
und zur  semiautomatischen  Bestimmung von  Knochenparametern  wie
Knochenresorption, Osteoid und MAR entwickelt wurden [222]. Vorteil dieser Methode
ist, dass auch Artefakte einfach beseitigt werden kdnnen. Der groRte Nachteil gegentber
unserer Etablierung von Trainable Weka Segmentation ist, dass der Benutzer wahrend der
gesamten Bearbeitung anwesend sein muss. Bei der von uns beschriebenen Methode ist
der Benutzer lediglich bei der anféanglichen Initiierung gefordert.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die zuvor beschriebenen Makros, die auf
Basis von ImageJ mit den Plug-Ins Trainable Weka Segmentation und BonelJ laufen, auf
die Bedurfnisse des jeweiligen Benutzers gut anpassbar sind und aufgrund der
Stapelverarbeitung sehr viel Arbeitszeit ersparen kénnen.

6.4 Entnahmeort der Knochenproben

In dieser Studie wurden Knochenproben aus dem Beckenkamm, der Lendenwirbelsdule
und dem distalen Femur entnommen. Bei den jeweiligen Regionen ist sowohl der
Entnahmeort als auch die Orientierung der Trabekel zu beachten. Im Beckenkamm sind
die Trabekel nur geringflgig anisotrop. Das ermdglicht es, von einem zweidimensionalen
Bild auf die dreidimensionale Struktur schliefen zu konnen. Jedoch variiert die
Th.Ar/T.Ar in Abhéngigkeit der Entnahmestelle. So zeigten Amling et al. 1996 [4], dass

beim Menschen eine Entnahme ein Zentimeter dorsal der Spina iliaca anterior superior
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signifikant hohere Werte der BMD aufwies, als eine Entnahmestelle sechs oder zehn
Zentimeter dorsaler [4, 38, 190].

In den LWK unterscheidet sich die trabekulédre Orientierung zwischen der transversalen
und horizontalen Ebene (anisotrop). Insgesamt wird sie als bienenwabenartig orientierte,
knocherne, konzentrische Ringe unterschiedlicher GroRe beschrieben, welche an der
Hinterkante des Wirbelkorpers beginnen. Interessanterweise ist der altersabhéngige
Knochenmasseverlust als ein Ruckgang der horizontalorientierten Trabekel beschrieben
[4, 98].

Knochenproben im Femur weisen die hdchste BMD der drei untersuchten Regionen auf.
Die Trabekeldicke variiert je nach Region (Epiphyse, Metaphyse und Diaphyse) und ist
der physischen Belastung folgend groR3tenteils vertikal orientiert [4, 181].

Diesen Erkenntnissen folgend wurden transversale Schnitte des Femurs und horizontale
Schnitte der LWK-Praparate durchgefiihrt. Bei der Beckenkammstanzenentnahme wurde
auf ein bestmoglich nah beieinanderliegenden Entnahmeort geachtet. Lediglich die Seite
der Entnahme wurde variiert, was nach Chappard et al. 2008 keinen Einfluss auf die
Ergebnisse zeigt [37].

6.5 Trabekuléare Destruktion durch Steroide

Beim Betrachten der Tb.Th und Tb.Ar/T.Ar im Beckenkamm ergibt die
Histomorphometrie in der Kontrollgruppe nach 3M und 8M die héchsten Werte.

Die bilaterale Ovarektomie mit dem Induzieren eines Ostrogenmangels wird im
Menschen als einer der wichtigsten Faktoren fir die Entstehung einer Osteoporose
angenommen [115, 165]. Dieser Mechanismus wird hauptséchlich iiber ERa vermittelt.
Ein Ausbleiben der Stimulation fuhrt zu vermehrtem Knochenmetabolismus mit einem
Defizit auf Seiten des Knochenaufbaus [173]. Diese dstrogenabhdngigen Mechanismen
betreffen jedoch hauptséchlich den kortikalen Knochen. Der trabekuldare Knochen besitzt
weniger ERo und mehr ER, die deutlich hohere Wirkspiegel an Ostrogen besitzen und
somit auch weniger der Regulation von Ostrogenen unterliegen [109]. Diese Erkenntnisse
sind auf die Ergebnisse dieser Studie sehr gut Ubertragbar. Die in der OV X-Gruppe nach
3M und 8M gemessenen Trabekelparameter Tb.Th und Th.Ar/T.Ar sind nur unwesentlich
kleiner als die der Kontrollgruppe.

Auch wenn in Nagetieren die bilaterale Ovarektomie ein etabliertes Verfahren zur

Reduktion der Knochenmasse ist, so ist bei Schafen die Knochenmassednderung bzw. die
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Anderung der Trabekelparameter sehr umstritten. Einzelne Studien berichten, dass
insbesondere nach drei oder sechs Monaten, vergleichbar mit der Phase des high-
turnover, die Knochenmasse abgenommen habe. Andere Studien widerlegen diese
Annahme und berichten zusatzlich, dass nach ldngeren Versuchszeitraumen Kkein
signifikanter Unterschied zu einer Kontrolle zu verzeichnen sei [13, 198, 218]. Die in
dieser Studie erhobenen Ergebnisse zu den Trabekelparametern decken sich mit den
Ergebnissen der letztgenannten Aussage. Eine weitere mogliche Erklarung fur das
beschriebene Phanomen konnte der lediglich geringe Abfall des Ostrogenspiegels nach
einer Ovarektomie beim Schaf sein [168]. Dieser lasst sich durch eine extragonadale
Produktion von Ostrogen im Fettgewebe erklaren [168] und bedeutet einen geringen
Einfluss der gonadalen Ostrogenproduktion auf das Knochenremodeling.

Trotzdem wurde nach 3M ein nicht signifikant geringerer Wert von der OVX- zu der
Kontrollgruppe gemessen. Interessant ist, dass im Vergleich zu allen anderen Gruppen
einzig die OVX-Gruppe nach 3M und nach 8M eine gréRere Th.Sp aufweist, auch wenn
diese nicht signifikant ist. Ebenfalls konnten in ovarektomierten Ratten und
postmenopausalen Frauen erhdhte Th.Sp festgestellt werden [43, 197, 237].

Eine Diat mit verminderter Kalzium- und Vitamin D-Einnahme ist ein mdglicher Trigger
fir den Knochenabbau. Er ist nicht nur fir die Osteoporose, sondern ebenfalls fir die
Osteomalazie bzw. Rachitis bei Kindern bekannt. Der Wirkmechanismus dieser
Mangelzustéande flhrt zu einem sekundéaren Hyperparathyreodismus. Das bedeutet eine
vermehrte Sekretion von PTH mit der Folge des vermehrten Knochenkatabolismus [73,
111].

Die OVXD-Gruppe zeigte in dieser Studie nur eine geringfligig, nicht signifikante,
kleinere Th.Th und Tb.Ar/T.Ar als die Kontroll- und die OVX-Gruppe nach 8M.
Ebenfalls beschrieben Lill et al. 2002 [126] in ihrer Pilot-Studie nur eine geringe Wirkung
der Di&t in Kombination mit der bilateralen Ovarektomie. Eine deutlich gréfiere Wirkung
der kalzium- und Vitamin D-armen Diat stellten sie in Kombination mit der bilateralen
Ovarektomie und mit Steroiden fest [126]. Studien Uber die alleinige kalzium- und
Vitamin D-arme Diét in einem Schafmodel sind schwer zu finden, auch wenn der Mangel
an Vitamin D, ausgel6st durch eine einseitige Erndhrung mit karotinhaltigem Futter, als

