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I EINLEITUNG

Die Weltbevdlkerung altert im Rahmen des demographischen Wandels kontinuierlich.

Berechnungen des Statistischen Bundesamtes zufolge wird sich in Deutschland der
prozentuale Anteil der Uber 65-jahrigen von 20% im Jahre 2008 auf 34% im Jahre 2060
erhdhen, wobei 14% dann bereits das 80. Lebensjahr Gberschritten haben werden.

Je nach Annahme steigen die durchschnittlichen Lebenserwartungen bei Geburt im
Jahre 2060 im Vergleich zu 2008 fur Manner um 7,8 bis 10,6 Jahre, fir Frauen um 6,8
bis 8,8 Jahre. 2060 geborene Jungen werden somit rein rechnerisch im Durchschnitt
85 bis 87,7 Jahre alt. Die im gleichen Jahr geborenen Madchen werden ein Alter von
89,2 bis 91,2 Jahren erreichen.’

Damit einhergehend werden die Pravalenz alters-assoziierter bzw. -—bedingter
Erkrankungen sowie daran geknupfte Ausgaben im Gesundheitssystem in den
nachsten Jahrzehnten weiter zunehmen. Muskuloskelettale Erkrankungen spielen

dabei eine nicht zu vernachlassigende Rolle.?

1 KNOCHENVERLUST IM ALTER BIS HIN ZUR OSTEOPOROSE

So hat auch die Osteoporose in den letzten Jahren deutlich an Aufmerksamkeit in der
Bevdlkerung gewonnen.® Sie zeichnet sich aus durch einen kontinuierlichen Riickgang
der Knochenmasse sowie gleichzeitig auftretende Veranderungen der ossaren (Mikro-)
Architektur. Folgen sind eine erhdhte Fragilitdt des Skelettsystems und das Risiko
bereits bei nicht adiquaten Traumen eine Faktur zu erleiden.*® Dieser
Knochenschwund betrifft organische wie anorganische Knochenmatrix zu gleichen
Teilen.’

Lange Zeit kdnnen die Veranderungen jedoch unentdeckt bleiben und klinische
Symptome, die auf eine Osteoporose hindeuten, fehlen. Daher ist es haufig schwer,
die Erkrankung in einem friihen Stadium zu erkennen, um praventiv therapieren zu

konnen.

Zahlreiche Studien und Umfragen der letzten zwei Jahrzehnte, die meist auf
Eigenangaben und (telefonischen) Befragungen der Patienten beruhen, zeigen die
Pravalenz der Osteoporose auf. So lag beispielsweise in England und Wales 1985 die
Lebenszeitpravalenz fur Gber 50-jahrigen Manner bei 5,8%, die fur Frauen jedoch bei
22.,5%.” Auch in Deutschland fanden sich in den letzten Jahren dhnliche Zahlen. Hadji
et al. (Bone Evaluation Study BEST) wund das Robert-Koch-Institut

(Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2010) nennen fir die Lebenszeitpravalenz
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der Osteoporose in Deutschland fiir Manner im Alter von tber 50 Jahren 6%® bzw.
4,4%°. Bei Frauen ab 50 Jahren belaufen sich die Zahlen auf 24%°® bzw. 17,1%”°.

Betrachtet man die Ergebnisse der Studien in einer Zusammenschau, geht hervor,
dass ab ca. 50 Jahren ein signifikanter Unterschied der Lebenszeitpravalenz zwischen
den Geschlechtern mit deutlich hdheren Zahlen bei weiblichen Patienten vorliegt sowie
zusatzlich ein ebenso deutlicher Anstieg bei Frauen im steigenden Alter zu finden
ist.”'2 Aufgrund der intensiven Forschung im Bereich der Osteoporose gibt es immer
wieder neue Fakten, die z.T. in die Auswahl teilnehmender Patienten oder in die
Methodik der Studien mit einflieRen. Dies resultiert haufiger in kleineren Unterschieden
der Pravalenzangaben der letzten Jahrzehnte. Anderungen der Diagnose- und

Abrechnungskriterien sind dabei jedoch auch nicht zu vernachlassigen.*®*

1.1 DEFINITION DER OSTEOPOROSE

Aktuell sind als Kriterien, die die Definition der Osteoporose essentiell mitbestimmen
und die klinische Diagnose festlegen, die Knochendichte® sowie das Vorliegen von
Frakturen zu nennen.

Dazu wird die Knochendichte quantitativ meist mittels DXA (Dual-Energy X-ray
Absorptiometry, Doppelréntgen-Absorptiometrie)' bestimmt, da man (ber sie zu einem
groRen Teil Aussagen Uber die Starke des Knochens treffen kann." Messungen sollen
standardmaflig am Oberschenkelhals durchgefihrt werden. Allerdings kénnen auch
andere Bereiche, die sich relativ zentral im Skelettsystem befinden, wie beispielsweise
die Hifte oder der lumbale Bereich der Wirbelsaule, zur Messung herangezogen
werden.™

Der erhobene Messwert der Knochendichte (BMD, bone mineral density) kann sowohl
zweidimensional als Knochenmasse pro Flacheneinheit als auch dreidimensional pro
Volumeneinheit angegeben werden." Er wird in Relation zu einem standardisierten
Mittelwert gesetzt, der sich aus Messungen von kaukasischen, gesunden jungen
Frauen im Alter von 20 bis 29 Jahren aus der NHANES Referenzdatenbank
errechnet.”'>"® Die Abweichung der Knochendichte vom Durchschnittswert wird in
Standardabweichungen (SD) angegeben und als T-Wert bezeichnet. Allerdings ist der
T-Wert nur bei einem Patientengut bestehend aus Mannern ab 50 Jahren und Frauen
ab der Menopause anzuwenden. Liegen andere Populationen oder Messtechniken vor,
sollte die Bezeichnung Z-Wert den Vorrang erhalten.” Weiterhin wird in dieser Arbeit

jedoch die Rede vom T-Wert sein.

Mithilfe des T-Wertes ist somit eine klare Einteilung in unterschiedliche Schweregrade

moglich (siehe Tabelle 1.1).
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Bis zu einer Standardabweichung von -1 wird der Zustand der Knochendichte als
normal bezeichnet. Liegt der T-Wert hingegen zwischen den beiden Werten -1 SD und
-2,5 SD, handelt es sich definitionsgemal® um eine erniedrigte Knochendichte, auch
Osteopenie genannt. Ab einer Abweichung von der Referenzgruppe um mindestens
2,5 Standardabweichungen (T-Wert < -2,5 SD)*, liegt laut WHO eine Erkrankung an

Osteoporose vor. Wird zusatzlich noch eine Fraktur jeglicher Art und Lokalisation

diagnostiziert, wird von einer manifesten Osteoporose gesprochen.” >’
T-WERT SCHWEREGRAD
2-1SD Normale BMD
-2,58D<x<-1SD Osteopenie, reduzierte BMD
<-2,5SD Osteoporose
<-2,5 SD + Fraktur Manifeste Osteoporose

Tabelle 1.1: Einteilung desSchweregrades bei Knochendichteverlust

Wenngleich die Knochendichte kontinuierlich im Alter abnimmt, kann auch im hohen
Alter eine Normalverteilung ermittelt werden. Das Vorkommen eines T-Wertes von
< -2,5 SD ist jedoch bei &lteren Patienten um ein Vielfaches hoher.”

Der Dachverband Osteologie (DVO) benennt in seiner aktuellsten Leitlinie aus dem
Jahre 2009, ausgehend von T-Werten der DXA-Messungen, einen enormen Anstieg
der Osteoporosepravalenz: Sind in den deutschsprachigen Landern von den 55-
jahrigen, bereits in der postmenopausalen Phase befindlichen Patientinnen ca. 7% von
einer Osteoporose laut WHO-Definition betroffen, finden sich bei den 80-jahrigen rund

19% diagnostizierte Patientinnen.*

Die Osteoporose kann in eine primare und sekundare Form unterteilt werden, die
weitere Untergruppen aufweisen.

Die primére Osteoporose kommt mit bis zu 90%'® weitaus haufiger vor. Unter dieser
Bezeichnung finden sich die postmenopausale, die senile und die idiopathische
Osteoporose wieder. Sie unterscheiden sich in ihren Pathomechanismen, die auf
verschiedenen Ebenen wirken und bis heute noch nicht vollstandig verstanden sind."
Die sekundare Osteoporose hingegen entwickelt sich auf der Grundlage von
(systemischen) Grunderkrankungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus oder
anderen hormonellen Dysfunktionen. Aber auch Immobilisation und medikamenttse

Therapien, v.a. mit Glukokortikoiden kénnen eine Osteoporose hervorrufen.®



| EINLEITUNG

Mit zunehmendem Alter der Bevolkerung und der nachgewiesen hdheren
Lebenszeitpravalenz beim weiblichen Geschlecht’™" riickt allerdings v.a. die
postmenopausale Osteoporose in das Interesse der Forschung und wird in dieser

Arbeit ndher betrachtet.

1.2 ALTERS-ASSOZIIERTE VERANDERUNGEN IM KNOCHEN

Im Laufe der Kindheit und Adoleszenz befindet sich das Skelettsystem des Menschen
kontinuierlich im Aufbau, wobei eine Calcium- und Vitamin D-reiche Erndhrung sowie
Beanspruchung des Bewegungsapparates zusatzlich positiven Einfluss darauf
haben.®® Eine nicht zu vernachldssigende Rolle spielen jedoch auch genetische
Aspekte, die dem Individuum eine entsprechende Anreicherung an Knochenmasse

vorgeben.?'?®

Knochen 120

masse 100
in % 80
60

40 ——physiologisch
20 Osteoporose
0

20 30 40 50 60 70 80 90 100 Alter in Jahren

Abbildung 1.1: Vergleichende Darstellung des Verlaufes des prozentualen Knochengehaltes
im Laufe des Lebens unter physiologischen bzw. postmenopausal-osteoporotischen
Verhéltnissen. Modifiziert nach Niethard F., Pfeil J., Duale Reihe Orthopédie, 5. Auﬂage,6

Mit ca. 30 bis 50 Jahren schlie3t der Kérper die stetige Zunahme der ossaren Masse
ab, die in dieser Zeit eine Art Plateauphase erreicht. Der vorhandene Gehalt an
Knochengewebe stellt die sogenannte ,Peak Bone Mass®, die héchste Knochenmasse,
die jemals im Leben erreicht werden kann, dar. Da sie von dort an Ausgangspunkt fir
die beim alternden Patienten physiologische Altersatrophie ossarer Strukturen ist, ist
es essentiell, méglichst hohe Werte vorliegen zu haben.® Dies impliziert nachweislich
ein geringeres Risiko, an Osteoporose zu erkranken.?*

Ab einem Alter von ca. 40 bis 50 Jahren beginnt die natlrliche Ruickbildung des
Knochengewebes, anfangs langsam (0,3 — 0,5% jahrlich), dann etwas schneller und

lduft zum Ende des Lebens langsam bei ungefihr 50% der ,Peak Bone Mass* aus.®
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Diese Art von Knochenschwund — auch als Altersatrophie bezeichnet — ist in beiden

>28 und zeigt keinerlei Symptomatik .

Geschlechtern anzutreffen?
1.21 DER EINFLUSS AUF KORTIKALIS UND SPONGIOSA

2728 gls auch kortikalen Anteilen des

Makroskopisch ist er sowohl in den trabekularen
Knochengewebes sichtbar.®?>?%% Allerdings ergeben sich Unterschiede beziiglich des
zeitlichen Verlaufes und der prozentualen Abnahme von kortikalen Anteilen bzw.
Spongiosa sowie auch zwischen Mannern und Frauen. Als Hauptursache dafir ist die
bei Frauen im Alter von ca. 50 bis 55 Jahren eintretende Menopause mit all ihren
weitreichenden hormonellen Veranderungen zu nennen.

Physiologischer Weise kommt es bei weiblichen Individuen ab Erreichen des Alters der
.,Leak Bone Mass* zu einer kontinuierichen Reduktion des trabekularen
Knochengewebes um 55 bis 60%. Die Abnahme der Kompakta betragt ca. 35 bis 40%.
Auch bei Mannern ist ein deutlicher Verlust der Knochenmasse auszumachen, der sich
jedoch auf ca. zwei Drittel des weiblichen Knochenabbaus beschrénkt.°

In Abgrenzung zu Osteopathien, die ebenfalls eine geringere Dichte des Knochens
aufweisen, wie z.B. die Osteomalazie, ist hervorzuheben, dass sich das Verhaltnis
zwischen organischer (hauptsachlich Kollagen Typ I, 90 — 95%) und anorganischer
Matrix (Hydroxylapatit, Ca;o[PO4]s[OH],) mit ca. 35:65 nicht verandert.®

Bereits funf bis zehn Jahre pramenopausal zeigen sich erste Veranderungen des
trabekularen Gewebes, die auf einen Abbau hindeuten. Dieser verstarkt sich und
nimmt zum Zeitpunkt der Menopause® mit 4 bis 8% jahrlich eine deutlich héhere
Position als der die Kortikalis betreffende Abbau ein. Dieser hingegen beginnt erst mit
Eintritt der menopausalen Hormonlage und betragt ca. 2 bis 3% jahrlich. In dieser
Intensitat dauert er etwa acht bis zehn Jahre® an, ist jedoch mit einer geringen Rate bis
ans Ende des Lebens nachzuweisen.®’

Die beschriebenen Mechanismen des altersabhangigen sowie perimenopausalen
Knochenstoffwechsels kommen somit zeitgleich vor und kénnen zu einer starken
Reduktion v.a. der spongidsen Knochenmasse (Osteopenie) bis hin zur Osteoporose
fuhren.

Auf der Grundlage von DXA-Messungen zahlreicher Studien kénnen Khosla und
Riggs®' einen deutlichen Unterschied in der Abnahme der Knochendichte beziiglich der
Unterteilung in spongiosen bzw. kortikalen Anteil bei Mannern und Frauen

veranschaulichen (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Geschlechtervergleichende Darstellung der alters-assoziierten Abnahme der
gesamten Knochendichte, basierend auf Querschnitts- sowie Lé&ngsstudien mittels DXA-
Messungen. Durchgezogene Linien zeigen den Verlauf der kortikalen Abnahme, die
gestrichelten Linien demonstrieren die Verénderungen des trabekuldren Gewebes.