Ausloser einer Rachitis bekannt ist [56].
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Die negative Wirkung von Glukokortikoiden ist multifaktoriell bedingt und wird sowohl
uber indirekte als auch direkte Effekte vermittelt. Diese fiihren zum einen zu einer
verminderten Differenzierung und Funktion sowie zu einer vermehrten Apoptose von
Osteoblasten und Osteozyten mit der Folge einer verminderten Knochenneubildung. Zum
anderen wird die Differenzierung weiterer Osteoklasten angeregt, sodass die
Knochenresorption zunimmt [32]. Im Kleintiermodell bei Ratten zeigten sich jedoch bei
alleinigen Glukokortikoidinjektionen je nach Alter und Dosis divergente Ergebnisse in
Bezug auf Anderungen der Knochenmasse [152]. Bei Schafen konnte histologisch nach
dreimonatiger Glukokortikoidapplikation kein signifikanter Unterschied der B.Ar/T.Ar
und Th.Th nachgewiesen werden [40]. Die Kombination von Glukokortikoiden mit einer
kalzium- und phosphatarmen Didt zeigte im LWK und distalen Femur (uCT Messungen)
uber einen Zeitraum von sieben Monaten eine signifikante Abnahme an
Knochenvolumen/Gesamtvolumen (BV/TV) und Th.Th. Dieser Unterschied sistierte aber
bereits drei Monate nach dem Absetzen der Behandlung [55]. Die Kombination der
Ovarektomie mit Glukokortikoiden zeigte im Model von Augat et al. 2003 bei Schafen
nach sechs und zwdlf Monaten ebenfalls eine signifikante Abnahme des BV/TV, der
Th.Th sowie des BMDs der proximalen Tibia (UCT Messung) [14]. Lill et al. 2002 [126]
beschrieben erstmalig die Kombinationsbehandlung von Ovarektomie, kalzium- und
Vitamin D-armer Diét und Glukokortikoidinjektionen als geeignetes Osteoporosemodell
im Schaf. In ihrer Studie zeigte diese Dreifachtherapie gegenuber der Kombination von
Ovarektomie und Glukokortikoiden nach sechs Monaten eine deutlich groRere
Trabekeldestruktion im Sinne einer verminderten BV/TV und Th.Th. Diese Ergebnisse
wurden jedoch nur in Versuchsgruppen von je zwei Schafen und unter uCT Messung
erhoben [126]. In den folgenden Jahren wurden sowohl radiologisch als auch histologisch
unter leichten Veranderungen des Versuchsprotokolls ahnliche Resultate erzielt [114,
240, 242].

Passend zu den zuvor prasentierten Ergebnissen zeigten sich verglichen mit allen anderen
Gruppen in der OVXDS-Grupe nach 3M und 8M eine signifikant niedrigere BMD in dem
LWK und dem Femur. Ebenfalls war in den Beckenkammstanzen der signifikant
niedrigste Messwert fir Tb.Th und Tb.Ar/T.Ar nach 3M und 8M histologisch
nachzuweisen. Das lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Steroidinjektionen ein sehr
wichtiger Trigger fur die Osteoporoseinduktion darstellen, aber verglichen mit den zuvor

prasentierten Studien als alleiniger Ausléser einer Osteoporose nicht ausreichen. Es
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scheint erst die Kombination aller drei verwendeter Trigger (Ovarektomie + Diat +
Steroide) das deutliche Ausmal der Veranderungen hervorzurufen.

Die Th.Sp blieb in allen Versuchsgruppen zu allen Messzeitpunkten auf einem
vergleichbaren Niveau. Auch Zarrinkalam et al. 2012 [242] konnten keinen signifikanten
Unterschied der Th.Sp in Beckenkammbiopsien feststellen [242]. Das lasst darauf
schlieRen, dass die Abnahme an Knochenmasse zulasten der Trabekeldicke und nicht
zulasten der Trabekelanzahl bzw. des Trabekelabstandes geht. Eine solche Veranderung
der Trabekelparameter wurde sowohl im Menschen als auch in der Ratte, durch eine
Glukokortikoid-Therapie ausgeldst, beschrieben [39, 150]. Interessanterweise steht diesen
Erkenntnissen eine Zunahme an Th.Sp und eine Abnahme der Trabekelanzahl bzw. -
konnektivitdt in durch Ovarektomie induzierter Osteoporose der Ratten bzw.
postmenopausalen Osteoporose des Menschen gegeniiber [43, 196, 197]. Das lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die durch verschiedene Trigger ausgeldste Osteoporose sich in
ihrer Pathophysiologie unterscheiden und zu divergenter trabekuldrer Mikroarchitektur

fuhren kann.

6.6 Mineralisationsdefekt nach Dreifachtherapie

Osteoporose und Osteomalazie haben gemeinsam, dass ein Vitamin D-Mangel als
wichtiger Ausloser der Erkrankung bekannt ist. Es wird angenommen, dass ein Vitamin
D-Spiegel < 15 nmol/l zur Osteomalazie fihrt. Ein weniger stark ausgepragter Vitamin
D-Mangel flhrt jedoch zu einem geringen Mineralisationsdefekt. Es verbleibt jedoch
trotzdem ein sekundarer Hyperparathyreodismus mit der Folge eines hohen
Knochenumsatzes und eines vermehrten Knochenabbaus, der letztlich zur Osteoporose
fuhrt [129]. Eine zweite Gemeinsamkeit ist, dass in radiologischen Messungen die BMD
erniedrigt ist. Jedoch ist es durch Dichtemessungen nicht méglich Details tber zellulare
Aktivitat, Mineralisation und Knochenremodeling zu erfahren. Um somit die beiden
Diagnosen  sicher unterscheiden zu konnen, sind Knochenbiopsien und
histomorphometrische Analysen vonndten [19]. In dieser Studie konnte in den
durchgefiihrten DXA-Untersuchungen in der OV XDS-Gruppe eine signifikant erniedrigte
BMD festgestellt werden. Heiss et al. 2017 [87] errechneten mit Hilfe einer unabhéngigen
Gruppe von 32 gesunden Schafen einen Z-Score und einen T-Score fir die in dieser
Studie verwendeten Schafe. Der T-Score der OVXDS-Gruppe lag nach 3M bei -2,16
(LWK) und -2,34 (Femur). Nach 8M konnte ein T-Score der OVXDS-Gruppe von -2,88
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(LWK) und -3,31 (Femur) bestimmt werden [87]. Wenn nun die Definition einer
Osteoporose nach der WHO [235], die sich allein auf die radiologisch bestimmte BMD
beruft, auf das Experiment Ubertragen wird, so ware die Diagnose einer Osteoporose zu
stellen.

Jedoch zeigte sich in der durchgefuhrten Histomorphometrie in der OVXDS-Gruppe
neben einer verminderten Tb.Th und Th.Ar/T.Ar auch vermehrt Osteoid in Form von
gemessener O.Ar/Th.Ar. Neben dieser statischen Bestimmung der Mineralisation konnte
in der dynamischen Messung eine verlangsamte Mineralisation nachgewiesen werden.
Diese wurde in Form der MAR durch den Abstand zweier Fluorochrombanden errechnet.
Interessanterweise war ebenfalls die Osteoblastenaktivitat (ALP-positiven-Flache) in der
OVXDS-Gruppe enorm gesteigert [141]. Diese Ergebnisse weisen auf einen
Mineralisationsdefekt hin, wie er bei einer Osteomalazie auftritt [159]. Es besteht Grund
zur Annahme, dass die kalzium- und Vitamin D-arme Diat einen sekundéren
Hyperparathyreodismus ausgelost hat, der durch die Glukokortikoidapplikationen
verstarkt wurde. Dies lasst sich an den verminderten Vitamin D-Serumwerten als auch an
der verminderten Kalzium- und vermehrten Phosphatausscheidung im Urin in der
OVXDS-Gruppe bestatigen [122]. Denn Glukokortikoide reduzieren die enterale
Kalziumaufnahme und verédndern die Dynamik der PTH-Ausschittung aus der
Nebenschilddrise hin zu mehr pulsatiler und weniger tonischer Sekretion, von der ein
negativer Einfluss auf die Knochenformation angenommen wird [25, 97].

Die dieser Studie vorangegangenen Tierversuche der gleichen Arbeitsgruppe an Ratten
unter bilateraler Ovarektomie und Mangeldiat (Vitamin D-, Kalzium-, Phosphat-, Vitamin
K- und Vitamin C-Mangel) wurden ahnliche Effekte beobachtet. Es wurden in den
Behandlungsgruppen sowohl erhéhte PTH-Werte, erhohte Osteoidwerte, erhohte
Osteoblastenaktivitat (ALP+-Flache), verminderter Kalziumgehalt im Knochen (TOF-
SIMS) als auch verminderte BMD-Werte in der radiologischen DXA gemessen.
Aullerdem wurde eine geringere biomechanische Stabilitat nachgewiesen [67].
Interessanterweise beschrieben Zarrinkalam et al. 2012 [242] andere Entdeckungen
bezlglich der Mineralisation im Schafmodel der Osteoporose. Sie fanden in der
Behandlungsgruppe ebenfalls eine verminderte MAR, jedoch war ihr Osteoidmesswert
(Osteoid-Oberflache/Trabekel-Oberflache) in der Behandlungsgruppe niedriger als in
ihrer Kontrolle, was gegensatzlich zu dieser Studie ist [242]. Diese divergente Messung
kann unterschiedlich zu erkl&ren versucht werden. Zum einen ist der Osteoidmesswert ein

anderer und zum anderen wurde die Messung mit einer von Kossa / HE-Farbung und
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nicht wie in dieser Studie anhand einer von Kossa / van Gieson-Farbung durchgefihrt.
Schon EI Khassawna et al. 2017 zeigten groRe Unterschiede in der Osteoidbestimmung in
Abhé&ngigkeit der gewéhlten Farbung (von Kossa / Sarfanin O zu von Kossa / van Gieson)
auf [66]. Jedoch gibt es noch einen dritten mdglichen Erklarungsansatz. Die beiden
verglichenen Studienmodelle unterscheiden sich insbesondere in der Vitamin D-
Mangelernahrung, die bei Zarrinkalam et al. 2012 nicht durchgefiihrt wurde [242]. In
weiteren Tiermodellen ohne Vitamin D-Mangel wurden ebenfalls niedrigere
Osteoidwerte gemessen (Massons's Trichrom bzw. Paragon) [8, 188]. Interessanterweise
zeigte sich verglichen mit der Kontrolle im Beckenkamm und verglichen mit allem
anderen Gruppen im LWK auch in dem vorliegenden Tiermodell in der Masson Goldner
Trichrom-Farbung in der OVXDS-Gruppe weniger Osteoid [68].

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass durch die Diat ein sekundérer
Hyperparathyreodismus, der in seiner Wirkungsweise durch Glukokortikoide verstérkt
wird, aufgetreten ist, der zu einer gestdrten Mineralisation mit vermehrter
Osteoidablagerung gefiihrt hat. Andererseits ist jedoch auch die Abnahme der
Trabekeldicke und -flache zu betrachten, die auf einen vermehrten Knochenabbau im
Sinne einer Osteoporose zu bewerten ist. Somit lassen sich die zuvor beschriebenen
Verdnderungen weder rein der Osteoporose noch einer reinen Osteomalazie zuordnen.
Passenderweise wurde bei Untersuchungen von osteoporotischen Schenkelhalsfrakturen
in der Histologie auch osteomalatische Veranderungen gefunden [195].

Jedoch schmaélern diese Beobachtungen nicht die Anwendbarkeit dieses Studienmodels,
da ein biomechanisch geschwéchter Knochen [68] mit verminderten BMD nachgewiesen

wurde, der durch die beim Menschen tblichen Trigger hervorgerufen wurde.

6.7 Einfluss der mechanischen Belastung auf die Trabekelarchitektur

In der vorgestellten Studie am Schaf wurden zum Zeitpunkt 8M Knochenproben
verschiedener Regionen entnommen. Zum einen wurden aus dem unbelasteten
Beckenkamm, zum anderen aus dem unter grofRer axialer Belastung stehenden Femur
Proben gewonnen. Die dritte zu vergleichende Region war die Lendenwirbelséule, die
sowohl beim aufrechtlaufenden Menschen als auch beim auf allen Vieren laufenden
Schaf unter axialer Last steht [204]. Dem Wolff'schen Gesetz folgend passt sich der
Knochen an die mechanischen Belastungen an [72]. Diese Theorie bekraftigend konnte in

Experimenten aus dem Weltall unter Schwerelosigkeit als auch durch Immaobilisation von
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Tieren oder Skelettregionen gezeigt werden, dass die Abwesenheit von Belastung zu einer
Abnahme der BMD mit Abnahme der Tb.Th fihrt [123, 143, 212]. Interessanterweise
wurde nach der Immobilisation des Sprunggelenks eines Schafes mit Fixateur externe ein
lokaler Knochenmasseverlust festgestellt, ohne dass Auswirkungen auf die contra laterale
Seite und den Beckenkamm entstanden sind [212]. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
die ausgewerteten Beckenkammstanzen unabhangig von Belastung oder Entlastung und
somit auch unabh&ngig von &ulleren Einflussfaktoren wie eingeschrankte Mobilitat zu
sehen sind. Wenn auch im Versuchsaufbau keine Experimentalgruppe gewéhlt wurde, in
der Schafe eine Entlastung als einzig geanderte Variable erfuhren, so ist trotzdem
zwischen Weide- und Stallhaltung zu unterscheiden. Auf der Weide wurden die Kontroll-
und die OVX-Gruppe und im Stall bzw. in offenen AulRenboxen wurden die OVXD- und
die OVXDS-Gruppe gehalten. Wenn auch die Diat keinen signifikanten Unterschied der
Th.Th und der Th.Ar/T.Ar. zwischen der OVX- und der OVXD-Gruppe nach 8M in den
Beckenkammschnitten auszuldsen vermochte, so ist ebenfalls festzustellen, dass wie
zuvor angenommen auch kein signifikanter Unterschied in den Beckenkammstanzen
durch ein vermutlich geringeres Bewegungsausmal? in den Aufllenboxen verursacht
wurde. Die angenommene Immobilitat konnte jedoch auch in den belasteten Regionen der
Lendenwirbelsaule und des Femurs keine signifikanten Unterschiede der Th.Th und der
Th.Ar/T.Ar hervorbringen. Dies kann zum einen an einer vergleichbaren Mobilitat aller
Gruppen unabhéngig der Unterbringung liegen. Zum anderen kann jedoch auch die
geringe Probenanzahl der LWK und des Femurs mit n = 3 pro Versuchsgruppe der
Ausloser sein.

Beim Vergleichen der belasteten und unbelasteten Regionen innerhalb der jeweiligen
Gruppe fallt auf, dass die Th.Th in den belasteten Regionen signifikant groRer als im
unbelasteten Beckenkamm gemessen wurde. Dagegen konnte im Vergleich der
Th.Ar/T.Ar nur in der Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied erhoben werden.

Die in unserer Studie histologisch bestimmte geringere Tb.Th im Beckenkamm
verglichen mit dem LWK konnten Oheim et al. 2017 [156] in ihrer Studie ebenfalls in der
MCT nachweisen. Jedoch konnten sie im distalen Femur deutlich geringer Th.Th-Werte
als die hier Vorgestellten erheben [156]. Eine mogliche Erklarung hierfir kénnte eine
unterschiedlich gewéhlte ROl fir diese Messung sein, die je nach Lokalisation
(epiphysér, metaphysar oder diaphysar) die anisotrope trabekuldre Mikroarchitektur
miteinschlief3t. Jedoch bleibt aufgrund der noch unverdffentlichten Daten der

biomechanischen Testung abzuwarten, welche regionalen Unterschiede in Bezug auf die
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maximale Belastung und die Steifigkeit zu erheben sind. Ebenso wére die Korrelation
zwischen biomechanischen Messgréfien und der Th.Th bzw. Th.Ar/T.Ar interessant.
Beim Betrachten des Osteoidanteils in den unbelasteten und belasteten Regionen, fallt ein
signifikanter Unterschied in allen vier Versuchsgruppen auf. Die in den belasteten
Regionen geringere O.Ar/Th.Ar ist zum einen durch die erhdhte Th.Th bzw. Th.Ar/T.Ar
in den belasteten Regionen erkldrbar, da diese Messwerte in der Normalisierung
auftauchen. Zum anderen konnten weitere Faktoren auch die anabole Wirkung der
Belastung auf den Knochen und der positive Einfluss auf die Mineralisation sein, die Gber
eine geringere SCL-Ausschittung vermittelt werden [171, 223]. Interessanterweise
machten Zarrinkalam et al. 2012 [242] ebenfalls die Beobachtung, dass in einer belasteten
Skelettregion (Lendenwirbelsdule) weniger Osteoid zu finden war, verglichen mit einer
unbelasteten Region (Beckenkamm). Ihre Ergebnisse stutzen sich ebenfalls auf
histomorphometrische Analysen, jedoch wurde der Parameter Osteoidoberflache pro
gesamter Knochenoberflache verwendet. Passend dazu waren in der belasteten Region
mehr Osteozyten pro Knochenflache zu finden, die eine Schlisselrolle in der Regulation
des Knochenmetabolismus einzunehmen scheinen [242].
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7 Zusammenfassung

Jede vierte Frau Uber dem 50. Lebensjahr in Deutschland ist an Osteoporose erkrankt.
Charakteristisch dafir ist eine verminderte Knochenqualitdt mit der Anfalligkeit bereits
bei niederenergetischen Traumen zu brechen. Aufgrund des demographischen Wandels
ist ein Anstieg von 115.248 osteoporotischer Frakturen im Jahr 2010 auf 273.794 im Jahr
2050 in Deutschland zu erwarten. Zur Gewinnung neuer Erkenntnisse sowie Entwicklung
neuer Knochenersatzmaterialien und Implantate sind geeignete und gut beschriebene
Tiermodelle vonnéten.