Abbildung (dbernommen aus Pathophysiology of Age-Related Bone Loss and Osteoporosis,
Khosla S und Riggs B L, Endocrinol Metab Clin N Am, 34 (2005) 101 5-1030.°"

Darin wird sichtbar, dass eine anndhernd gleiche Minderung der kompakten
Knochendichte bei Mannern und Frauen einem deutlich starkeren Verlust der
trabekularen Dichte auf Seiten der Frauen gegenlbersteht, die sich vor allem im
Bereich des Beckens, der Wirbelkérper sowie des unmittelbar am Gelenk
angrenzenden distalen Radius nachweisen lasst.*'

Der Rickgang des kortikalen Gewebes im Rahmen des Alterungsprozesses zeigt
einige Besonderheiten auf. Denn vor allem die endokortikalen Anteile, die an die mit
Spongiosa gefilllte Knochenhdhle angrenzen, sind davon betroffen.**° In einer Studie
von Ruff und Hayes* kann dort ein Unterschied zwischen den Geschlechtern
dargestellt werden. Die Verfolgung der morphologischen Veranderungen von Tibiae
und Femora alternder Patienten zeigen bei Frauen wie Mannern einen endokortikalen
Abbau. Bei den weiblichen Knochenproben wird jedoch ein signifikant geringerer
subperiostaler Knochenaufbau® beschrieben, der in einer verminderten kortikalen

Flache resultiert.>

Auch die nachweisliche Anreicherung von Knochengewebe vor allem im
endokortikalen Bereich nach Gabe von Bisphosphonaten (Alendronat und Risedronat)
lassen im umgekehrten Sinne somit Ruckschlisse auf Veranderungen im alternden
Knochen zu.*® Durch die Kenntnis ihrer Wirkmechanismen, wie die Hemmung der

Osteoklasten, findet die Annahme von Keshawarz et al.*®

weitere Unterstitzung. Sie
besagt einen hohen vorherrschenden Abbau durch Osteoklasten bei gleichzeitig
inadaquat niedriger Osteoblastenaktivitat. Ein starkes Aufkommen solcher

Resorptionshéhlen endokortikal einhergehend mit der Entstehung neuer, grober
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trabekularer Strukturen ist die Folge.*® Mit zunehmendem Alter und Abnahme der
Knochenmasse erfolgt zusatzlich eine GréRenzunahme des mit trabekularem Gewebe
ausgekleideten Markraumes.®*** Dabei konnte auch ein Anstieg des fetthaltigen
Knochenmarkes nachgewiesen werden, der im Alter zusammen mit einem Rlckgang

des spongiésen Gewebes auffallt.*’

1.2.2 STRUKTURELLE VERANDERUNGEN DER MIKROARCHITEKTUR

Die Grolkenzunahme der Markhdhle impliziert jedoch nicht, dass eine Zunahme der
Spongiosa zu verzeichnen ist. Wie bereits in dieser Arbeit erwahnt wurde, ist sogar ein
noch deutlicherer Verlust der trabekuldren Strukturen im Rahmen des Alterns

vorzufinden.

Die bereits makroskopisch sichtbaren Unterschiede in der Reduktion von trabekuldrem
bzw. kortikalem Knochen, die zwischen Mannern und Frauen im hoheren Alter
auftreten, sind auch in der mikroskopisch-histologischen Ebene zu finden und zeigen
somit verschiedene Bilder des alters-assoziierten Knochenschwundes.?

Die Anordnung der Trabekel im spongiosen Knochen kann mit bestimmten
Strukturparametern genauer definiert und charakterisiert werden. Vergleiche dieser
Parameter von Knochenproben verschiedener Altersklassen lassen Riickschlisse auf
etwaige Veranderungen der Mikroarchitektur zu. Bereits mit der histologischen
Auswertung ossarer Schnittpraparate war dies mdglich. Der enorme Fortschritt im
Bereich bildgebender Verfahren der letzten Jahrzehnte hilft allerdings dabei, eine
immer genauer werdende Rekonstruktion und dreidimensionale Visualisierung der
Probe durchfihren zu kénnen. Wichtige Punkte in der Pathogenese von Osteopathien

konnen somit eventuell entdeckt und leichter nachvollziehbar werden.

Essentiell im Zusammenhang mit Osteopenien, wie dem alters-assoziierten Verlust an
Knochenmasse sowie der Osteoporose, sind dabei v.a. der prozentuale Gehalt von
Trabekeln bzw. Knochenvolumen im gesamten Markraum (BV/TV [%]), die Anzahl der
Trabekel pro Flache (Tb.N [1/mm?]) — in manchen Arbeiten auch durch die Angabe der
trabekuldren Dichte beschrieben -* die Dicke dieser Strukturen (Tb.Th [mm]) und die
Entfernung zwischen ihnen (Tb.Sp [mm]). Diese Werte konnten auch bereits mittels
mikroskopischer Technik bestimmt werden. Eine genauere Beschreibung der

Strukturparameter erfolgt spater in dieser Arbeit im Kapitel 3.2.2 der Einleitung.

So konnte bereits vor gut 30 Jahren quantitativ nachgewiesen werden, dass generell in

Knochenproben alterer Individuen neben einer Abnahme des spongidsen
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Knochenvolumens eine erhdhte intertrabekuldre Distanz sowie Minderung der

trabekuldren Dicke® und der Anzahl einzelner Trabekel vorliegen.®*°

Obwohl eine Reduktion des gesamten Volumens ein Charakteristikum beider
Geschlechter darstellt, weist eine genauere Betrachtung Unterschiede auf.

So kann die prozentuale Knochenvolumenabnahme zum einen durch eine
Schwachung des trabekularen Gewebes an sich im Sinne einer Ausdinnung auftreten,
wie es haufig signifikant in mannlichen Knochenproben vorzufinden ist.??3® Ein
wesentlicher Grund dafir scheint in einer herabgesetzten Entstehung neuen
Knochengewebes zu liegen.?’

Zum anderen fuhrt eine Ausléschung ganzer Trabekel mit konsekutiv minimierter
Trabekelanzahl zu einem Verlust an Volumen. Dies ist ein hauptsachlich bei weiblichen
Individuen gefundenes Phanomen.?”?4*%*' Eine starkere Resorption an der spongiésen

I*® werden

Oberflache und die darauf folgende punktuelle Perforation einzelner Trabeke
als die ursachlichen Mechanismen angenommen.?’ Das Wegfallen ganzer Strukturen

wiederum erhoht die Entfernung noch vorhandener Trabekel voneinander.?®

Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Studienergebnisse an einem dem
trabekuliren Wirbelkdrperaufbau nachvollzogenen Modell von Silva und Gibson®.
Ausgehend von der prozentual gleichen Knochenvolumenreduktion durch Verringerung
der Trabekeldicke bzw. der Anzahl konnte bei letzterer ein zwei- bis flinffach héherer
negativer Einfluss auf die Starke des Knochens festgestellt werden.*? Die Kenntnis,
dass hauptsachlich Frauen eine signifikante Abnahme der Trabekelanzahl aufweisen
und die Starke des Knochens damit deutlich reduziert wird, unterstutzt die Annahme
Uber den Zusammenhang zwischen Frauen im (peri-)menopausalen Alter und erhéhter

Frakturgefahr.*?

Da alters-assoziierter Knochenverlust und Osteoporose am haufigsten im
fortgeschrittenen Alter des weiblichen Geschlechts anzutreffen sind, wird sich diese
Arbeit im Folgenden auf die genauere Betrachtung der postmenopausalen

Osteoporose beschranken.

1.2.3 ENTWICKLUNG DES PHYSIOLOGISCHEN UND POSTMENOPAUSALEN
KNOCHENVERLUSTES AUF HORMONELLER, MOLEKULARER UND ZELLULARER
EBENE

Immer wieder wird deutlich, dass sich mit Eintritt der Menopause und daraus folgender
hormoneller Umstellungen ein  enormer Verlust der Knochenmasse der

physiologischen Abnahme auflagert.
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Unausweichlich richtet sich dabei die Suche nach Ursachen auf die Stagnation der
Ostrogenproduktion durch Versiegen der Ovarialfunktion zum Zeitpunkt der
Menopause. Bei weiter bestehender Stimulationsversuche durch die Gonadotropine
FSH und LH sinken Ostrogene und Progesteron jedoch auf niedrigste Werte. So weist
Ostradiol als aktivste Form der Ostrogene mit einem Wert unter 20 pg/ml nur ungefahr

31,44

10 bis 15 Prozent des Hormonspiegels der prédmenopausalen Phase jungerer

f.45

Frauen auf.”™ Aber auch bei Mannern und pramenopausalen Frauen kann ein nicht

ausreichendes Vorliegen von Ostrogenen eine deutliche Reduktion der Knochenmasse

bedingen.>*®

Ostrogen besitzt eine Vielzahl von Auswirkungen auf den menschlichen Kérper.
Sowohl molekular als auch zellular ergeben sich somit Veranderungen bei einer
vorliegenden Ostrogen-Defizienz, die noch nicht endgiiltig geklart sind und weitere
Forschungsansatze darstellen.*®

Bezogen auf die knécherne Abnahme scheint der Einfluss des Ostrogenmangels nach
ungefahr vier bis zehn Jahren kaum noch merklich zu sein.*"*® Der stattgefundene und
gravierende Um- und Abbau des Knochengewebes ist allerdings nur zu einem Tell

reversibel und bleibt daher mit seinen weitreichenden Folgen bestehen.*’

Im ausgewogenen Hormonhaushalt der préamenopausalen Frau — sowie auch zu Teilen
des Mannes — weist die Gruppe der Ostrogene direkte und indirekte Wege zur

Regulation des  Kalzium- und  Phosphathaushaltes und somit des

f_48

Knochenmetabolismus auf.*® Generell haben Ostrogene einen anabolen Effekt auf den

Knochen und unterstiitzen die Mineralisierung.*®*
So wird beispielsweise die (Wieder-)Aufnahme von Calcium und Phosphat in

850 sowie Tubuluszellen der Niere®® durch Ostrogen begiinstigt und

Enterozyten
Synthese bzw. Sekretion von Prokollagen®', TGF-B** und Wachstumsfaktoren, wie
IGF-18°" vorangetrieben.

Zellular kommt es dabei zur Interaktion mit Osteoblasten, Osteozyten sowie
Osteoklasten. Bereits in der Reihe der Vorlauferzellen kann ein Zusammenspiel
nachgewiesen werden. Somit férdert Ostrogen die Ausreifung der Osteoblasten
entlang der einzelnen Entwicklungsstufen Uber Praosteoblasten bis hin zur
funktionstiichtigen Zelle.*® Des Weiteren sorgt es fiir ein Herabsetzen der Apoptoserate
von Osteoblasten sowie Osteozyten.>*>™>°

Im Gegenzug dazu kann bei Ostrogenspiegeln auf pramenopausalem Level eine
héhere Apoptoserate von Osteoklasten, sowohl direkt® als auch indirekt z.B. TGF-p-

t57

vermittelt™’, nachgewiesen werden.
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Die interzellulare Verstandigung mittels zahlreicher Mediatoren, wie Zytokine und
Prostaglandine, kann ebenfalls erheblich durch den Ostrogenspiegel beeinflusst
werden. Nach bisherigen Studien bestehen Hinweise auf einen reduzierenden Effekt
des Ostrogens auf die Ausschiittung von TNF-q*8%89 || .-1%86061 1| _g6263 \M.CSFe'
sowie PGE; und PGE,"®**® Die proresorptive Wirkung dieser Stoffe wird somit

kontrolliert und das Gleichgewicht im Knochenstoffwechsel aufrecht erhalten.

Forschungsgruppen mit Schwerpunkten in der Genetik des Knochenstoffwechsels
kénnen in der letzten Zeit gro3e Fortschritte erzielen und identifizieren stetig weitere
Genloci, die einen wichtigen Beitrag zum gleichmaRigen Metabolismus tatigen. Dank
dieser Studien konnten Ralston und Uitterlinden®® 2010 bereits 24 Gene bzw. Genloci
auflisten, die nachweisliche Auswirkungen auf die Entwicklung der Knochendichte
haben. Am haufigsten werden in der aktuellen Literatur dabei immer wieder

66-69

Genprodukte, wie RANKL (Rezeptoraktivator des nuklearen Faktors NFkB Ligand)™ 7,
OPG (Osteoprotegerin)®®’%"!
5)*272 SOST (Sclerostin)” und Wnt"* genannt.”

Der Interaktion zwischen RANKL, RANK und OPG wird dabei momentan der starkste

Einfluss zugesprochen.®®

, LRP5 (low-density lipoprotein receptor-related protein

RANKL ist u.a. ein Produkt osteoblastarer Vorlauferzellen und T-Zellen und wird zur
Gruppe der TNF’® gezahlt. Physiologischer Weise bindet es an den osteoklastér-
gebundenen Rezeptor RANK und nimmt im Rahmen der Osteoklastenaktivierung eine
essentielle Rolle ein. Bei Ostrogen-Prasenz wird es in geringerem Malke
nachgewiesen,*®06:6869

Zusétzlich kann ein positiver Einfluss des Ostrogens auf die Sekretion von
Osteoprotegerin (OPG) ein Binden und Neutralisieren von RANKL induzieren*®¢%""7"
und weitere Schritte in Richtung forcierte Resorption von Knochengewebe unterbinden.
Osteoprotegerin wird von Osteoblasten gebildet und reguliert im Zusammenspiel mit
RANKL als RANKL/OPG-Verhaltnis entscheidend Umbauvorgange und Starke des

Knochens %8

Es ist bekannt, dass mit dem natirlichen Prozess des Alterns eine Abnahme von
Proliferation und Differenzierung der Zellen einhergeht. Dies betrifft in gleicher Weise
knochenspezifische Zellen. Es lasst sich in diesem Zusammenhang eine kirzere
Lebenszeit, haufigeres Vorkommen apoptotischer Osteoblasten und folglich geringere

Anzahlen funktionstiichtiger Osteoblasten nachweisen.®’-"%%

10
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Mit Eintritt der Menopause und sinkendem Ostrogenspiegel andert sich durch die
bereits genannten hormonellen und molekularen Ablaufe das Verhaltnis zwischen
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat.””’* Ein deutliches Uberwiegen der

38,41,57
o4

Osteoklastenaktivita und erhéhte Raten der Knochenresorption®' sind die Folge.