Im Folgenden wird ein osteoporotisches Groftiermodell an 31 Merinolandschafen
beschrieben. Die Versuchstiere wurden dabei in vier Gruppen unterteilt und Uber
8 Monate (M) behandelt. Es erfolgte eine Stufentherapie mit Unterteilung in eine
Kontrollgruppe, eine Ostrogenmangelgruppe induziert durch eine bilaterale Ovarektomie
(OVX), eine Gruppe mit kalzium- und Vitamin D-armer Di&t zusétzlich zur bilateralen
Ovarektomie (OVXD) und einer Dreifachtherapiegruppe aus OVXD plus regelmaRigen
Glukokortikoidinjektionen. Die Auswertung erfolgte anhand histologischer Schnitte aus
dem Beckenkamm, dem Femur und den LWK sowie anhand von DXA-Messungen.
Verglichen mit allen anderen Behandlungsgruppen zeigte sich im Beckenkamm der
OVXDS-Gruppe nach 3M und 8M eine signifikant geringere Trabekeldicke und -flache
sowie ein signifikant hdherer Osteoidgehalt. Zwischen der Kontroll-, der OVX- und der
OVXD-Gruppe konnten innerhalb der einzelnen Zeitpunkte keine signifikanten
Unterschiede erhoben werden. Die gemessene Mineralisationsgeschwindigkeit im Femur
nach 8M zeigte in OVXDS signifikant geringere Werte verglichen mit allen anderen
Gruppen.

Es lasst sich festhalten, dass in diesem Schafmodell mittels OVXDS erfolgreich ein
osteoporotischer Knochenstatus induziert wurde. Interessanterweise ist dieser von einer
trabekuldren Destruktion mit Knochenmasseverlust in Form von dinneren Trabekeln
sowie einer Zunahme an nichtmineralisierter Matrix gezeichnet. Diese Erkenntnisse
lassen die Frage offen, inwieweit ein osteoporotischer mit einem osteomalatischen
Knochenstatus kombiniert ist, insbesondere da die Diagnose beim Menschen auf
radiologischen Verfahren wie der DXA Messung beruht und der Anteil an
nichtmineralisierter Matrix nicht erfasst wird. Es bedarf weiterer Analysen der
Mineralisation im osteoporotischen Knochen, um einen Transfer der Erkenntnisse auf die

Frakturprophylaxe und -behandlung zu erreichen und umsetzten zu kénnen.
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Summary

8 Summary

Every fourth woman above the age of 50 years in Germany has osteoporosis.
Distinguishing is a reduced bone quality with the vulnerability to fracture even by low-
energy traumas. Due to the demographic change, an increase from 115,248 osteoporotic
fractures in 2010 to 273,794 in 2050 is expected in Germany. Suitable and well-described
animal models are required to gain new knowledge and develop new bone substitutes.

In the following, an osteoporotic large animal model on 31 Merino sheep is described.
The animals were divided into 4 groups: a control group, an estrogen deficiency group
induced by a bilateral ovariectomy (OVX), a group with a low calcium and vitamin D
intake combined with bilateral ovariectomy (OVXD) and a triple therapy group of OVXD
plus regular glucocorticoid injections. The experiment last for 8 months (M). The
evaluation was based on histological sections from the iliac crest, femur and lumbar
spine, as well as DXA measurements.

After 3M and 8M, the iliac crest of OVXDS showed a significantly lower trabecular
thickness and trabecular area as well as a significantly higher osteoid content compared to
all other treatment groups. No significant differences could be determined between the
control, OVX and OVXD within each point in time. The mineralization rate after 8M
showed significantly lower values in OVXDS compared to all other groups measured in
the femur.

In summary this study induced successfully an osteoporotic bone status in sheep using
OVXDS. Interestingly, this is characterized by trabecular destruction with loss of bone
mass in the form of thinner trabeculae and an increase in non-mineralized matrix. These
results lead us to the question how the osteoporotic and the osteomalatic bone status are
combined with each other. Especially because the diagnosis of osteoporosis in humans is
only based on radiological methods such as the DXA, without measuring the proportion
of non-mineralized matrix. The author also can conclude that histologically OVX and
OV XD did not cause a significant bone loss in this sheep model.

Further analysis of the mineralization in the osteoporotic bone is required in order to
transfer the findings to fracture prophylaxis and to improve the treatment of osteoporosis.
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13 Anhang

13.1 Paraffin-Einbettung

Ldésung Temperatur Dauer

70 % Ethanol Raumtemperatur 2h

80 % Ethanol 25h

96 % Ethanol 2h

100 % Ethanol 3x3h

Xylol 1 h, danach 2 x 45 min
Paraffin 58 °C 3 x 45 min

Tab. 2: Entwasserungsprotokoll der Paraffin-Einbettung.

Material:
Alkohol:

Xylol:
Paraffin:

Ethanol 522 vergéllt mit 1 % Petrolather (1001043227002, Stockmeier
Chemie, Bielefeld, Deutschland)

(28.975.325, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
(6642.6, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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13.2 Polymethylmethacrylat Einbettung

Phase L6sung Temperatur Applikation Dauer
Entwasserung | 70 % Ethanol Raumtemperatur | Niederfrequente 2d
Vibrationen
70 % Ethanol 2d
80 % Ethanol ="~ ="~ 3d
96 % Ethanol ="~ ="~ 3d
100 % Ethanol 4d
100 % Ethanol ="~ ="~ 3d
100 % Ethanol ="~ M- 4d
100 % Ethanol 3d
100 % Ethanol ="~ M- 4d
Intermedium | Xylol 12 h
Xylol 12 h
Préinfiltration | Prainfiltrationslosung 1 | -"- 5d
Préinfiltrationslésung 2 | -"- 5d
Préainfiltrationslosung 3 | 4 °C 4d
Infiltration Infiltrationsldsung 4°C 11d

Tab. 3: Entwasserungs- und Infiltrationsschema der Technovit-Einbettung.

Herstellung der Gebrauchslésungen

Préinfiltrationslésungen:
1) 125 ml Basislosung (stabilisiert) + 125 ml Xylol

2) 250 ml Basislosung (stabilisiert) + 1,25 g Harter 1

3) 250 ml Basisldsung (entstabilisiert) + 1,25 g Harter 1

Infiltrationslésung:
- 250 ml Basislosung (entstabilisiert) + 20 g PMMA-Pulver + 1 g Harter 1

Stammldsungen:

A) 500 ml Basislosung (entstabilisiert) + 80 g PMMA-Pulver + 3 g Harter 1

B) 44 ml Basislosung (entstabilisiert) + 4 ml Harter 2 + 2 ml

Polymerisationsregler

Polymerisationsgemisch:

- Stammlésung A und B in einem Verhéltnisvon 9 : 1
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Entstabilisierung der Basislosung

Beim Durchlaufen von stabilisierter Basislésung durch eine mit 50 g Aluminiumoxid

gefiillte Chromatographiesédule entsteht entstabilisierte Basislosung.

Material:

Alkohol: Ethanol 522 vergallt mit 1 % Petrolather (1001043227002, Stockmeier
Chemie, Bielefeld, Deutschland)

Xylol: (28.975.325, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Basislosung (stabilisiert): Technovit® 9100 Basislésung stabilisiert

Harter 1: Technovit® 9100 Harter 1

Harter 2: Technovit® 9100 Harter 2

PMMA-Pulver: Technovit® 9100 PMMA-Pulver

Polymerisationsregler: Technovit® 9100 Regler

Komponenten (64715444, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)

13.3 Farbeprotokoll Hamatoxylin-Eosin

Arbeitsanweisung Wiederholungszahl | Dauer [min]
Entparaffinieren mit Xylol 2 5
Absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 %) |1 Je2-5
Aqua dest. 1 2-5
Kernfarbung mit Mayers Hamalaun (vor | 1 3-6
Gebrauch filtrieren)
Mit Aqua dest. abspllen 1
Blauen mit flieBendem Leitungswasser 1 10
Mit Aqua dest. abspiilen 1
Bindegewebsfarbung mit 1 % Eosinldsung 1 0,5-2
Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %) | 1 2-5
Xylol 2 5
Eindeckeln mit DePex

Tab. 4: Farbeprotokoll H.E.