1.3 PATHOPHYSIOLOGISCHE BESONDERHEITEN IM KNOCHENMETABOLISMUS DER
OSTEOPOROSE

Wahrend des Kindes- und Jugendalters befindet sich der Knochen in stindigem

Aufbau, haufig auch als Modeling bezeichnet.

Hat der Kdrper das Maximum an Knochenmatrix erreicht, beginnt der Prozess des

Remodelings.?’ Dabei wird der mikroskopisch in beiden Teilen, sowohl in Spongiosa

als auch Kortikalis, vorliegende reife Lamellenknochen stetig erneuert und kleinste

Traumen beseitigt. So werden ca. 10% des menschlichen Skelettsystems pro Jahr

ersetzt.®’

Unter physiologischen Bedingungen finden sich ein Gleichgewicht sowie eine

Abhangigkeit zwischen der Osteoblasten-assoziierten Knochenbildung und der

Osteoklasten-induzierten Resorption des Knochengewebes, sodass beide Vorgange

einander bedingen (Coupling).

Ostrogen tragt dazu einen entscheidenden Faktor bei, indem es zum einen fiir einen

kontinuierlichen Aufbau von Knochengewebe verantwortlich ist und zum anderen zu

starken Knochenabbau unterbindet.** Nichtsdestotrotz zeigt sich ab Erreichen der

,Peak Bone Mass“ ein leichtes Uberwiegen der Resorptionsrate von ungefahr 0,7%

jahrlich.®’

Mit dem plétzlichen Einbrechen der Ostrogenspiegel im Rahmen der Menopause

verandern sich jedoch die Verhaltnisse erheblich, das Gleichgewicht kann nicht mehr

gewahrt werden, was sich auch auf biochemischer Ebene widerspiegelt.?>%*

Wie bereits erwahnt, kann der inadaquate, reduzierte Aufbau neuen Knochengewebes

(Jow turn over)® aufgrund von alters-assoziierten Verdnderungen der

Osteoblastenzellreine  bestehen®”"%%

und eine negative Bilanz im
Knochenstoffwechsel bedingen. Diese ist Voraussetzung fir die Entstehung der
Osteoporose.® Deutlich haufiger ist im Rahmen der postmenopausalen Osteoporose

6,83

jedoch der ausgepragte Knochenabbau (,high turn over) durch aktivierte

Osteoklasten.>*"®

Normalerweise tragen Kortikalis und Trabekelwerk aufgrund ihrer verschiedenen
Architektur in unterschiedlichen Punkten zur Starke und Belastbarkeit des Knochens

bei.®®

11
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Die erhohte Resorption schlagt sich in einer deutlichen Reduktion der Anzahl
trabekuldrer Strukturen nieder, worunter die Knochenstéirke leidet'> und eine

erhebliche Fragilitdt mit einhergehender Frakturgefahr bedingt.

1.4 KLINIK DER OSTEOPOROSE

Auf das Skelettsystem des Menschen wirken verschiedenste Arten von Kraften, wie
z.B. Druck-, Zug- und Scherkrafte.

Der anorganische Anteil der Knochenmatrix zeigt gegeniber Druck und Kompression
den starksten Widerstand, was der spongiése Knochen u.a. seiner (Mikro-)Architektur
verdanken kann.®® Vor allem auf das Trabekelwerk der Wirbelkdrper projiziert sich ein
enormer axialer Druck bedingt durch den aufrechten Gang und die Schwerkraft.
Werden im Rahmen von alters-assoziiertem Knochenabbau bzw. postmenopausaler
Osteoporose erhdhte Mengen an Knochen resorbiert und die Knochendichte
gemindert, aullert sich dies vor allem in einer gesteigerten Anfalligkeit gegenuber
Kompressionskraften.® Die nachgewiesene Reduktion der Anzahl an Trabekeln ist in
Wirbelkérpern besonders in der horizontalen Ebene vorhanden.®®¢®” Radiologisch
lassen sich die Wirbelkdrper als Rahmenwirbel identifizieren, da aufgrund der
veranderten Morphologie die Kortikalis und senkrecht verlaufenden Trabekel im
Verhaltnis nun vermehrt auftreten. Kann das osteoporotische Knochengewebe dem
Druck nicht mehr standhalten, sind ein Einbrechen der kortikalen Deck- und eventuell
Bodenplatte die Folge. Diese Formen osteoporotischer Frakturen werden als
Sinterungsfrakturen mit Keil- bzw. Fischwirbelbildung® bezeichnet. Patienten mit
mehreren Frakturen im Bereich der thorakalen Wirbelsaule bilden eine deutliche
Kyphose aus, auch Gibbus genannt. Weitere Manifestationsformen am Rumpf sind das
Tannenbaumphanomen am seitlichen Ricken (nach schrdag caudal auslaufende
Hautfalten) sowie das nach ventral vorgewdlbte Abdomen.

Erst das Auftreten solcher Frakturen inklusive ihrer Folgen beeintrachtigt die Patienten
und bildet die eigentliche Klinik der Osteoporose.*'

Neben der Wirbelsaule weisen drei weitere Regionen des Skelettsystems eine deutlich
erhdhte Rate an osteoporotischen Frakturen auf. Auch das proximale Femur
(Schenkelhals und Trochanter), der distale Radius sowie der proximale Humerus sind
daher mit einem hohen Anteil an Spongiosa dafiir pradisponiert.® 348

Anhand von Daten aus der amerikanischen Population in Rochester, Minnesota
zeigten Cooper und Melton®® bereits 1988 das Vorkommen und Ansteigen dieser vier
Frakturarten in Frauen und Mannern. Hervorzuheben ist, dass die deutliche Zunahme

von sowohl femoralen als auch Sinterungsfrakturen in beiden Geschlechtern mit

12
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steigendem Alter anfangs annahernd gleich verlauft, jedoch das Femur im sehr hohen
Alter nochmals erheblich haufiger betroffen ist. Frakturen des distalen Radius (Colles)
in steigender Zahl hingegen sind hauptsachlich beim weiblichen Geschlecht ab der
Menopause anzutreffen und weisen dann eine Plateauphase auf.*

Das Auftreten dieser Frakturen stellt die haufigste Erscheinungsform der
Osteoporose® dar und findet sich daher in der WHO-Definition als manifeste
Osteoporose'” wieder. Aufgrund der genannten Lokalisationen zeigen sich mit
steigender Inzidenz der Frakturen, mit Ausnahme des distalen Radius,*® gravierend

t'3142 sowie Mortalitat?*®*° dieser Patienten.

deutliche Zunahmen in Morbidita
Zahlreiche Studien belegen einen signifikanten Anstieg der Frakturinzidenzen vor allem
im weiblichen Geschlecht ab einem Alter von ca. 50 Jahren.*?*"** Die WHO
prognostiziert sogar eine dreifache Zunahme der Inzidenzen innerhalb der nachsten 50
Jahre vor allem in Entwicklungslandern, wie Lateinamerika und Asien.™

Das Risiko, eine osteoporotische Fraktur zu erleiden, ist folglich besonders hoch, wenn
sich die Ostrogenspiegel auf einem Minimum® bewegen und eine geringe
Knochenmasse® vorliegt. Quantitativ bedeutet dies in Zusammenschau verschiedener
Studien und Metaanalysen, dass sich bei der Knochendichtemessung pro
Standardabweichung das Frakturrisiko im Schnitt um das Eineinhalb- bis Dreifache

Steigert 7,14,84,95

1.5 RISIKEN

Wie bereits erwahnt manifestiert sich die Symptomatik der Osteoporose hauptsachlich
Uber das Auftreten von Frakturen.

Risikofaktoren, die mit der Erkrankung an Osteoporose nachweislich in Verbindung
stehen, stellen somit auch gleichzeitig Risiken fiir Frakturen dar.® Im Folgenden
werden daher kurz Risikofaktoren aufgelistet bzw. naher erlautert, die unabhangig von
dem Gehalt an Knochenmatrix das Vorkommen (osteoporotischer) Frakturen steigern

konnen.
1.51 HAUFIGSTE RISIKOFAKTOREN OSTEOPOROTISCHER FRAKTUREN

Es gibt zahlreiche Faktoren, die sich negativ sowohl direkt als auch indirekt auf den
Knochenstoffwechsel bzw. die ossare (Mikro-)Architektur ausiiben kénnen.

Einige davon, wie beispielsweise das Alter, kdnnen nicht beeinflusst werden und
nehmen demnach an Relevanz im Laufe der Zeit weiter zu. Als weitere Ursachen sind
spezielle Grunderkrankungen zu nennen, die aufgrund der meist veranderten
Hormonlage eine Osteoporose bedingen kénnen. In diesem Fall ist es schwierig, die

Abgrenzung zwischen eigentlichem Risikofaktor und der Bezeichnung sekundare

13
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Osteoporose zu treffen, da beides haufig ineinander libergeht.* Ein weiterer wichtiger
Punkt ist die induzierte Osteoporose durch eine Reihe von Medikamenten, wie z.B.

Glukokortikoide. Auch hier sind die Frakturrisiken merklich erhoht.*'

Dem weiblichen Geschlecht ist laut dem Dachverband Osteologie* ein doppelt so
hohes Frakturrisiko zuzuschreiben wie Mannern. Des Weiteren zeigt sich bei Personen
beider Geschlechter im héheren Alter — bei Frauen v.a. ab der Menopause — ein
deutliches Risiko fiir osteoporotische Frakturen durch bereits geringe Traumen.*®’
Damit einhergehend sind zudem haufig Stirze* zu nennen, die besonders bei
Frakturen im Bereich der Hifte und des Femurs®® ursachlich sind. Ungeniigende
Bewegung im Alltag mit einhergehender Abnahme der Muskukatur®® wirken sich
negativ auf die Aufrechterhaltung des physiologischen Knochenumbaus aus und
sorgen fir erhdhte Frakturwahrscheinlichkeiten beim immobilen Patienten.*

*1%° mit einem BMI unter 20 kg/m? sowie zu niedrige Spiegel von Vitamin

Untergewich
D und Calcium* durch Unterversorgung bzw. mangelnde Sonnenexposition werden
haufig in Verbindung mit einer geringen Knochendichte gesehen und stehen ebenfalls
fir erhdhte Risiken einer Fraktur. Der Konsum von Genussmitteln, wie Alkoho/™ und
Nikotin*'%, kann ein Frakturrisiko mit sich bringen. Ein sehr wichtiger und
aussagekraftiger Aspekt ist der Hinweis auf eine stattgehabte Fraktur, sowohl peripher
als auch im Bereich der Wirbelsaule, die nicht aufgrund eines hoch energetischen
Traumas entstanden ist.*'% Zudem lassen familidre Vorbelastungen im Sinne von
Frakturen mutterlicher oder vaterlicher Seite eine genetische Pradisposition vermuten.
Wobei Frakturen im Bereich des Femurs ein hdheres Risiko als die tUbrigen Frakturen

vorlegen.*"%

Zu den haufigsten  Grunderkrankungen, die  einen  osteoporotischen
Knochenmetabolismus bedingen und somit ein erhohtes Frakturrisiko aufweisen,

4,105

zahlen die rheumatoide Arthritis™ ™, eine hyperthyreote Stoffwechsellage (sowohl

4,14

latent als auch manifest)*'*, ein primarer Hyperparathyreoidismus® und der Diabetes

mellitus Typ 1*".

Wie bereits erwahnt ist eine Therapie mit oralen Glukokortikoiden ebenfalls ein starker
Risikofaktor, der eine Erkrankung an  Osteoporose provozieren und
Wahrscheinlichkeiten fiir Frakturrisiken in die Héhe treiben kann.*'®'% Da eine orale
Gabe von Glukokortikoiden bei vielen verschiedenen Krankheitsbildern zum
essentiellen  Therapieschema gehért, ist gerade die Interaktion dieser

Medikamentengruppe mit dem Knochenstoffwechsel von hoher Relevanz.

14
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1.5.2 GLUKOKORTIKOID-THERAPIE ALS RISIKOFAKTOR

Glukokortikoide gehdren zu der Gruppe der Steroidhormone und werden physiologisch
in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde gebildet. Die tagliche koérpereigene
Produktion des Hauptvertreters Hydrocortison betragt beim Menschen ungefahr 10 bis
25 mg/d."”’

Bei therapeutischen Substitutionen mit Glukokortikoiden handelt es sich um
synthetisch hergestellte Wirkstoffe, die sich u.a. in ihrer Potenz, der (biologischen)
Halbwertszeit und den nicht zu vernachlassigenden Nebenwirkungen unterscheiden.
Die meisten Wirkstoffe, wie auch Prednisolon, weisen eine ca. vier- bis flinffach hohere
Wirksamkeit als Hydrocortison auf. Dexa- und Betamethason jedoch haben die

starkste Wirkung aufgrund einer 40-fach héheren Rezeptoraffinitat.’

Als wichtigste Nebenwirkung der Steroidtherapie wird die Osteoporose genannt.'”” Der
damit einhergehende Verlust an Knochenmasse'® sowie das Risiko, eine Fraktur zu
erleiden,'® steigen kontinuierlich mit Zunahme der taglichen'® Dosis an
Glukokortikoiden. Auf Grundlage einiger Studien sieht die WHO sogar ein gréReres
Frakturrisiko bei Patienten mit Steroid-induzierter Osteoporose als bei der primaren
Osteoporose postmenopausaler Frauen."” Allerdings betrifft dies vor allem trabekuldres

110

Knochengewebe''’, wie beispielsweise Wirbelkdrper'"'. Bereits nach einem viertel Jahr

regelmalig taglicher Einnahme von Glukokortikoiden (22,5 mg/d Prednisolon-

4,107 106,112,113

Aquivalent) ist das erhohte Risiko fur Frakturen nachweisbar.
Eine Abnahme an Knochenmasse wird jedoch haufig erst einige Monate spater
deutlich. Vor allem im ersten Jahr der Therapie ist mit einer Reduktion zu
rechnen."®""® Danach flacht der Verlauf des Knochenverlustes wieder ab'"® und kann

sich sogar nach Absetzen der Steroide wieder (zum Teil) normalisieren.'"