Material:

Xylol: (28.975.325, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
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Alkohol: Ethanol 522 vergallt mit 1 % Petrolather (1001043227002,
Stockmeier Chemie, Bielefeld, Deutschland)

Mayers Hamalaun:  (T865.1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Eosinlosung: 1 % wassrige Gebrauchsldsung: 10 g Eosin G (7089.2, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) ad 1000 ml Aqua dest + 10 Tropfen
Eisessig (3738.4, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

DePex: (18243.02, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

13.4 Farbeprotokoll von Kossa / van Gieson:
Schnitte:

Arbeitsanweisung Wiederholungszahl | Dauer [min]

Entplasten in MEA 3 5

Absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %, | je 2
70 %)

N

Rehydrieren mit Aqua bidest.

-
o

3 % Silbernitratldsung

Spulen mit Aqua bidest

10 % Natriumcarbonatlésung

Spulen mit Leitungswasser

5 % Natriumthiosulfatlésung

In Aqua dest. tauchen um Reaktion zu stoppen

Gegenfarbung mit Methylgriin

Spiilen mit Leitungswasser

Spulen mit Aqua dest.

Féarben mit Weigert's Eisenhdmatoxylin

Spiilen mit Leitungswasser

R R R W R R N R R R W R e
U1l o o N| o | N O o N N

Farben mit van Gieson Mixtur

Kurz in 96 % Alkohol eintauchen

In 100 % Alkohol 2 1

Xylol 2 5

Eindeckeln mit DePex

Tab. 5: Farbeprotokoll fiir Schnittpréparate von Kossa / van Gieson.
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Schliffe:

Arbeitsanweisung Wiederholungszahl | Dauer [min]

Entplasten in MEA 2 30

Absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %, | je 5

70 %)

Rehydrieren mit Aqua bidest. 1 5

3 % Silbernitratldsung 1 10

Spulen mit Aqua bidest 3 2

10 % Natriumcarbonatlésung 1 2

Spulen mit Leitungswasser 1 10

5 % Natriumthiosulfatlésung 1 5

In Aqua dest. tauchen um Reaktion zu stoppen 2 2

Gegenfarbung mit Methylgriin 1 5

Kurz in dest. Wasser tauchen

Spulen mit Leitungswasser 1 10

Spulen mit Agua dest. 3 2

Féarben mit Weigert's Eisenhdmatoxylin 1 6

Spulen mit Leitungswasser 1 10

Férben mit van Gieson Mixtur 1 5

Kurz in 96 % Alkohol eintauchen 2-3

In 100 % Alkohol 1 <1

Xylol 2 5

Eindeckeln mit DePex

Tab. 6: Farbeprotokoll fur Schliffpréaparate von Kossa / van Gieson.

Material:

MEA: (2-Methoxyethyl) -acetat (806.061, Merck Chemical GmbH,
Schwalbach, Deutschland)

Alkohol: Ethanol 522 vergallt mit 1 % Petroldther (1001043227002,

Stockmeier Chemie, Bielefeld, Deutschland)
3 % Silbernitrat: 3 g Silbernitrat (31630-100G-R, Sigma Aldrich, St. Louis MO) in

100 ml Aqua bidest.
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10 % Natriumcarbonat-Formaldehyd: 10 g Natriumcarbonat (CNa203, 105,99 g/mol,
106392, Merck Chemical GmbH, Schwalbach, Deutschland)

+ 25 ml Formaldehyd 37 % (104002, Merck Chemical GmbH,
Schwalbach, Deutschland) ad 100 ml Aqua bidest.

5 % Natriumthiosulfat: 5 g Natriumthiosulfat (Na203S2, 248,21 g/mol, 106509, Merck
Chemical GmbH, Schwalbach, Deutschland) ad 100 ml Aqua
bidest.

Methylgrin: 1 g Methylgriin (5159.2, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ad 100 ml Aqua bidest. + 25 ml 100 % Alkohol

Weigert's Hamatoxylin: 1 Teil A + 1 Teil B (X906.1 & X907.1, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland)

Van Gieson: (2E050, Chroma, Miinster, Deutschland)
Xylol: (28.975.325, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
DePex: (18243.02, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland)

13.5 Herstellung der Injektionslosungen flir die Fluoreszenz-Marker

Injektionslésungen
Alizarin: 3 % Alizarin Complexone und 2 % NaHCO3 in Aqua ad

iniectabilia mischen (pH 7,4)
mit Faltenfilter und 0,22 um Filter steril filtern
Calcein: 3 % Calcein und 2 % NaHCO3 in Aqua ad iniectabilia mischen
(pH 7,4)
mit 0,45 um Filter und 0,22 um Filter steril filtern

Material:

Alizarin Complexone (A3882, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO):

Calcein (C0875, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
NaHCO3 (Cellpure HNO1.1, Carl, Karlsruhe, Deutschland)
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13.6 Probenzahl

Anzahl der pro Gruppe, Zeitpunkt und Region in die Auswertung eingegangenen Proben.

Kontrolle

OVvX

OVXD

OVXDS

H.E.:

Beckenkamm OM

Beckenkamm 3M

Beckenkamm 8M

Femur 8M

LWK 8M

0o| | 00| O ©

N N N o] o

00| O | o o

~N NN N~

Von Kossa / van Gieson

Beckenkamm OM

Beckenkamm 3M

Beckenkamm 8M

Femur 8M

LWK 8M

w| w| o1 o1

W W o O O

w| w| | o1 o

W W N o o

Fluoreszenz:

Beckenkamm 8M

Femur 8M

Tab. 7: Anzahl der in die Auswertung eingegangenen Proben.
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13.7 Ergebnistabellen

13.7.1 Gewichtsentwicklung

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
oM 63,3 62,6 62,6 58,5

3M 69,3 66,4 68,6 60,3

8M 69,7 62,8 67,3 60,1
Tab. 8: Mittleres Kérpergewicht [kg] im Verlauf der Studie.

13.7.2 Quantitative Analyse der Trabekelparameter

13.7.2.1 Th.Th

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm

oM 122 134 150 142

3M 144 142 135 104

8M 174 174 162 100
Femur

8M 300 379 326 170
LWK

8M 214 211 193 125

Tab. 9: Mittlere Th.Th [um] im Verlauf der Studie aller erfassten Skelettregionen.

120




Anhang

Skelettregion Zeitpunkt Gruppe p-Wert
Beckenkamm oM K_OVXD 0,029
Beckenkamm 3M K_OVXDS 0,017
Beckenkamm 3M OVX_0OVXDS 0,002
Beckenkamm 3M OVXD_OVXDS 0,030
Beckenkamm 8M K_OVXDS 0,003
Beckenkamm 8M OVX_0OVXDS 0,001
Beckenkamm 8M OVXD_OVXDS 0,001
Beckenkamm OM_8M K 0,019
Beckenkamm OM_8M OVvX 0,009
Beckenkamm 3M_8M OoVvX 0,002
Beckenkamm 3M_8M OVvXD 0,020
Beckenkamm OM_3M OVXDS 0,003
Beckenkamm OM_8M OVXDS 0,001

Tab. 10: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der Tb.Th aller erfassten Skelettregionen.

13.7.2.2 Th.Sp

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm

oM 501 546 539 516

3M 545 620 592 534

8M 553 665 584 578
Femur

8M 629 865 909 809
LWK

8M 519 541 575 539

Tab. 11: Mittlere Th.Sp [um] im Verlauf der Studie aller erfassten Skelettregionen.

Skelettregion

Zeitpunkt

Gruppe

p-Wert

Keine

Signifikanten

Unterschiede

Tab. 12: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der Th.Sp aller erfassten Skelettregionen.
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13.7.2.3 Th.Ar/T.Ar

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm

oM 23,8 24,6 23,6 22,8
3M 24,8 20,7 24,0 151
8M 28,1 26,2 24,9 15,4
Femur

8M 34,2 29,7 25,3 15,7
LWK

8M 33,7 31,6 28,6 20,7

Tab. 13: Mittlere Th.Ar/T.Ar [%] im Verlauf der Studie aller erfassten Skelettregionen.

Skelettregion Zeitpunkt Gruppe p-Wert
Beckenkamm 3M K_OVXDS 0,004
Beckenkamm 3M OVX_OVXDS 0,041
Beckenkamm 3M OVXD_OVXDS 0,004
Beckenkamm 8M K_OVXDS 0,003
Beckenkamm 8M OVX_0OVXDS 0,005
Beckenkamm 8M OVXD_OVXDS 0,004
Beckenkamm OM_3M OVXDS 0,001
Beckenkamm OM_8M OVXDS 0,004

Tab. 14: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der Th.Ar/T.Ar aller erfassten Skelettregionen.

122




Anhang

13.7.3 O.Ar/Tb.Ar

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm

oM 15,08 15,29 13 13,13
3M 11,93 13,18 12,85 16,37
8M 10,44 10,16 12,22 20,08
Femur

8M 5,7 5,9 8,6 15,6
LWK

8M 6,0 5,2 5,2 14,6

Tab. 15: Mittlere O.Ar/Th.Ar [%] im Verlauf der Studie aller erfassten Skelettregionen.

Skelettregion Zeitpunkt Gruppe p-Wert
Beckenkamm 3M K_OVXDS 0,009
Beckenkamm 3M OVX_0OVXDS 0,041
Beckenkamm 3M OVXD_OVXDS 0,030
Beckenkamm 8M K_OVXDS 0,003
Beckenkamm 8M OVX_0OVXDS 0,001
Beckenkamm 8M OVXD_OVXDS 0,001
Beckenkamm 0_8M OoVvX 0,026
Beckenkamm 3_8M OoVvX 0,026
Beckenkamm 0 3M OVXDS 0,008
Beckenkamm 0_8M OVXDS 0,000
Beckenkamm 3_8M OVXDS 0,014

Tab. 16: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der O.Ar/Th.Ar aller erfassten Skelettregionen.

123



Anhang

13.7.4 Mineralisationsrate (MAR)

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm

8M 1,88 1,98 1,92 1,48
Femur

8M 1,53 1,95 1,90 1,02

Tab. 17: Mittlere Mineralisationsrate (MAR) [um/d] im Verlauf der Studie

Skelettregionen.

aller erfassten

Skelettregion Zeitpunkt Gruppe p-Wert
Femur 8M K_OVXDS 0,016
Femur 8M OVX_OVXDS 0,000
Femur 8M OVXD_0OVXDS 0,016

Tab. 18: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der MAR aller erfassten Skelettregionen.

13.7.5 Vergleich der Regionen

13.7.5.1 Beckenkamm vs. Femur vs. LWK, Th.Th

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm 174 174 162 100
Femur 300 379 326 170
LWK 214 211 193 125
Tab. 19: Mittlere Tb.Th [um] beim Vergleich der Regionen nach 8M.

Skelettregion Gruppe p-Wert
Beckenkamm_Femur K 0,036
Beckenkamm_LWK K 0,036
Beckenkamm_Femur OoVvX 0,024
Beckenkamm_LWK OoVvX 0,048
Beckenkamm_Femur Beckenkamm OVvXD 0,017
Beckenkamm_Femur Beckenkamm OVXDS 0,017

Tab. 20: Signifikante Differenzen der Th.Th im Vergleich der Regionen nach 8M.
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13.7.5.2 Beckenkamm vs. Femur vs. LWK, Th.Ar/T.Ar

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm 28,1 26,2 24,9 15,4
Femur 34,2 29,7 25,3 15,7
LWK 33,7 31,6 28,6 20,7

Tab. 21: Mittlere Th.Ar/T.Ar [%] beim Vergleich der Regionen nach 8M.

Skelettregion Gruppe p-Wert

Keine Signifikanten Unterschiede!!!

Tab. 22: Signifikante Differenzen der Th.Ar/T.Ar im Vergleich der Regionen nach 8M.

13.7.5.3 Beckenkamm vs. Femur vs. LWK, O.Ar/Th.Ar

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Beckenkamm 10,44 10,16 12,22 20,08
Femur 5,7 59 8,6 15,6
LWK 6,0 5,2 5,2 14,6

Tab. 23: Mittlere O.Ar/Th.Ar [%] beim Vergleich der Regionen nach 8M.

Skelettregion Gruppe p-Wert
Beckenkamm_Femur OoVvX 0,048
Beckenkamm_LWK OVvX 0,024
Beckenkamm_LWK OVXD 0,017
Beckenkamm_LWK OVXDS 0,017

Tab. 24: Signifikante Differenzen der O.Ar/Th.Ar im Vergleich der Regionen nach 8M.

13.7.5.4 Unbelastet vs. belastet, Tbh.Th

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
unbelastet 174 174 162 100
belastet 257 295 260 148

Tab. 25: Mittlere Th.Th [um] beim Vergleich der unbelasteten und belasteten Regionen nach 8M.
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Skelettregion Gruppe p-Wert
unbelastet_belastet K 0,004
unbelastet_belastet OoVvX 0,004
unbelastet_belastet OVXD 0,005
unbelastet_belastet OVXDS 0,002

Tab. 26: Signifikante Differenzen der Th.Th im Vergleich der unbelasteten und belasteten Regionen

nach 8M.

13.7.5.5 Unbelastet vs. belastet, Th.Ar/T.Ar

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
unbelastet 28,1 26,2 24,9 15,4
belastet 33,9 30,7 27,0 18,2

Tab. 27: Mittlere Th.Ar/T.Ar [%] beim Vergleich der unbelasteten

8M.

und belasteten Regionen nach

Skelettregion

Gruppe

p-Wert

unbelastet_belastet

K

0,030

Tab. 28: Signifikante Differenzen der Th.Ar/T.Ar im Vergleich der unbelasteten und belasteten

Regionen nach 8M.

13.7.5.6 Unbelastet vs. belastet, O.Ar/Th.Ar

Skelettregion Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
unbelastet 10,44 10,16 12,22 20,08
belastet 59 55 6,92 15,11

Tab. 29: Mittlere O.Ar/Tb.Ar [%] beim Vergleich der unbelasteten und belasteten Regionen nach

8M.

Skelettregion Gruppe p-Wert
unbelastet_belastet K 0,030
unbelastet_belastet OoVvX 0,004
unbelastet_belastet OVvXD 0,005
unbelastet_belastet OVXDS 0,008

Tab. 30: Signifikante Differenzen der O.Ar/Th.Ar im Vergleich der unbelasteten und belasteten

Regionen nach 8M.
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13.7.6 DXA-Messungen; BMD

Zeitpunkt Kontrolle | OVX OVXD OVXDS
Femur

oM 1,15 1,16 1,20 1,19
3M 1,15 1,18 1,13 0,91
8M 1,19 1,24 1,18 0,81
LWK

oM 1,11 1,14 1,14 1,15
3M 1,10 1,08 1,04 0,81
8M 1,15 1,11 1,01 0,75

Tab. 31: Mittlere BMD [g/cm?] im Verlauf der Studie aller erfassten Skelettregionen.

Skelettregion Zeitpunkt Gruppe p-Wert
Femur 3M K_OVXDS 0,003
Femur 3M OVX_0OVXDS 0,004
Femur 3M OVXD_0OVXDS 0,010
Femur 8M K_OVXDS 0,000
Femur 8M OVX_0OVXDS 0,000
Femur 8M OVXD_0OVXDS 0,000
Femur OM_3M OVXDS 0,005
Femur OM_8M OVXDS 0,000
LWK 3M K_OVXDS 0,001
LWK 3M OVX_OVXDS 0,000
LWK 3M OVXD_0OVXDS 0,001
LWK 8M K_OVXDS 0,000
LWK 8M OVX_0OVXDS 0,001
LWK 8M OVXD_0OVXDS 0,001
LWK OM_3M OVXDS 0,000
LWK OM_8M OVXDS 0,000

Tab. 32: Signifikante Differenzen bei Bestimmung der BMD aller erfassten Skelettregionen.
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13.8 Makros

13.8.1 Quellcode ""auto_Trainable_ Weka_ Segmentaion**

macro "auto Trainable Weka Segmentation" {

setBatchMode(true);
empty="",
dirl=getDirectory("Input");
if (dirl==empty) {

beep();

exit("aborted");

}
dir0=getDirectory("working folder");

if (dir0==empty) {

beep();

exit("aborted");

}

if (dir0==dir1) {

beep();

exit("aborted! Input folder couldn't be the working folder");

}

if(File.exists(dir0+"Stacks")) {

print("folder already exists");

Yelse{
myDir2=dir0+"Stacks"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir2);
print("new folder created");

}

dir2=dir0+"Stacks//";

if(File.exists(dir0+"Classified_images")) {
print(“folder already exists");

Yelse{
myDir3=dir0+"Classified_images"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir3);
print("new folder created");

}

dir3=dir0+"Classified_images//";

if(File.exists(dir0+"Probability_maps")) {

print(“folder already exists");

Yelse{
myDir4=dir0+"Probability_maps"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir4);
print("new folder created");

}
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dird=dir0+"Probability_maps//";

if(File.exists(dir0+"Cache")) {

print("folder already exists");