Ein wichtiger Aspekt ist die Wirkung der Kortikosteroide auf die Osteozyten. Man nimmt
an, sie tragen einen wichtigen Teil zur Aufrechterhaltung der Knochenstarke bei, ohne
Beeintrachtigung der Knochenmasse."*'" Bei Steroid-induzierter Apoptose der
Osteozyten durch erhdhte Aktivitit der Kinase Caspase-3'"° zeigen sich somit
veranderte Eigenschaften des Knochengewebes'’ und die kanalikuldren
Verbindungen innerhalb der Knochenmatrix zwischen einzelnen Osteozyten kénnen
nicht mehr aufrecht erhalten werden. Zusatzlich konnte in diesem Zusammenhang eine
sinkende Konzentration an VEGF sowie eine Abnahme an der GefalRneubildung des
Knochens nachgewiesen werden."™*

%5, der u.a. ein

Auch bei Osteoblasten wird eine erhéhte Apoptoserate festgestell
positiver Einfluss von Caspase-3'"°sowie von Glykogen Synthase Kinase 3B (GSK-

3B)""® zugrunde liegt. GSK-3B hat in Form eines Proteinkomplexes eine wichtige Rolle
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im Wnt-Signalweg inne, der u.a. fir den Knochenstoffwechsel relevant ist.”* Des
Weiteren sind unter Glukokortikoidtherapie erhdohte Werte des Proteins Dkk-1
(dickkopf-1) vorzufinden, das im Wnt-Signalweg eine hemmende Aufgabe Ubernimmt.
Letztlich ist die Spezialisierung, Reifung und Entwicklung der Osteoblasten

119
t

gemindert’ ~, was sich in einer Reduktion der Anzahl als auch in einer verkirzten

115,120

Lebenszeit der Osteoblasten und vermehrtem Vorkommen von Adipozyten'"®

aulBert. Dies resultiert wiederum in einer Stagnation bzw. Reduktion des

120121 Eine herabgesetzte (Wieder-)Aufnahme von Calcium im

Knochenaufbaus.
Magen-Darm-Trakt und Tubulussystem der Niere durch Glukokortikoide wirkt sich
darauf weiter negativ aus.'

Unter anderem legen Weinstein et al. einen Riicklauf in der Anzahl der Osteoklasten'®
dar, kdnnen jedoch in einer spateren Arbeit ebenso eine verminderter Apoptoserate'?®
feststellen. Eine langere Lebenszeit der Osteoklasten aufgrund niedriger OPG-Spiegel
bei gleichzeitiger Hochregulation von RANKL'?7'?* f{ihrt somit zu einem Gleichbleiben

bzw. sogar Ansteigen der Knochenresorption.'?

Zusatzlich sorgt mit steigendem Alter ein physiologischer Anstieg des Enzyms 113-
Hydroxysteroid Dehydrogenase 1 (11B-HSD 1), das Glukokortikoide in ihre aktive Form

Uberfiihrt, fiir einen intensiveren Einfluss der Steroide auf den Knochenstoffwechsel.'®

Aufgrund der unterschiedlichen Manifestationszeitpunkte von Frakturrisiko und Verlust
an Knochenmatrix (mittels geringerer Knochendichte) wird angenommen, dass sich im
Rahmen der Steroid-induzierten Osteoporose nicht nur die Knochenquantitat sondern
vor allem erst die Qualitat im Sinne von Knochenstarke verandert, die nicht mithilfe von
DXA-Techniken ermittelt werden kann.""*"'?"'?® Weinstein et al. konnten in ihrer Studie
im Vergleich zur Knochendichte eine siebenfach starkere Abnahme in der
Knochenstarke unter Glukokortikoidtherapie aufzeigen.'" Die Verénderungen in der
(Mikro-)Architektur scheinen sich dabei von denen der postmenopausalen
Osteoporose zu unterscheiden."*° Sowohl Aaron et al.™ als auch Chappard et al.'*®
zeigten in menschlichen Knochenproben nach Steroidtherapie eine deutliche Abnahme
der trabekularen Dicke (Tb.Th) bei hingegen nur leicht herabgesetzter Trabekelanzahl,
was einen entscheidenden Unterschied zu postmenopausalen Veranderungen

darstellt.

2 TIERMODELL

Osteoporotische Veranderungen des Knochens werden nur bei menschlichen

Individuen angetroffen. Ahnliche Krankheitsbilder in Tieren, die in wichtigen Aspekten,
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wie Knochenstoffwechsel und (Mikro-)Architektur, anatomische Verhaltnisse oder auch
hormoneller Status, denen der humanen Vorgaben grofitenteils entsprechen, sind nicht
bekannt.” Bereits aufgrund von Studien mit verschiedensten Pharmazeutika bzw.
Knock-out-Experimenten auf genetischer Ebene ist allein aus ethischen

Gesichtspunkten die Erforschung an einem Tiermodell zwingend erforderlich.

2.1 IMITATION DER MENOPAUSE DURCH EXPERIMENTELLE OVAREKTOMIE (OVX) AM
TIERMODELL DER RATTE

Generelle Anforderungen an Tiermodelle lassen viele Tiere als mdgliche
Versuchsobjekte ausscheiden. Eine verldssliche Reproduzierbarkeit der zu
erforschenden Pathologien, standige Verfiugbarkeit und Zuganglichkeit, sichere sowie
kostengunstige Bereitstellung und Haltung sind dabei nur einige essentielle Punkte, die
erfiillt werden miissen.'*

Eine Vielzahl von Grol- und Kleintieren sind bereits als Tiermodell flir osteoporotische
Fragestellungen herangezogen worden. Darunter sind beispielsweise Affen'*,
Schafe™""™® Hunde®, Hasen'®’, Mause® '* und Ratten'**"* immer wieder zu finden.
Bereits Ende der 1960er Jahre legte Saville'*® dar, dass die Ovarektomie der Ratte
einen reduzieren Einfluss auf die Knochenmasse besitzt und mit menschlichen
Verhaltnissen verglichen werden kann. Viele weitere Arbeiten beschaftigten sich
seitdem immer wieder mit der (Re-)Evaluation der OVX-Ratte als
|'18,132,141—143

geeignetesTiermodel

136,143

Die am meisten verwendeten Knochenproben der Ratten sind Wirbelkdrper sowie

1381434146 Zum einen stellt sich die Wirbelsaule als

die proximale metaphysare Tibia
eine der haufigsten Frakturlokalisationen osteoporotischer Patienten dar. Zum anderen
besitzt die proximale Tibia kortikalen und reichlich spongidsen Knochen, der im
metaphyséren Bereich meist den Manifestationsort der Osteoporose darstellt.*® Ein
weiterer Punkt ist das Aufweisen unterschiedlicher Knochenarchitekturen der beiden

Regionen.

Beschaftigt man sich vor allem mit dem spongiésen Anteil des Knochengewebes, sind
in der Literatur folgende Aspekte haufiger erwahnt und sollten im Tiermodell Ratte und
dessen Ergebnisbeurteilung Beriicksichtigung finden.*?"%?

Das Skelettsystem der Ratte bendtigt zur Reife ungefahr zehn Monate und erreicht zu
diesem Zeitpunkt den Stand der héchsten Knochenmasse'?. Geht man Fragen auf
hormoneller bzw. endokrinologischer Ebene nach, ist auch bereits ein Alter unter zehn

Monaten adéquat.™’
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Ein kompletter Schluss der Epiphysenfugen und somit Wachstumsstopp wird bei den
Wirbelkérpern und der proximalen Tibia der Ratten erst nach Monaten erreicht.
Aufgrund eines sehr geringen Wachstumnachweises im Bereich der Epiphysenfuge
nach zehn Monaten, kann jedoch bereits ab diesem Zeitpunkt ein Status von fast
vollstandigem Erléschen des Langenwachstums angenommen werden.'*®

Des Weiteren konnte in jungen Ratten ein abweichender Knochenstoffwechsel zu dem
des menschlichen Skelettsystems gefunden werden. Der zu Anfang fast ausschliellich
anzutreffende Prozess des Modelings geht jedoch nach und nach in das dem
erwachsenen Menschen entsprechenden Remodeling Uber. Je nach Region kann der
Wechsel im Alter von bereits drei Monaten in der Wirbelsadule, nach sechs bis neun
Monaten in der proximalen Tibia erfasst werden. Das vollstandige Vorliegen des
Remodelingprozesses wird mit dem Alter von einem Jahr benannt.®

Um eventuell noch bestehendes Trabekelwerk des primaren Stoffwechsels zu
umgehen, wird empfohlen, einen gewissen Abstand zur deutlich sichtbaren
Epiphysenfuge bzw. Boden- oder Deckplatte einzuhalten. In Wirbelkérper-Proben
handelt es sich dabei um ca. einen halben, in der proximalen Tibia sogar um einen
Millimeter bei einem Alter von drei Monaten. Mit steigendem Alter kann dieser Abstand
jedoch verringert werden, sodass in Wirbelkdrperproben ab sechs Monaten die Distanz
von 250 uym gendgt, in der proximalen Tibia eine Abstufung von 0,5 mm mit sechs

Monaten sowie 0,25 mm ab neun Monaten von Erben et al. empfohlen wird."*®

2.2 STEROID-INDUZIERTE OSTEOPOROSE

Die Provokation der Entwicklung osteoporotischen Knochens kann durch
verschiedenste Vorgehensweisen ermoglicht werden. Diatetische MalRnahmen,
Immobilisation einer Extremitat oder das Eingreifen auf hormoneller Ebene sind dabei
nur grobe Einteilungen. Durch das chirurgisch initiierte Erléschen der Ovarialfunktion
mittels beidseitiger Ovarektomie hat sich mit der OVX-Ratte, wie bereits erwahnt, ein
osteoporotisches Tiermodell etabliert."**'*® Kortikosteroide sind durch notwendige
therapeutische Gaben oder endogene Uberproduktionen, wie beispielsweise beim
Cushing-Syndrom, ebenfalls in der Lage, Osteoporose zu induzieren.'”’

Wahrend sich Ratten als ein oft genutztes Tiermodell zur Erforschung der
postmenopausalen Osteoporose durchgesetzt haben, ist ihr Einsatz in Studien tber die
Glukokortikoid-induzierte Osteoporose bis heute begrenzt. Sowohl Manolagas et al.'*®
als auch Weinstein et al."® bedienten sich Ende der 1990er Jahre des Mausmodells

zur Betrachtung zellularer und molekularer Veranderungen.
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Andere Forschungsgruppen nutzten jedoch auch fir diese Fragestellung weiterhin
Ratten. Nitta et al'' behandelten beispielsweise in einer vergleichenden Studie die
knéchernen Auswirkungen der Ovarektomie mit denen der Steroidtherapie bei
weiblichen Ratten. Die Kombination der postmenopausalen Ostrogen-Defizienz mit
einer gleichzeitig vorliegenden Gabe von Glukokortikoiden (OVX + Steroide)™>'? ist
allerdings nur sparlich erforscht und z.T. nicht einheitliche Resultate der Steroidgaben
bei Ratten stehen sich gegeniber. Eine Induktion der Osteoporose in Form von
Steroid-induziertem Knochenverlust konnte von Nitta et al. nachgewiesen werden.'"
Bei Shen et al."* hingegen zeigte sich ein Ansteigen der Knochenmasse nach

Glukokortikoidgabe bei sowohl gesunden als auch ovarektomierten Ratten.

Die immunmodulatorischen Wirkungen der Glukokortikoide macht man sich bei
zahlreichen Erkrankungen in der Therapie zunutze. Haufig fallen in dieses Patientengut
auch Frauen im postmenopausalen Alter, die somit ein deutlich erhdhtes Risiko
aufweisen, an Osteoporose zu erkranken.

Die bisher nur ungenligenden Ergebnisse kombinierter Studien (OVX + Steroide)
sowie die meist kurzen Studienlaufzeiten (iber einige Wochen'*"°"%? fordern daher
dringend weitere Evaluationen der mikroarchitektonischen Veranderungen im Steroid-

induzierten Osteoporosemodell der ovarektomierten Ratte.

3 BILDGEBENDE VERFAHREN

Nach wie vor stellt die konventionelle Radiographie den ersten Schritt zur Diagnose
einer Fraktur dar. Um an Osteoporose erkrankte Personen jedoch friihzeitig entdecken,
sie weiterfihrend therapieren und vor Frakturen schitzen zu kénnen, steht der Einsatz
anderer diagnostischer Hilfsmittel im Vordergrund.

Im Rahmen der Osteoporosediagnostik gibt es inzwischen mehrere nicht-invasive
Verfahren zur Visualisierung von Veranderungen des Knochengewebes
unterschiedlicher Lokalisationen. Diese sind u.a. die quantitative Sonographie (QUS,
quantitativer Ultraschall) am Calcaneus, die quantitative Computertomographie (QCT)
sowie die Doppelréntgen-Absorptiometrie (DXA/DEXA).*1%3

Eine kurze Erlduterung der Verfahren bleibt in dieser Arbeit dem DXA-Verfahren und

der Mikro-Computertomographie (WCT) aufgrund der Studienrelevanz vorbehalten.
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3.1 DUALE RONTGEN-ABSORPTIOMETRIE (DXA)

Die Osteodensitometrie mittels DXA gilt als Empfehlung zur Bestimmung der
Knochendichte an der LWS bzw. der Schenkelhalsregion.*

Dabei wird, genau genommen, nicht die Dichte im physikalischen Sinn ermittelt,
sondern lediglich das Gewicht des mineralisierten Knochens in Gramm pro definierter

Flache in cm? angegeben (g/cm?).'*"

DieBestimmung des vorliegenden
Knochengehaltes kann keinen direkten Hinweis Uber die Knochenarchitektur liefern,
dient jedoch annaherungsweise der Beurteilung der Festigkeit ossarer Strukturen.®®
Die Technik beruht dabei, wie auch beim konventionellen Réntgen, auf der Messung
der Réntgenstrahlen, die nach Durchdringen der jeweiligen Region am Detektor erfasst
werden kénnen. Unterschiedliche Materialien, wie Knochen und Weichteile (inklusive
Fettgewebe), absorbieren Strahlen dabei in verschiedenem Ausmall. Die sogenannte
Schwachung erfolgt energieabhangig. So nimmt beispielsweise Gewebe mit hohem
Calciumanteil, wie Knochen, auch schon bei niedriger Strahlungsenergie einen
deutlichen Anteil der Strahlen auf und grenzt sich darin vom Weichteilgewebe ab.
Diese Eigenschaften macht man sich bei der DXA-Messung zunutze, indem man
Strahlungsenergien aus zwei unterschiedlichen Bereichen (je nach Hersteller 38 bis
140 keV)'™® verwendet, um das Vorliegen verschiedener Gewebe gemaR ihrer
Absorptionsfahigkeit ermitteln zu kénnen.'® Die durchschnittliche Strahlendosis liegt
dabei ungefahr bei 3 bis 30 uSv."*

Neben den Standardregionen LWS und proximales Femur, die zur Diagnosestellung
nach WHO-Definition verwendet werden dirfen, kbnnen auch Messungen am distalen
Radius, Calcaneus bzw. dem gesamten Skelettsystem durchgeflhrt werden.
Stellvertretend flr die Wirbelsaule steht die Ermittlung eines Mittelwertes der
Knochendichte der vier Lendenwirbelkdrper L1 bis L4. Verfalschungen der Werte durch
Skoliosen, degenerative Veranderungen (Spondylophyten), zusatzliche Verkalkungen

7154195 etc. lassen Messungen im gewdhnlichen

vorgelagerter Strukturen (z.B. Aorta)
Strahlengang von posterior-anteriorer Richtung (p.-a.) zum Teil in den lateralen
Uibergehen. Doch auch hier sind beispielsweise Uberlagerungen durch Rippen und

Beckenkamm mdglich.'®

Eine Abgrenzung zwischen kortikalem Knochen und
Trabekelwerk ist bei der Osteodensitometrie mittels DXA nicht méglich.*""** Aufgrund
der Zweidimensionalitédt der Messtechnik als Projektionsabbildung ist die eigentliche
Tiefe der Wirbelkdrper nicht berlcksichtigt und schmalere Wirbel kleinerer Patienten

weisen so bereits physiologisch eine geringere Masse pro Flache auf.'
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3.2 MIKRO-COMPUTERTOMOGRAPHIE (uCT)

Bei dem Verfahren der Computertomographie kommt es ebenfalls zur Emission von
Rontgenstrahlen. Diese durchdringen jedoch durch Rotation der Strahlenquelle aus
vielen Richtungen das Objekt und werden nach Schwachung auf der
gegenuberliegenden Seite von Detektoren erfasst. Durch die spezielle Technik kdnnen
nach dem Algorithmus der Rlckprojektion Datensatze ermittelt und axiale Schnittbilder
mittels Grauwerten in Hounsfield-Einheiten generiert werden. Jeder Grauwert
entspricht dabei einem Voxel, einem Volumenelement des Objektes. Somit kann auch

hier auf die Dichten unterschiedlicher Gewebe/Materialien riickgeschlossen werden.

Mit der Computertomographie ist eine dreidimensionale Ansicht aus unterschiedlichen
Ebenen problemlos mdglich. Dennoch erreichen moderne CTs momentan eine
maximale VoxelgroRe von knapp unter 1 mm3."" Eine aussagekraftige Darstellung der
trabekularen Mikroarchitektur ist daher mit den aktuellen, Kklinikstblichen

Computertomographen noch nicht zu erreichen.

Die Anwendung der Mikro-Computertomographie nimmt seit ihrer Entwicklung in den
frihen 1980er Jahren'® und dem von Feldkamp et al. entwickelten Algorithmus zur
Rekonstruktion der Daten® vor allem in den letzten Jahren rasant zu. Wenn auch die
Benutzung momentan noch auf praklinische Studien begrenzt ist, kann die uCT
erheblich zum Verstandnis der Veranderungen der trabekularen Mikroarchitektur

beitragen.'®

3.21 TECHNOLOGIE DER MIKRO-CT

Wie die Computertomographie arbeitet auch die Mikro-CT mit dem Prinzip basierend
auf Roéntgenstrahlung Schnittbilder zu erzeugen. Mit einer isotropen Ortsauflésung von
5 bis 50 um zeigt sich bei der dreidimensionalen Darstellung der Objekte jedoch ein

deutlicher Unterschied.'®

Der Aufbau des Mikro-Computertomographen setzt sich prinzipiell aus einer
Roéntgenquelle, der Kamera bzw. dem Detektor und der unausweichlich bendtigten
Hard- und Software sowie dem Probeschlitten zusammen."’ Letzterer positioniert die
Probe in einer variablen Distanz zwischen Réhre und Detektor und rotiert sie um ihre
eigene Achse in definierten Gradschritten im Verhaltnis zur feststehenden
Strahlungsquelle.'® Abhangig von der Position zum Fokus und der ProbengréRe kann

eine VergroRerung erreicht werden. Um Artefaktbildungen und Unscharfen zu
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vermeiden, darf die Projektion des Objektes nicht Uber den Matrixrand hinaus reichen
bzw. ein gewisser Abstand zwischen Probe und Fokus nicht unterschritten werden.®"
Die Erzeugung der Réntgenstrahlen erfolgt durch Mikro- oder Feinfokusréontgenrdhren,
deren FokusgréRe durch den Einsatz von Transmissions- oder Reflektionsanoden
zusatzlich reduziert werden kann. Die Emission in Form von Kegelstrahl- bzw.
Facherstrahlgeometrie definiert dann die Art des Detektors als Flachen- bzw.
Zeilendetektor. Des Weiteren kénnen auch mithilfe der Synchrotronstrahlung und dazu
benétigter Parallelstrahlgeometrie uCT-Bilder generiert werden.'®

Die Ortsauflésung wird bei parallelem Strahlengang von dem Detektor bestimmt. Bei
Kegel- und Facherstrahlgeometrie ist die Grélke des Fokus (5 bis 30 pm)
ausschlaggebend. Verringert sich die FokusgréRe der Strahlungsquelle, kann eine
héhere Ortsauflésung erzielt werden. Um detailreichere Abbildungen erzeugen zu
koénnen, ist neben der Erhéhung der Auflésung auch ein Anstieg der Quantenzahl
zwingend erforderlich. Aufgrund der durch die verringerte Fokusgrofie sinkenden
Roéhrenleistung ist jedoch eine Steigerung der Intensitat limitiert. Die Anzahl der
Quanten, die pro Flache wahrend eines definierten Zeitraums verfligbar sein mussen,
ist daher begrenzt. Diese technischen Hurden lassen sich momentan durch verlangerte
Messzeiten von Minuten bis Stunden sowie geringe ProbengréRen Uberwinden. Um
diese Kompromisse so gering wie mdglich zu halten, wird die technisch und
mathematisch wesentlich anspruchsvollere Kegelstrahlgeometrie der Facherstrahl-
vorgezogen. Aufgrund der geometrischen Form kénnen zeitgleich zahlreiche Schichten
des Objektes erfasst, die begrenzten Quanten bestmdglich ausgenutzt und demnach
die Zeit der Messung deutlich reduziert werden. Grob orientierend kann man die
gewulnschte Auflésung mit 1000 multiplizieren, um die maximale Probengréfle zu
bestimmen.'®

Die GroRRe der Voxel und damit einhergehende Datenverarbeitung und —speicherung
sowie Visualisierung spielen eine erhebliche Rolle der Limitationen. Der
Volumendatensatz variiert zwischen 270 und 2150 MB - je nach dem ob 5123
Grauwerte bzw. 10243 isotrope Voxel vorliegen.'®

Eine vergleichende Auflistung der Unterschiede der wichtigsten technischen Daten

zwischen den klinischen Computertomographen und uCTs zeigt Tabelle 1.2.

MIKRO-CT SPIRAL-CT
Probengrofe (d) <5cm 5-50 cm

Rotation Objekt (um axiale Achse) Gantry (Réhre und Detektor)
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MIKRO-CT SPIRAL-CT
Strahlungsquelle Mikro-/Feinfokusrohre Hochleistungs-CT-Réhre
Kegel-/Facherstrahlgeometrie Facherstrahlgeometrie
FokusgroRe 5-30um 0,7-1,5 mm
Spannung 10 - 150 kV 80 — 140 kV
Stromstarke 40-100 pA 10-500 mA
Detektor/Kamera Flachen-/Zeilendetektor Zeilendetektor
Matrix 5123 - 10243 5122

< 200 — 300 rekonstruierte Bilder

Max. Auflésung

In der Schicht 5-50 ym 0,25-1,0 mm
Pro Schichtdicke 5-50 ym 0,50 — 2,0 mm
Speicherplatz 0,5-2,1 MB (pro Schicht, 16 bit) 0,5 MB (pro Bild, 16 bit)

270 — 2150 MB (ges. Datensatz) 160 MB (ges. Datensatz)

Scanzeit insg. min bis Std 20 — 40 s (Thorax)
Rekonstruktions- 10 — 30 s (Pro Schicht) 0,5 -5 s (Pro Schicht)
Zeit 230 MHz Pentium Spezialhardware

Tabelle 1.2: Vergleichende Darstellung wichtiger Unterschiede zwischen uCT und Spiral-CT.
Modifiziert nach Engelke et al."®

Der eigentliche Scanvorgang bis zur Visualisierung der Volumendatensatze enthalt
einige Schritte.

Nach Aussenden der Strahlen durch die Réntgenrdhre (Spannung von 10 bis 150 kV,
Stromstarke 40 bis 100 pA) und Abschwachung durch das sich um die vertikale Achse
rotierende Objekt treffen die Roéntgenstrahlen auf eine Szintillatorschicht. Diese
konvertiert die ankommende Strahlung in Lichtimpulse, die wiederum Uber eine
Faseroptik an den Detektor, meist eine CCD-Kamera, weitergeleitet werden. Die
Kamera mit einer Matrix von maximal 10242 Pixel ist mit einem Frame-Grabber
verbunden, der die analogen Signale des CCD-Detektors digitalisiert und an
entsprechende Computersysteme sendet.'®'®? Aus den digitalen Datenséatzen in Form
von Rohdaten kdénnen mithilfe des etablierten Feldkamp-Algorithmus'® durch
Ruickprojektionstechnik und Konvolution Tomogramme in axialer Schnittfiihrung

generiert werden.'®? Jede einzelne Schicht setzt sich aus isotropen Voxeln zusammen
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und weist eine GroRe von ungefahr 0,5 bis 2,1 MB auf. Nach Rekonstruktion ergeben
diese Schnittbilder eine dreidimensionale Darstellung des Objektes.”™ Sind die
Grauwerte optimiert und Schwellenwerte festgelegt worden, kénnen verschiedenste
Parameter und Darstellungen der Probe mithilfe von Analyseprogrammen erarbeitet

werden.

Somit kann durch die Technologie der Mikro-Computertomographie erstmals die
Mikroarchitektur des Knochengewebes nicht-destruktiv ermittelt und essentielle
Beobachtungen zu Veranderung der dreidimensionalen Struktur und Ausrichtung der
Trabekel geliefert werden.’®® Zum heutigen Zeitpunkt stehen bereits Gerate zur
Verfligung, die auf Grundlage der puCT in-vivo Untersuchungen an Versuchstieren
durchfiihren kénnen und somit interessante Mdglichkeiten fir longitudinale Studien

schaffen.'6%164

3.2.2 STRUKTURPARAMETER ZUR ANALYSE DER TRABEKULAREN
MIKROARCHITEKTUR

Bereits vor der Einfihrung der Mikro-Computertomographie erfolgte die Erforschung
und Charakterisierung des spongidsen Knochens lber die Histomorphometrie.
Aufgrund der Zweidimensionalitat dieser Technik bedurfte es jedoch der Entwicklung
verschiedener Modelle, auf deren Grundlage weitere Berechnungen durchgefuhrt
werden konnten. Zur Quantifizierung und einheitlichen Beschreibung der
Mikroarchitektur entwickelte man unterschiedlichste Strukturparameter, deren
Nomenklatur von der ASBMR (American Society for Bone and Mineral Research)
anerkannt und vollstandig etabliert ist."®

Die Mikro-Computertomographie bietet der Wissenschaft dank der Darstellung
einzelner Knochenbéalkchen sowie der dreidimensionalen Visualisierung des
Trabekelwerkes vollig neue Mdoglichkeiten zur Beurteilung von Morphologie und
Konnektivitat. Der Einsatz der Strukturparameter bleibt weiterhin ein essentieller
Bestandteil der Vergleichbarkeit neuer Studien. Ein enormer Vorteil ist nun jedoch die
Moglichkeit direkter Berechnungen von beispielsweise der Dicke oder Distanz der

Trabekel, ohne sich weitere Modelle zu Hilfe nehmen zu miissen.'®®

Folgende  Strukturparameter sind in der mikro-computertomographischen
Osteoporosediagnostik entscheidend und werden in dieser Arbeit vergleichbare
Ergebnisse darstellen. Eine kurze Erlduterung der sieben Parameter gibt Aufschluss

Uber ihre Bedeutung und Definition.
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e BV/TV - Relatives Knochenvolumen
Der Volumenanteil des trabekularen Knochens (BV) wird zum Volumen des gesamten
zu untersuchenden Probenumfamges (TV), das dem VOI entspricht, ins Verhaltnis
gesetzt. Wichtig dabei ist das Aussparen kortikaler Anteile und die Genauigkeit der
Begrenzung des VOI (Volume of Interest)."”” Die ASBMR hat die Nomenklatur
verifiziert. Die Angabe von BV/TV erfolgt in Prozent; ein Vergleich verschieden grolier