Yelse{
myDir5=dir0+"Cache"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir5);
print("new folder created");

}

dir5=dir0+"Cache//";

if(File.exists(dir0+"Classified_Overview")) {

print("folder already exists");

Jelse{
myDir6=dir0+"Classified_Overview"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir6);
print("new folder created");

}

dir6=dir0+"Classified_Overview//";

if(File.exists(dir0+"Probability_maps_Overview")) {

print("folder already exists");

Yelse{
myDir7=dir0+"Probability_maps_Overview"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir7);
print(“new folder created");

}

dir7=dir0+"Probability_maps_Overview//";

classifier=File.openDialog (“Please select the classifier file:");
if (classifier==empty) {

beep();

exit("aborted");

}

data=File.openDialog ("Please select the data file:");
if (data==empty) {

beep();

exit("aborted");

}

Cachel="format=TIFF save=["+dir5+"//Stack0000.tif]";
Cache2="format=TIFF save=["+dir5+"//Probability maps_c001.tif]";

column_number=getNumber("images per columns? If the size of each image is big, it could make sense to cut them in many small

images", 4);

row_number=getNumber(“images per rows? If the size of each image is big, it could make sense to cut them in many small

images", 4);
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a=column_number*row_number;

Enhance_Contrast=getBoolean("Do you want to enhance Contrast?");
if (Enhance_Contrast==1) {

saturaion=getString("How much saturaion?","0.3");

}

Probability_maps=getBoolean("Do you want to creat Probability maps?");

list = getFileList(dirl);
for (j=0; j<list.length; j++) {

inputl=list[j];
inputtif=inputl;
filel=dirl+inputtif;

print(“open" + inputl);

open(filel);

if (Enhance_Contrast==1) {

run("Enhance Contrast...", "saturated=saturaion");
}

run("Montage to Stack...", "images_per_row=row_number images_per_column=column_number border=0");
run("lmage Sequence... ", Cachel);

wait(1000);

run("Close");

close();

wait(100);

if (a>10) {

for (i=0; i<10; i++) {
open(dir5+"Stack000"+i+".tif");
saveAs(dir2+inputl+"0"+i+".tif");

close();

open(dir2+inputl1+"0"+i+".tif");

run("Trainable Weka Segmentation™);

wait(3000);

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call(“trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadClassifier", classifier);
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadData", data);
wait(1000);

if (Probability_maps==1) {
call(“trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getProbability™);
selectWindow("Probability maps");

run(“'Image Sequence... ", Cache2);
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close();

}

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.trainClassifier");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getResult™);
selectWindow("Classified image");

saveAs("Tiff", dir3+inputl+"0"+i+"tif.tif");

close();

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
close();

selectWindow(input1+"0"+i+".tif");

close();

if (Probability_maps==1) {

if (File.exists(dir5+"Probability maps0000.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0000.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.0.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0001.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0001.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 1.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0002.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0002.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 2.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0003.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0003.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.3.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0004.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0004.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 4.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0005.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0005.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 5.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0006.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0006.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.6.tif");

close();

}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0007.tif")) {
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open(dir5+"Probability maps0007.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.7.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0008.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0008.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.8.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0009.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0009.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.9.tif");

close();
}
}
}
}
if (a<=10) {

for (i=0; i<a; i++) {
open(dir5+"Stack000"+i+".tif");
saveAs(dir2+inputl+"0"+i+".tif");

close();

open(dir2+inputl1+"0"+i+".tif");

run("Trainable Weka Segmentation™);

wait(3000);

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadClassifier", classifier);
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadData", data);
wait(1000);

if (Probability_maps==1) {
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getProbability");
selectWindow("Probability maps");

run("lmage Sequence... ", Cache2);

close();

}

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.trainClassifier");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getResult");
selectWindow("Classified image");

saveAs("Tiff", dir3+input1+"0"+i+" tif.tif");

close();

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");

close();

selectWindow(input1+"0"+i+".tif");

close();

if (Probability_maps==1) {
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if (File.exists(dir5+"Probability maps0000.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0000.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.0.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0001.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0001.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 1.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0002.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0002.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.2.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0003.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0003.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.3.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0004.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0004.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif. 4.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0005.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0005.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.5.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0006.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0006.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.6.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0007.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0007.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.7.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0008.tif"*)) {
open(dir5+"Probability maps0008.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.8.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0009.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0009.tif");
saveAs(dird+inputl+"0"+i+".tif.9.tif");

close();

}
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for (i=10; i<a; i++) {
open(dir5+"Stack00"+i+".tif");
saveAs(dir2+inputl+i+".tif");

close();

open(dir2+inputl+i+".tif");

run("Trainable Weka Segmentation™);

wait(3000);

selectWindow(""Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadClassifier", classifier);
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.loadData", data);
wait(1000);

if (Probability_maps==1) {
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getProbability™);
selectWindow("Probability maps");

run(""Image Sequence... ", Cache2);

close();

}

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.trainClassifier");
call("trainableSegmentation.Weka_Segmentation.getResult™);
selectWindow("Classified image");

saveAs("Tiff", dir3+inputl+i+".tif.tif");

close();

selectWindow("Trainable Weka Segmentation v2.1.5");

close();

selectWindow(input1+i+".tif");

close();

if (Probability_maps==1) {

if (File.exists(dir5+"Probability maps0000.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0000.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.0.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0001.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0001.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.1.tif");

close();

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0002.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0002.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.2.tif");

close();

}
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if (File.exists(dir5+"Probability maps0003.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0003.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.3.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0004.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0004.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.4.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0005.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0005.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.5.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0006.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0006.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.6.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0007.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0007.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.7.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0008.tif")) {
open(dir5+"Probability maps0008.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.8.tif");
close();
}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0009.tif*)) {
open(dir5+"Probability maps0009.tif");
saveAs(dird+inputl+i+".tif.9.tif");
close();
}
}
}
if (a>1) {

setBatchMode(false);

while (nImages>0) {
selectimage(nimages);
close();
}

if (a>10) {

for (i=0; i<10; i++) {

open(dir3+inputl+"0"+i+".tif.tif");

}

for (i=10; i<a; i++) {

open(dir3+inputl+i+".tif.tif");
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}
if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dir3+inputl+"0"+i+".tif.tif");
}
}

run("'Images to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
run("'8-bit Color", "number=256");
saveAs("Tiff", dir6+input1+".tif");
close();
close();
setBatchMode(true);
}
if (Probability_maps==1) {
if (File.exists(dir5+"Probability maps0000.tif")) {
if (@>1) {
setBatchMode(false);
if (@>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.0.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {

open(dird+inputl+i+".tif.0.tif");

}
}
if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.0.tif");
}
}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");

run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+input1+"0.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}
if (File.exists(dir5+"Probability maps0001.tif")) {

if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (a>10) {

for (i=0; i<10; i++) {

open(dird+inputl+"0"+i+" tif. 1.tif");

}

for (i=10; i<a; i++) {

open(dird+inputl+i+".tif. 1.tif");
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if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.1.tif");
}
}

run(“lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", “columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+inputl+"1.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0002.tif*)) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (@>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.2.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.2.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.2.tif");

}

}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+input1+"2.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0003.tif")) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (a>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.3.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.3.tif");

}

}

if (a<=10) {

for (i=0; i<a; i++) {
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open(dird+inputl+"0"+i+" tif.3.tif");
}
}
run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", “columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+inputl+"3.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0004.tif*)) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (a>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.4.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.4.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.4.tif");

}

}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+inputl+"4.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0005.tif")) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (@>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.5.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.5.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.5.tif");

}
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}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");

run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+input1+"5.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0006.tif*)) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (a>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.6.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.6.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.6.tif");

}

}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+input1+"6.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0007.tif")) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (@>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.7.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.7.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.7 tif");

}

}

run("'Images to Stack", "name=stack title=[] use");
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run("Make Montage...", “columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+inputl+"7.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0008.tif")) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (a>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.8.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.8.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.8.tif");

}

}

run("lmages to Stack", "name=stack title=[] use");
run(""Make Montage...", "columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+input1+"8.tif");

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

if (File.exists(dir5+"Probability maps0009.tif")) {
if (@>1) {

setBatchMode(false);

if (@>10) {
for (i=0; i<10; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+".tif.9.tif");
}
for (i=10; i<a; i++) {
open(dird+inputl+i+".tif.9.tif");

}

}

if (a<=10) {
for (i=0; i<a; i++) {
open(dird+inputl+"0"+i+" tif.9.tif");