Proben ist somit méglich.'®®

e Tb.N - Trabecular Number
Tb.N beschreibt die durchschnittliche Anzahl von Trabekeln im entsprechenden VOI
auf einer definierten Strecke von einem Millimeter. Die Einheit wird somit als 1/mm
angegeben.’”Zum einen kann die Berechnung der Tb.N mithilfe der Formel
(BV/TV)/Tb.Th erfolgen.”'®® Eine weitere Mboglichkeit erlaubt durch die
modellunabhangige 3D-Analyse das Verwenden der Formel Tb.N = 1/(Tb.Th +
Tb.Sp)."”’

e Tb.Th — Trabecular Thickness
Die lokale Dicke eines Trabekels kann mithilfe der Studienerkenntnisse von Hildebrand
und Rilegsegger'® ohne Beriicksichtigung eines bestimmten Modelltypes berechnet
werden. Basierend auf einer Vielzahl von Einzelmessungen ausgehend von beliebigen,
willkurlichen Punkten des unregelmafigen Trabekelwerkes erfolgt die Kalkulation fir
die  durchschnittliche Dicke des vorliegenden Trabekelvolumens. Diese
Einzelmessungen sind zunachst zweidimensional und halten daher das Risiko von
Verzerrungen durch die dreidimensionale Ausrichtung der Trabekel gering.'® Eine
Aufrechnung der separaten Werte zur volumengewichteten Tb.Th erfolgt erst im
Anschluss. Um den gewahlten Punkt wird ein grotmdglicher Kreis gezogen, der den
Punkt (nicht zwingend mittig) einschlieen muss, das trabekulare Gewebe jedoch nicht
Uberschreiten darf. Der Durchmesser des Kreises stellt einen von unzahligen Werten
dar."®%” Mithilfe dieses Strukturparameters steht ein starker Pradiktor fiir die Form
des komplexen Trabekelwerkes zur Verfligung. Die Angabe erfolgt standardmaRig in

Millimeter.'®”

o Tbh.Sp — Trabecular Separation
Tb.Sp bezeichnet die intertrabekuldre Distanz, die nach dem Schritt der
Schwellenwertfestlegung und Binarisierung wahrend der Bildanalyse benannt werden
kann. Ermittelt wird sie modellunabhangig durch direkte Berechnungen auf dem Prinzip
der Tb.Th-Bestimmung. Somit entspricht der gemessene Wert mit der Einheit

Millimeter gleichzeitig der Dicke der intertrabekularen Markraume.®"'"°
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e SMI - Structure Model Index

Parfitt et al.*® entwickelten ein Plattenmodell fiir trabekuldres Knochengewebe. Doch
bereits Ende der 1970er Jahre zeigte Singh'"' das Vorliegen einer hohen Variabilitat in
der Knochenstruktur und Ausrichtung des Trabekelwerkes. Sowohl plattenahnliche als
auch stabférmige Strukturen in verschiedensten Kombinationen konnten nachgewiesen
werden."'Erst mit der Einfilhrung der Mikro-CT konnten durch Visualisierung der
verschiedensten Strukturen, deren Kombinationen und analytischer Verfahren auf
dreidimensionaler Grundlage diese Gegebenheiten naher beleuchtet werden. Die
Berechnung der Parameter auf Grundlage von Platten- bzw. Stabmodellen fiihrte
riickblickend zu Uber- bzw. Unterbewertung dieser Werte."”

Hildebrand und Rilegsegger'’? gelang erstmals die direkte Quantifizierung der
Knochenstruktur mittels des Strukturparameters SMI (Structure Model Index). Die
Formel basiert auf Werten von Oberflachen und Volumina der Probe und ist
unabhangig von der Dicke der knéchernen Strukturen anzuwenden. Die bis dahin als
unveranderliches Modell angesehene Eigenschaft des Knochens kann nun selbst als
Parameter berechnet werden.'”?

Der dimensionslose Parameter stellt ein Verhaltnis zwischen den Strukturen von
Staben und Platten dar. Im Hinblick auf osteoporotische Strukturverdnderungen ist er
demnach ein essentielles Hilfsmittel zur Quantifizierung und Vergleichbarkeit. Der Wert
0 steht stellvertretend fir das Vorliegen des perfekten Plattenmodells. Ausschlieflich
zylindrische Formen erhalten den Wert 3, sphéarische den Wert 4. Das parallele
Vorkommen der Geometrien resultiert in abweichenden Zwischenwerten entsprechend
der vorherrschenden Architektur.’®”'"? Liegen Einbuchtungen der osséren Strukturen
sowie Regionen mit von Uber 50 Prozent Knochen umschlossenen Aushdhlungen vor,
kénnen dementsprechend Negativwerte ermittelt werden. Verfalschungen der
Ergebnisse sind jedoch durch unsauberes Arbeiten bei der Bestimmung der VOI-
Grenzen zu bedenken.'®” Trotz einer Charakterisierung der Mikroarchitektur ist der SMI

nicht in der Lage, die Konnektivitat direkt zu beleuchten.'’?

e Tb.Pf - Trabecular Pattern Factor
Ebenso wie der SMI spielt auch der Th.Pf in der Analyse osteoporotischer Knochen
eine groRe Rolle. Er stellt einen sehr sensitiven Strukturparameter in Hinblick auf
strukturelle Veradnderungen dar, die sich noch nicht in einer Reduktion von
Knochengewebe  bemerkbar machen. Verbindungen zwischen einzelnen
Knochenbalkchen kdnnen mit ihm quantitativ wiedergegeben werden. Dabei dient das
Verhaltnis von Konkavitdt zu Konvexitat der Strukturen zur Bestimmung der

Vernetzung.'
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Auf Grundlage von Umfangs- und Oberflachenwerten zweidimensionaler Schnittbilder
entwickelten Hahn et al.'"” den Trabecular Pattern Factor, der inzwischen auch direkt

67 ermittelt

in dreidimensionalen Datensatzen (mittels Oberflachen und Volumina)
werden kann.
Hohe Raten an Verbindungen spiegeln sich in einem niedrigen Wert fur Tb.Pf wider.

1. ein deutliches Uberwiegen der

Dies impliziert nach der Definition von Hahn et a
konkaven sowie platten-ahnlichen Strukturen. Dementsprechend deutet ein hoher
Tb.Pf-Wert auf Konvexitdt der Strukturen und somit vereinzelte Knochenbalkchen
hin."®"17® Bei schnellem Ansteigen des Wertes lassen sich perforierte Trabekel finden,
die das Verhaltnis zugunsten der konvexen Strukturen verandern.'” Anlehnend an die
Werte des SMI kann auch der Tb.Pf Negativwerte aufweisen. In diesen Fallen sind
hauptsachlich vollstandig vom Knochen umschlossene Hoéhlen sowie Oberflachen von
konkavem Verlauf vorzufinden.®’

Die Ausdehnung der Strukturen in der Grélenordnung von einzelnen Voxeln nach
Binarisierung der Datensatze und darauffolgende Indexbildung der jeweiligen
Differenzen ist ein entscheidender Schritt in der Wertermittlung."®”'"® Dieses Prinzip
wird sowohl bei der Berechnung des Tb.Pf als auch des SMI angewandt und erklart

ihre enge Korrelation. Die Angabe erfolgt in 1/mm."®

¢ i.S — Intersection Surface

Bei der Bestimmung des Probenvolumens VOI unter Aussparen der Kortikalis wird das
gitterformig angeordnete Knochengewebe in Form von einzelnen Trabekeln oder
ganzen Agglomerationen dieser Strukturen angeschnitten. Diese aul3ere Begrenzung
des VOI ist gekennzeichnet durch das unregelmafige Vorliegen unterschiedlich groRer
Flachen von fester Knochensubstanz sowie leerem Markraum.

Die Summe aller Fléachen der trabekuldren Schnittflache wird durch den
Strukturparameter Intersection Surface in Quadratmillimetern wiedergegeben. Er kann
zur Beurteilung der Entstehung neuen Knochengewebes an festgelegten Grenzflachen

hinzugezogen werden.'®’

4 ZIEL UND FRAGESTELLUNGDER ARBEIT

Im Rahmen des Sonderforschungsbereiches Transregio 79 (SFB/TR 79) erfolgt in
dieser Arbeit die Durchfihrung mikro-computertomographischer Untersuchungen von
Steroid-induzierten Osteoporosemodellen anhand von Wirbelkérpern (Th10) sowie
proximalen Tibiae ovarektomierter Ratten. Die Erfassung der Daten erstreckt sich tber

einen Zeitraum von insgesamt vierzehn Monaten Studiendauer. Mittels mikro-
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computertomographischer Schnittbilder und Rekonstruktionen sowie Berechnungen
der Strukturparameter sollen Veranderungen der trabekularen Mikroarchitektur Gber
einen zeitlichen Verlauf visuell qualitativ und quantitativ dargestellt werden. Des
Weiteren kann mithilfe der erhobenen Daten ein Vergleich zu gesunden Tieren
gleichen Alters erfolgen.

Es kann somit der Frage nach Osteoporose-spezifischen Veranderungen der
Knochenarchitektur ~ bei  kombiniertem  Vorliegen  von postmenopausaler
Stoffwechsellage und Steroidtherapie nachgegangen werden. Weiterhin kann eine
Beurteilung der Relevanz des mit uCT untersuchten Tiermodells als Ausgangspunkt in
Bezug auf weitere Forschungsansatze im Bereich der Osteoporose, wie beispielsweise

die Frakturversorgung, erfolgen.
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I MATERIAL UND METHODEN

1 TIERMODELL

Im Rahmen des Sonderforschungsbereiches/Transregio 79 werden die Tierversuche
fur das Teilprojekt T1 (Projektleiter Prof. Dr. C. Heil3, Unfallchirurgie, Justus-Liebig-
Universitat Gielten) nach den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes (BGBI. |
S. 3001, 18. Dezember 2007) durchgefihrt. Die Genehmigung mit dem
Geschéaftszeichen  V54-19¢20-15(1)GI20/28  Nr.89/2009 wurde durch das

Regierungsprasidium GielRen erteilt.

Fur diese Studie werden ausschlieBlich weibliche Ratten des Typs Sprague Dawley®
Crl:SD (Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland) verwendet.

Nach Erhalt werden die Tiere im Alter von zehn Wochen fur weitere vier Wochen im
zentralen Tierstall des Universitatsklinikums GieRen und Marburg, Standort Gielden
gehalten. Maximal befinden sich vier Ratten in einem Typ IV Kafig aus Makrolon
(EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG, Emmendingen, Deutschland;
EBECO E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland; Tecniplast S.p.a.,
Buguggiate, Italien). Sie sind bei einer um ca. 2°C variierenden Temperatur von 22°C

einem Tag-Nacht-Rhythmus von zwdlf Stunden (6.00 bis 18.00 Uhr) ausgesetzt.

1.1 STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

Insgesamt umfasst die Studie eine Anzahl von 64 Ratten, die mittels Losverfahren drei
verschiedenen Gruppen zugeordnet werden. Die angegeben Zahlen beschranken sich
nur auf die Tiere, die keine Frakturen in den jeweiligen Knochenproben aufwiesen und

deren Parameter somit in die Auswertung aufgenommen werden konnten.
e Gruppe 0 Kontroll-Gruppe (n=10)
e Gruppe 1 Sham (n=34)

o Gruppe 2 OVX+ Steroide (n=20)

Im Rahmen des Teilprojektes T1 des Sonderforschungsbereiches/Transregio 79
(SFB/TR 79) werden die Tiere der Gruppe 0 im Alter von vierzehn Wochen

euthanasiert. Sie stehen stellvertretend flr die juvenile Knochenarchitektur.
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Durch die Unfallchirurgie der JLU GielRen wird an den restlichen Tieren der Gruppen 1
und 2 ebenfalls im Alter von vierzehn Lebenswochen eine Laparotomie in Vollnarkose
durchgeflihrt. Anschlielend wird die Haltung fir eine Woche auf eine Ratte pro Typ Il
Makrolon-Kéfig umgestellt (EHRET Labor- und Pharmatechnik GmbH und Co.KG,
Emmendingen, Deutschland; EBECO E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel,
Deutschland; Tecniplast S.p.a., Buguggiate, Italien).

Ernahrt werden alle Tiere sowohl vor als auch nach der Operation ausschliellich mit
einer Standarddiat ad libitum, die eine Zusammensetzung u.a. aus Weizen, Mais und
Soja, Mineralien, Vitaminen und Spurenelementen aufweist (Altromin Spezialfutter
GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland)."™

Gemal ihrer weiteren Einteilung in Untergruppen belauft sich die Lebenszeit ab der

Laparotomie auf einen Zeitraum von einem bis zu vierzehn Monaten.

e Gruppe 11 Sham (1 Monat) Gruppe 12 OVX + Steroide (1 Monat)

(

Gruppe 22 OVX + Steroide (3 Monate)
(
(

e Gruppe 31 Sham (12 Monate)
e Gruppe 41 Sham (14 Monate)

Gruppe 32 OVX + Steroide (12 Monate)

(

e Gruppe 21 Sham (3 Monate)
(
( Gruppe 42 OVX + Steroide (14 Monate)

20 Tiere bilden die Gruppe 2. Sie werden im Rahmen der Laparotomie beidseits
ovarektomiert (OVX) und ab zwei Wochen nach der Operation fir die vorgegebene
Lebenszeit vierzehntdgig medikamentds mit Steroiden behandelt (0,025 ml
Dexamethason i.m. (Voren-Depot®, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG,
Ingelheim am Rhein, Deutschland)). Diese Gruppe dient somit der Darstellung von

Merkmalen der Steroid-induzierten Osteoporose (OVX + Steroide, Gruppe 2).

Die Ubrigen 34 Ratten erhalten lediglich eine Sham-Operation und werden somit nicht
ovarektomiert. Sie dienen als Verlgleichs-Gruppe (Sham, Gruppe 1) zu den
osteoporotischen Tiermodellen mit jeweils gleichem Alter und sollen bei Analyse und

Darstellung die physiologischen Verhaltnisse der Knochenarchitektur widerspiegeln.

Entsprechend ihrer Gruppenzuteilung werden die 54 Tiere der Gruppen 1 und 2 nach
ein, drei, zwolf oder vierzehn Monaten mit Kohlenstoffmonoxid (CO) getétet und fir die

Entnahme der verschiedenen Knochenproben vorbereitet.
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GRUPPEN RATTEN TH10 TIBIAE
Gruppe 0 (Kontrolle) n=10 n=10 n=10
Gruppe 1 (Sham) n=34 n=32 n=31

11 (Sham, 1 Monat) n=2 n=2 n=2
21 (Sham, 3 Monate) n=12 n=12 n=12
31 (Sham, 12 Monate) n=11 n=11 n=11
41 (Sham, 14 Monate) n=9 n=7 n=6
Gruppe 2 (OVX + Steroide) n=20 n=13 n=20
12 (OVX + Steroide, 1 Monat) n=3 n=3 n=3
22 (OVX + Steroide, 3 Monat) n=12 n=5 n=12
32 (OVX + Steroide, 12 Monate) n=3 n=3 n=3
42 (OVX + Steroide, 14 Monate) n=2 n=2 n=2
INSGESAMT n=64 n=55 n=61

Tabelle 2.1: Gruppenverteilung in der Ubersicht

1.2 PRAPARATION

Die einzelnen Teilprojekte erhalten verschiedenste Proben des murinen

Skelettsystems.

Die fUr diese Arbeit relevanten Knochenproben beschranken sich auf den Wirbelkérper
Th10 sowie eine proximale Tibia der Ratten. Die Wirbelkérper und Tibiae werden
einzeln entnommen und von Weichteilen befreit. Da mit Fortschreiten der induzierten
Osteoporose die Knochenbriichigkeit zunimmt, ist sowohl bei Wirbelkérpern als auch
Tibiae mit groRter Vorsicht darauf zu achten, dass es wahrend der Praparation zu
keinerlei Frakturen, Stauchungen etc. kommt, die Kortikalis intakt bleibt und die Proben
im Ganzen explantiert werden. Um die Proben fir weitere Untersuchungen
aufbewahren zu koénnen, werden sie sofort nach der Praparation in 4%igem
Paraformaldehyd-Puffer (PFA) fixiert.

Aufgrund leicht abweichender GroéRen der einzelnen Wirbelkérper und der
limitierenden technischen Parameter des Mikro-CTs, wie beispielsweise die

Matrixgrolte des CCD-Detektors, missen bei einigen vor dem Scanvorgang die
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Pedikel teilweise entfernt werden, um anndhernd die gleiche Auflésung erreichen zu

konnen.

2 BILDGEBENDE VERFAHREN — MIKRO-CT

Die fixierten Proben werden zur Darstellung und Analyse der Knochenstruktur und
-parameter in der Abteilung Diagnostische Radiologie der Justus-Liebig-Universitat
Giellen mithilfe der Mikro-Computertomographen (micro-CT_1072, micro-CT_1173)
der Firma SkyScan® (Kontich, Belgien) untersucht.

Wesentliche Elemente des Mikro-CTs sind die Mikrofokusréhre sowie der
Roéntgendetektor, der aus einer gekihlten CCD-Kamera mit Fiber-Optik 3,7:1 (micro-
CT_1072) bzw. einem Flat-Panel-Sensor (micro-CT_1173) besteht. Die CCD-Kamera
weist eine Matrix von 1024 x 1024 Pixeln, der Flat-Panel-Detektor sogar von 2240 x
1836 Pixeln auf. Mit Kegelstrahlgeometrie, einer FokusgréRe von 8 pym und einer
Roéhrenspannung von je nach Gerat 80 kV (micro-CT_1072) bzw. 70 kV (micro-
CT_1173) sowie maximal 100 pA (micro-CT_1072) bzw. 110 yA (micro-CT_1173)

Stromstarke kdnnen Datensétze erstellt werden. %

Die Probeblihne, die sich zwischen Mikrofokusrohre und Detektor befindet und in
horizontaler Richtung verschieblich ist, dient der Befestigung des Probenhalters. Ein
Aluminiumfilter (0,5 mm) vor der Kamera (micro-CT_1072) bzw. der Fokusrdhre (micro-
CT_1173) reduziert die Strahlenaufhartung.

Parafilm®-Folie im Mikro-Computertomographen_1072 sowie ein mit PFA-Puffer
getranktes Papier im Probenréhrchen des mikro-Computertomographen 1173 schiitzt

das Knochenmaterial wahrend der langeren Scandauer vor dem Austrocknen.

2.1 AKQUISITION DER DATEN

Das auf der Probenbihne befindliche Material rotiert wahrend des Scanvorgangs fur
insgesamt 180° um die eigene Achse. Je nach Gerat handelt es sich dabei um 0,45°-
bzw. 0,3°-Schritte (UCT_1072 bzw. uCT_1173). Pro Rotationsschritt werden vier bzw.
funf sogenannte ,Frames* durchgefiihrt — mehrmalige kurze Aufnahmen der Probe in
der jeweiligen Stellung, die letztendlich das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessern
sollen. Jede dieser Aufnahmen beansprucht eine Belichtungszeit von 2400 ms (micro-
CT_1072) bzw. 900 ms (micro-CT_1173). In der Summe erhalt man dann eine

Aufnahmezeit pro Rotationsschritt von mindestens 9,6 s bzw. 4,5 s.
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Die Scandauer der Wirbelkérper betragt ca. zweieinhalb Stunden. Die der Tibiae nimmt
aufgrund des durch die Lange des Rdhrenknochens durchgeflhrten Oversize-Scans

bis zu flnf Stunden in Anspruch.

2.2 REKONSTRUKTION DER DATEN

Die Umwandlung der Rohdaten (16-bit TIFF-Datensatze) erfolgt mithilfe der zwei
Schritte Konvolution und Rickprojektion in axiale isotrope Schnittbilder.

Diese konnen daraufhin Uber den modifizierten Feldkamp-Flachenstrahl-Algorithmus
zu virtuellen Schnittbildern verarbeitet und zu dreidimensionalen Datensatzen mit 8-bit
Grauwertskala (256 Werte) rekonstruiert werden. Die isotrope VoxelgroRe differiert
innerhalb der Wirbelkérper aufgrund der unterschiedlichen GrofRe und begrenzenden
Matrix der CCD-Kamera und liegt zwischen 6,104 um und 7,876 pm. Die Auswertung
der Tibiae erfolgt bei einer konstanten isotropen Voxelgrofe von 9,042 ym im Mikro-
sowie 7,08 pm im Mikro-

Computertomographen_1072 von

Computertomographen_1173.

Art
Spannung
Stromstarke
Leistung

Mikrofokusrohre

Detektor/Kamera

Filter

Rotationsschritte

Belichtungszeit/

Rotation

Max. Auflésung

MICRO-CT_1072

High Resolution mikro-CT
80 kV (20 — 80 kV)

100 pA (< 100 pA)

8w

8 um,

Kegelstrahlgeometrie

CCD, gekuhlt; Fiber-Optik 3,7:1
Matrix: 1024 x 1024 Pixel

Aluminium, 0,5 mm
Vor Detektor

0,45°
4 Frames/Rotation

9,6 s (2400 ms/Frame)

2 um

33

MICRO-CT_1173

High Energy mikro-CT
70 kV (40 — 130 kV)
110 pA (< 300 pA)
8w

8 um,

Kegelstrahlgeometrie

Flat-Panel-Sensor
Matrix: 2240 x 1836 Pixel

Aluminium, 0,5 mm

Vor Fokusrohre

0,3°

5 Frames/Rotation

4,5 s (900 ms/Frame)

4—-5pum
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MICRO-CT_1072 MICRO-CT_1173
PixelgroRe der 6,104 - 7,876 um (Th10) 7,08 um
Proben 9,042 uym (Tibiae)
Probe Parafilm Probenréhrchen,

PAF-getranktes Papier,
Styropor

Oversize-Scan Ja (Tibiae), aufgrund Nein

limitierender Matrix-Grofe

Tabelle 2.2: Vergleichende Darstellung der fiir diese Studie relevanten Eckdaten der Mikro-
Computertomographen micro-CT_1072 und micro-CT_1173, SkyScan® (Kontich, Belgien) in der
Ubersicht'®*"%

2.3 QUANTITATIVE BILDANALYSE

Aufgrund der schon erwahnten und teilweise leider nicht zu vermeidenden Frakturen
entstehen bei einzelnen Wirbelkérpern und Tibiae Fragmente und Frakturen, die
Messergebnisse verfalschen kénnen. Daher werden diese Proben nur eingeschrankt
mit den Analyseprogrammen bearbeitet bzw. komplett von der weiteren Bearbeitung

ausgeschlossen.

Somit stehen von den insgesamt 64 Ratten 55 Wirbelkérper sowie 61 Tibiae zur

Auswertung zur Verfligung.

Die dreidimensionalen Datensatze werden mithilfe der Softwareprogramme
DataViewer® (Version 1.4.3.3 — 1.4.4) und CT-Analyser® (Version 1.10 — 1.13) der
Firma SkyScan® (Kontich, Belgien) bearbeitet und quantifiziert.

2.31 DATAVIEWER®

Das Programm DataViewer® (Version 1.4.3.3 — 1.4.4) dient dazu, die eigentliche
Bildbearbeitung der murinen Wirbelkérper und Tibiae zu erleichtern. Dazu wird ein sich
in der Mitte der jeweiligen Ansicht (coronar (X=512), sagittal (Y=512) und transaxial

(Z=variabel)) befindender Schnitt ausgewahlt.

Die gedachte Achse durch Vorder- bzw. Ruickseite der Wirbelkérper (transaxiale
Ansicht) wird parallel zum horizontalen Bildrand ausgerichtet. Ebenso die Bodenplatte

im coronaren bzw. sagittalen Schnitt.
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Die Tibiae werden, um die anatomisch richtige Darstellung wiederzugeben, um 180°
rotiert, sodass die proximale Metaphyse im oberen Bildabschnitt liegt. Dabei wird
versucht, die mediale Kante der Tibia in der coronaren und transaxialen Ansicht
parallel zum vertikalen Bildrand auszurichten. Zusatzlich kann im sagittalen Schnitt die
gedachte Linie durch die Epiphysenfuge parallel zum horizontalen Bildrand angeordnet

werden.

Die rotierten Datensatze werden als transaxialer Datensatz gespeichert, um fir die
Weiterverarbeitung im Analyseprogramm CT-Analyser® (Version 1.10 — 1.13) zur

Verfligung zu stehen.

2.3.2 CT-ANALYSER®

Zur quantitativen Analyse werden die transaxialen Schnitte verwendet.

2.3.2.1 BESTIMMUNG DES PROBENUMFANGES

Der Ubergang zwischen aus Kortikalis bestehender Bodenplatte und den Wirbelkérper
ausfullender Spongiosa wird in dem coronaren Schnitt optisch festgelegt. Von diesem
Schnitt bis zum eigentlichen Probenbeginn wird eine Distanz (Az) von ca. 350 ym
bestimmt, um sicherzustellen, dass die spatere Probe rein trabekulares
Knochenmaterial enthalt und sich die Kortikalis an dieser Stelle von der Spongiosa
vollstandig abgrenzt. Das Probenvolumen (Volume of Interest, VOI) wird individuell
durch das Einsprossen der Venenplatte im oberen Drittel des Wirbelkérpers limitiert.
Somit variieren die Probenlangen vonTh10 von 0,916 mm bis 1,953 mm auch aufgrund

der unterschiedlichen GroRen und beschranken sich auf die unteren Zweidrittel der

Wirbelkorper.

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der
Probeneinteilung  anhand  eines  Th10-
Wirbelkérpers im coronaren Schnittbild.

Az entspricht der Distanz zwischen der
optisch definierten Grenze von Bodenplatte
und Spongiosa und dem Probenbeginn. VOI
stellt das fiir die Messungen relevante
Probenvolumen dar.
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Auch bei den Tibiae wird das coronare Schnittbild zu Hilfe genommen, um die
Epiphysenfuge optisch festzulegen. Der Beginn der Probe liegt ca. 500 um (Az) distal
dieser definierten Fuge und betragt bei einer Schichtdicke von 9,042 ym stets 55
Schnitte, bei 7,08 um immer 71 Schnitte. Die eigentliche Probe (VOI) befindet sich
somit in der proximalen Metaphyse der Tibiae und hat eine konstante GréRe von ca. 3
mm und entspricht 330 bzw. 424 (bei 7,08 um) Schnitten.

2.3.2.2 BESTIMMUNG DER TRABEKULAREN REGION OF INTEREST

Um die fir die spatere Analyse essentielle Region of Interest (ROI) zu bestimmen,
werden im ersten und letzten Schnitt der Proben die trabekularen Strukturen definiert,
indem die endostale Kortikalis als Begrenzung gqilt. Nach Interpolation der
ausgewahlten Flachen innerhalb der Probe und somit vorlaufigen Eingrenzung des
Volumens werden die dazwischen befindlichen Schnitte in gleicher Weise bearbeitet.
Die Grenzen der ROI der jeweiligen Schicht werden an den Verlauf der Kortikalis
angepasst, sodass das trabekulare Volumen méglichst genau wiedergegeben werden

kann.

Dieses Vorgehen wird sowohl bei den Wirbelkérpern als auch bei den Tibiae in gleicher

Weise durchgefuhrt.

2.3.2.3 BERECHNUNG DER STRUKTURPARAMETER

Aus dem zu messenden Volumen der Wirbelkérper und Tibiae, das sich aus den
jeweiligen ROls der transaxialen Bilder zusammensetzt, werden mithilfe der 3D-

Analyse flr die Osteoporose relevante Strukturparameter berechnet.

In der Bildsegmentierung wird mit dem globalen Schwellwertverfahren nach
Rosenfeld'”® das gewiinschte Objekt hervorgehoben.