}

}

run("'Images to Stack", "name=stack title=[] use");
run("Make Montage...", “columns=row_number rows=column_number scale=1 first=1 last=a increment=1 border=0 font=a");
saveAs("Tiff", dir7+inputl+"9.tif");

140



Anhang

close();

close();

setBatchMode(true);

}

}

}

}

list = getFileList(dir5);

for (j=0; j<list.length; j++) {

File.delete(dir5+list[j])
}

print("processing all pictures is finished");

if (a>1) {
list = getFileList(dir6);
for (j=0; j<list.length; j++) {

open(dir6+list[j]);

/I'id values of each class in the classified image
classLabels = newArray(0, 1, 2,3,4,5,6,7,8,9 );

run("Set Measurements...", "area_fraction redirect=None decimal=3");

for(i=0; i<classLabels.length; i ++)

{

minTh = classLabels[ i ];

maxTh = classLabels[ i ];
if(i <classLabels.length - 1)
maxTh = classLabels[ i+1 ] -1;

else // last value is assumed to be 255
{

minTh = classLabels[ i-1 ] +1;
maxTh = classLabels[ i ];

}
selectWindow(list[j]);
run("Duplicate...", "title=[to-be-thresholded]"); selectWindow("to-be-thresholded");
setThreshold( minTh, maxTh );

run(**Convert to Mask™);
run(""Measure");

close();

}

close();

}

}

if (a==1) {

list = getFileList(dir3);
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for (j=0; j<list.length; j++) {

open(dir3+list[j]);

/I'id values of each class in the classified image
classLabels = newArray(0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9 );

run("Set Measurements...", "area_fraction redirect=None decimal=3");

for(i=0; i<classLabels.length; i ++)

{

minTh = classLabels[ i ];

maxTh = classLabels[ i ];
if(i <classLabels.length - 1)
maxTh = classLabels[ i+1 ] -1;

else // last value is assumed to be 255
{

minTh = classLabels[ i-1 ] +1;
maxTh = classLabels[ i ];

}
selectWindow(list[j]);
run("Duplicate...", "title=[to-be-thresholded]"); selectWindow("to-be-thresholded");
setThreshold( minTh, maxTh );

run("Convert to Mask");
run(""Measure");

close();

}

close();

}

}

MonthNames = newArray("Jan","Feb","Mar"," Apr","May","Jun","Jul","Aug","Sep","Oct","Nov","Dec");
DayNames = newArray("Sun", "Mon","Tue","Wed","Thu","Fri","Sat");
getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour, minute, second, msec);
TimeString =DayNames[dayOfWeek]+" ";

if (dayOfMonth<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+dayOfMonth+"-"+MonthNames[month]+"-"+year+"_";

if (hour<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+hour+"-";

if (minute<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+minute+"-";

if (second<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+second;

saveAs("Results"”, dir0+"Results_"+TimeString+".xIs");

beep();
1
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13.8.2 Quellcode ""ROI_zeichen™

roiManager("Add");

imageTitle=getTitle();

saveAs("Tiff", "C:\\Dr Arbeit\Auswertung\\Results_Beckenkamm\\+ROI\\"+imageTitle);
close();

close();

run("'Set Scale...", "distance=5 known=1 unit=um global");
run("Scale...", "x=0.25 y=0.25 width=692 height=2154 interpolation=Bilinear average create");
run("ROI Manager...");

13.8.3 Quellcode ""Trabekel _Dicke Abstand_Flache™

[l author: Matthias Muelke; Institut fur Experimentelle Unfallchirurgie GieRen

dirl=getDirectory("Input");
dir2=getDirectory("Working directory");

Dialog.create("settings");
Dialog.addNumber(“scale [pixels/um] (microscope)", 1.55);
Dialog.addNumber("downsizing", 0.25);
Dialog.addMessage("™);
Dialog.addCheckbox("Thickness", true);
Dialog.addCheckbox("Separation", true);
Dialog.addCheckbox("Area", true);
Dialog.show();
scale = Dialog.getNumber();
downsizing = Dialog.getNumber();;
mode_Th = Dialog.getCheckbox();;;
mode_Sep = Dialog.getCheckbox();;;;

s=scale*downsizing ;

if(File.exists(dir2+"Thickness")) {

print(“folder already exists");

Yelse{
myDir3=dir2+"Thickness"+File.separator;
File.makeDirectory(myDir3);
print("new folder created");

}

dir3=dir2+"Thickness\\";

if(File.exists(dir2+"Separation")) {
print(“folder already exists");

Yelse{
myDir4=dir2+"Separation"+File.separator;

File.makeDirectory(myDir4);
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print("new folder created");

}
dird=dir2+"Separation\\";

setBatchMode(false);

list = getFileList(dirl);
for (j=0; j<list.length; j++) {
filel=dirl+list[j];

if (mode_Th==1) {
open(filel);

run("'Set Scale...", "distance=s known=1 pixel=1 unit=pm");
run("Clear Outside");

setOption("BlackBackground", true);

run("Make Binary");

run("Thickness", "thickness graphic");

saveAs("Tiff", dir3+list[j]+"1.tif");

close();

close();

setResult("measurement”, j, “Thickness");

}

if (mode_Sep==1 && mode_Th==1) {
setResult(" ", j, " ");

if (mode_Sep==1) {
open(filel);

run("ROI Manager...");
roiManager("Add");
setBackgroundColor(0, 0, 0);
run(""Clear Outside");

run("Invert");

run("Set Scale...", "distance=s known=1 pixel=1 unit=pm");

run("Make Binary");

run("'Invert");

run("Thickness", "spacing graphic");

saveAs("Tiff", dird+list[j]+"2.tif");
close();

close();
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setResult("measurement ", j, "Separation™);

}

while (nlmages>0) {
selectimage(nlmages);

close();

MonthNames = newArray("Jan","Feb","Mar","Apr","May","Jun","Jul","Aug","Sep","Oct","Nov","Dec");

DayNames = newArray("Sun", "Mon","Tue","Wed","Thu","Fri","Sat");

getDateAndTime(year, month, dayOfWeek, dayOfMonth, hour, minute, second, msec);

TimeString =DayNames[dayOfWeek]+"_";

if (dayOfMonth<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+dayOfMonth+"-"+MonthNames[month]+"-"+year+"_";
if (hour<10) {TimeString = TimeString+"0";}

if (minute<10) {TimeString = TimeString+"0";}
TimeString = TimeString+minute+"-";
if (second<10) {TimeString = TimeString+"0";}

TimeString = TimeString+second;

if (mode_Sep==0 && mode_Th==0) {
Yelse{
if (mode_Sep==1 && mode_Th==1) {
saveAs("Results", dir2+"Results_Thickness+Separation_"+TimeString+".xIs");
Yelse{
if (mode_Th==1) {
saveAs("Results”, dir2+"Results_Thickness_"+TimeString+".xIs");
}
if (mode_Sep==1) {
saveAs("Results", dir2+"Results_Separation_"+TimeString+".xIs");
}
}

selectWindow("Results");
run("Close");

if (mode_Sep==1) {
selectWindow("ROI Manager");
run("Close");

}

}

if (mode_Area==1) {

list = getFileList(dirl);
setBatchMode( true );
run("'Set Measurements..."”, "area area_fraction redirect=None decimal=3");

for (j=0; j<list.length; j++) {
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Anhang

open(dirl+list[j]);
1=3%*j;

run("'Set Scale...", "distance=s known=1 pixel=1 unit=pm");
run("Measure");

run(""Clear Outside");

run("Make Binary");

run("Invert");

/I'id values of each class in the classified image

classLabels = newArray( 0, 1 );

run("Set Measurements...", "area area_fraction redirect=None decimal=3");

for(i=0; i<classLabels.length; i ++)

{

minTh = classLabels[ i ];

maxTh = classLabels[ i ];
if(i <classLabels.length - 1)
maxTh = classLabels[ i+1] -1;

else // last value is assumed to be 255
{

minTh = classLabels[ i-1 ] +1;
maxTh = classLabels[ i ];

}
selectWindow(list[j]);
run("Duplicate...", "title=[to-be-thresholded]"); selectWindow("to-be-thresholded");
setThreshold( minTh, maxTh );

run("Convert to Mask");
run(""Measure");

close();

}

close();

new=getResult("Area",l);

new2=getResult("Area",|+1);

new3=getResult("%Area",I+1);

setResult("Th.Ar/T.Ar", I, new3/(new/new2));

setResult("name", I, list[j]);

}

saveAs("Results"”, dir2+"Results_Area_"+TimeString+".xls");
selectWindow("Results");

run("Close");

}
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