In dieser Arbeit liegt eine Grauwertskala von 256 Werten (8-bit) vor, wobei die Null fir
Weil}, die 255 flr Schwarz stehen. Um nach der Binarisierung ein detailliertes und
mdoglichst kongruentes Bild der trabekuldaren Strukturen zu den vorherigen
Schnittbildern mit unterschiedlichen Grauwerten zu erhalten, wird ein Schwellenwert
bestimmt. Dieser Schwellenwert - in dieser Arbeit stets 75 - sorgt im binarisierten Bild
fur eine Ausléschung der Signale, deren Grauwert unterhalb der definierten Grenze
liegt. Somit werden beispielsweise die Vortduschung einer trabekularen Konnektivitat
aufgrund einer zu hohen Anzahl vieler schwacher Signale und konsekutiv die

Verfalschung von Werten verhindert.
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Die eigentliche Analyse der bearbeiteten Datensatze wird von dem Programm CT-
Analyser® (Version 1.10 — 1.13) durchgefiihrt. In dieser Arbeit haben wir uns auf

folgende Strukturparameter festgelegt:

o BVITV Bone Volume/Tissue Volume (Knochen-/Gesamtvolumen in %)

e Tb.N Trabecular Number (Anzahl der Trabekel pro mm)

e Tb.Th Trabecular Thickness (Dicke eines Trabekels in mm)

e Tb.Sp Trabecular Separation (Abstand zwischen trabekularen Strukturen in
mm)

o SMI Structure Model Index (Strukturelle Anordnung der Trabekel)

o Tb.Pf Trabecular Pattern Factor (Verhaltnis intertrabekularer

Verknupfungen in 1/mm)

o i.S Intersection Surface (Schnittflache der trabekularen Strukturen an der

Grenze des VOI in mm?)

2.3.2.4 BESTIMMUNG DER TRABEKULAREN AUSDEHNUNG

Die Spongiosalange innerhalb der Tibiae wird rein optisch festgelegt, indem der
Probenbeginn den Start der Messung und das Vorkommen der letzten Trabekel im
Markraum das Ende darstellen. Reicht der gescannte Datensatz nicht weit genug in die
Diaphyse, um das Ende der trabekularen Ausdehnung sichtbar zu machen, wird der
letzte Schnitt des vorhandenen Datensatzes als Ende festgelegt. Die erhobenen Werte

werden in Millimeter angegeben.

3 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Samtliche Messergebnisse der oben aufgezahlten Bearbeitungen und Analysen
werden mithilfe des Statistikprogramms JMP® 8.0 (SAS® Institute, Cary, NC, USA)

ausgewertet.

Die statistischen Daten werden in der folgenden Arbeit mithilfe der einfaktoriellen
Varianzanalyse (One-way ANOVA) ermittelt und stets als Mittelwert =

Standardabweichung (MW + SD) angegeben. Zum Vergleich aller Gruppen im
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zeitlichen Verlauf wird zusatzlich der Tukey-Kramer Gegentest mit Fehlerkorrektur

herangezogen.

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

werden als signifikant angenommen.
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Il ERGEBNISSE

Bereits makroskopisch waren sowohl im zeitlichen Verlauf von 0 Gber 1, 3 und 12 bis
hin zu 14 Monaten als auch im direkten Vergleich beider Gruppen (Sham vs. OVX +

Steroide) Unterschiede in der Struktur des Knochengewebes sichtbar.

Eine Ubersicht der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung als Mittelwert und
Standardabweichung (MW + SD) mit ausgewahlten Signifikanzangaben fur die in
dieser Arbeit relevanten Vergleiche bieten die Tabellen 3.1 (Th10), 3.2 (Tibia) und 3.3

(Spongiosalange) am Ende des Kapitels Ergebnisse.

1 TH10

Im Folgenden werden Vergleiche zum einen im zeitlichen Verlauf dargestellt, um die
Entwicklung und  Veradnderungen des  Trabekelwerkes innerhalb  einer
Studienpopulation deutlich zu machen, die mit steigendem Alter bei Vergleichs- (Sham)
und Osteoporose-Gruppe (OVX + Steroide) vorkommen. Zum anderen werden direkte
Unterschiede in der Mikroarchitektur zwischen der Sham-Gruppe und den an
Osteoporose erkrankten Tieren zu den Zeitpunkten 1, 3, 12 und 14 Monaten

aufgezeigt.

1.1 VERANDERUNGEN DER MIKROARCHITEKTUR IM ZEITLICHEN VERLAUF INNERHALB

EINER UNTERGRUPPE

Eine Darstellung der Verhaltnisse der Gruppen Sham und OVX + Steroide mittels

Boxplots-Diagrammen erfolgt in Abbildung 3.1am Ende des Kapitels 1.1.

1.1.1  SHAM (GRUPPE X1) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Insgesamt zeigt das relative Knochenvolumen BV/TV (in Prozent) Gber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 14 Monaten eine hoch signifikante Abnahme (0 vs. 41,
p <0,0001%).

Ausgehend von der Kontroll-Gruppe (Gruppe 0) mit 14 Wochen stellt sich zu den
Tieren der Gruppe 11 nach einem weiteren Monat Lebenszeit eine leichte Minderung
von BV/TV dar, die jedoch nicht signifikant ist (44,445 + 2,233 (0) vs. 38,292 + 1,670
(11), n.s.). Zwischen den Gruppen 11 und 21 (1 und 3 Monate) zeigt sich eine
signifikante Zunahme des trabekuldren Volumens (38,292 + 1,670 (11) vs. 46,841
4,894 (21), p = 0,0169*). In den darauffolgenden neun Monaten nimmt das
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Knochenvolumen wieder signifikant ab (46,841 + 4,894 (21) vs. 40,368 + 3,957 (31),
p = 0,0013%). Der Unterschied der Sham-Tiere zwischen 1 und 12 Monaten fallt nicht
signifikant aus (11 vs. 31, n.s.), der Vergleich zwischen 0 und 12 Monaten ist jedoch
signifikant (0 vs. 31, p = 0,0445™). Auch zwischen 12 und 14 Monaten Lebenszeit nach
der Sham-Operation zeigt sich eine weitere signifikante Reduktion von BV/TV (40,368
+ 3,957 (31) vs. 34,327 + 7,292 (41), p = 0,0081*), die im Vergleich zwischen 1 und 14

Monaten jedoch nicht signifikant ausfallt (11 vs. 41, n.s.).

Die Anzahl der Trabekel pro Millimeter (Tb.N, Trabecular Number, in 1/mm) zeigt
innerhalb des Alterns von 14 Monaten einen hoch signifikanten Rickgang (0 vs. 41,
p <0,0001%).

Zwischen der Kontroll- (mit definitionsgemald 0 Monaten Beobachtung) und der
Vergleichs-Gruppe mit 1 Monat ist eine nicht signifikante Abnahme zu verzeichnen
(4,931 + 0,650 (0) vs. 4,563 + 0,069 (11), n.s.). Nach geringer, nicht signifikanter
Zunahme der Trabekel mit 3 Monaten (4,563 + 0,069 (11) vs. 4,784 + 0,423 (21), n.s.)
reduziert sich Tb.N mit 12 Monaten nicht signifikant wieder auf sehr ahnliche Werte wie
zuvor (4,784 + 0,423 (21) vs. 4,514 £ 0,536 (31), n.s.). Zwischen dem
Beobachtungszeitraum von 12 und 14 Monaten liegt eine signifikante Minderung der
trabekularen Anzahl vor (4,514 + 0,536 (31) vs. 3,653 + 0,718 (41), p = 0,0019%).
Ebenso zeigt sich eine signifikante Abnahme zwischen den Sham-Tieren von 1 und 14
Monaten (11 vs. 41, p = 0,0410%).

Die Dicke der einzelnen Trabekel, Tb.Th (in Millimeter) zeigt Gber den gesamten
Zeitraum von 14 Wochen einige Schwankungen, jedoch keine signifikanten
Veranderungen zwischen Anfangs- und Endwert (0 vs. 41, n.s.).

So liegt zwischen der Gruppe 0 und den Tieren mit einem Alter von 1 Monat eine sehr
geringe und nicht signifikante Abnahme der Dicke (0,087 + 0,004 (0) vs. 0,084 + 0,002
(11), n.s.). Eine signifikante Zunahme der trabekuldren Durchmesser wird zwischen 1
und 3 Monaten deutlich (0,084 + 0,002 (11) vs. 0,098 + 0,011 (21), p = 0,0315*). Dieser
Wert bildet die maximal erreichte Dicke und sinkt bis zum Zeitpunkt nach einem Jahr
signifikant ab (0,098 + 0,011 (21) vs. 0,090 + 0,008 (31), p = 0,0217*). Bei einer
wiederum minimalen Zunahme der Dicke zwischen 12 und 14 Monaten zeigt sich keine
Signifikanz (0,090 + 0,008 (31) vs. 0,094 £ 0,011 (41), n.s.).
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Eine hoch signifikante Zunahme der Abstande zwischen einzelnen Trabekeln (Tb.Sp,
Trabecular Separation, in Millimeter) ist nach 14 Monaten im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe nachweisbar (0 vs. 41, p < 0,0001*) sowie bereits signifikant nach 12 Monaten
(0 vs. 31, p = 0,0063%). Ebenso liegt noch ein signifikanter Unterschied zwischen den
Sham-Tieren von 1 und 14 Monaten vor (11 vs. 41, p = 0,0307%).

Im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 0 Gber 1, 3 und 12 Monaten zeigen sich
minimalste Zu- bzw. Abnahmen der Distanzen, die jedoch nicht signifikant sind (0,135
+ 0,044 (0) vs. 0,161 £ 0,012 (11), n.s.; 0,161 £ 0,012 (11) vs. 0,157 £ 0,016 (21), n.s.;
0,157 £ 0,016 (21) vs. 0,177 £ 0,026 (31), n.s.). Erst mit hdherem Alter der Ratten kann
eine signifikante Zunahme der Trabekelabstande zwischen 12 und 14 Monaten
dargestellt werden (0,177 + 0,026 (31) vs. 0,221 £ 0,043 (41), p = 0,0098%).

Der SMI (Structure Model Index) zeigt nach einer gréf3eren Schwankung zu Beginn der
Beobachtung innerhalb der 14 Monate keinen signifikanten Anstieg der Werte (0 vs.
41, n.s.).

Nach Durchfiihrung der Sham-Operation stellt sich eine nicht signifikante Zunahme des
SMI dar (-0,107 + 0,428 (0) vs. 0,363 %+ 0,159 (11), n.s.). In dem darauffolgenden
Abschnitt von 1 zu 3 Monaten ist eine signifikante Minderung des Wertes zu
verzeichnen (0,363 + 0,159 (11) vs. -0,306 + 0,326 (21), p = 0,0167%). Im Laufe der
nachsten neun Monate erhdht sich der SMI nicht signifikant (-0,306 + 0,326 (21) vs.-
0,256 = 0,209 (31), n.s.). Eine signifikante Zunahme erfolgt zwischen 12 und 14
Monaten, wobei dieser SMI den Absolutwert zum Zeitpunkt 1 Monat nicht erreichen
kann (-0,256 £ 0,209 (31) vs. 0,229 + 0,497 (41), p = 0,0067*).

Der Verlauf des Trabecular Pattern Factors (Tb.Pf) Uber den Beobachtungszeitraum
von 14 Monaten zeigt ein dem SMI sehr ahnliches Bild und weist eine signifikante
Erhéhung auf (0 vs. 41, p = 0,0014%).

Zwischen der Kontroll-Gruppe mit 0 Monaten und den Sham-Tieren nach 1 Monat liegt
eine signifikante Zunahme vor (-5,376 £ 2,636 (0) vs. -0,870 £ 0,951 (11), p = 0,0420%).
Nach einer nicht signifikanten Abnahme von 1 bis 3 Monaten (-0,870 £ 0,951 (11) vs. -
4,969 + 2,169 (21), n.s.) sind fast konstante Werte ohne signifikante Anderungen bis zu
12 Monaten feststellbar (-4,969 + 2,169 (21) vs. -4,997 + 2,096 (31), n.s.). Einen
signifikanten Anstieg des Tb.Pf kann man im fortgeschrittenen Alter zwischen 12 und
14 Monaten beobachten (-4,997 £ 2,096 (31) vs. -0,698 + 3,753 (41), p = 0,0025%).
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Bei Betrachtung der trabekularen Schnittflache (i.S, Intersection Surface, in
Quadratmillimeter) ist nach 14 Monaten verglichen zum Ausgangswert der Kontrolle
mit 0 Monaten keine Signifikanz zu ermitteln (0 vs. 41, n.s.).

Nach einer geringen, nicht signifikanten Abnahme der Flache nach 1 Monat (6,542 +
1,211 (0) vs. 5,995 + 0,078 (11), n.s.) zeigt sich nach 3 Monaten eine deutliche
Vergrolierung der Schnittflache (5,995 + 0,078 (11) vs. 8,659 % 2,127 (21),
p = 0,0350%). In den folgenden neun Monaten verringert sich der Wert der i.S jedoch
wieder signifikant (8,659 £ 2,127 (21) vs. 6,657 + 1,030 (31), p = 0,0045%). Zwischen 12
und 14 Monaten kann erneut eine sehr geringe, nicht signifikante VergréRerung
festgestellt werden (6,657 + 1,030 (31) vs. 6,867 £ 2,195 (41), n.s.).

1.1.2 OVX + STEROIDE (GRUPPE X2) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Betrachtet man den Verlauf des relativen Knochenvolumens BVI/TV (Bone
Volume/Tissue Volume, in Prozent) der Steroid-induzierten Osteoporosemodelle, ist
eine hoch signifikante Reduktion sowohl nach 12 als auch nach 14 Monaten
festzustellen (0 vs. 32, p < 0,0001%; 0 vs. 42, p < 0,0001%).

Es zeigt sich von Beginn der Beobachtung an von 0 dber 1 bis zu 3 Monaten eine nicht
signifikante Abnahme (44,445 + 2,233 (0) vs. 43,405 £ 4,310 (12), n.s.; 43,405 £ 4,310
(12) vs. 37,116 % 3,892 (22), n.s.). In den folgenden neun Monaten nimmt das BV/TV
bis zum 12. Monat jedoch hoch signifikant ab (37,116 + 3,892 (22) vs. 18,533 % 3,169
(32), p < 0,0001%). Im letzten Abschnitt zwischen 12 und 14 Monaten ist ein weiterer
Rickgang des Knochengewebes zu ermitteln, der allerdings nicht signifikant ist
(18,533 + 3,169 (32) vs. 11,695 + 5,797 (42), n.s.).

Die Anzahl der Trabekel (Tb.N, in 1/mm) zeigt ein dem relativen Knochenvolumen
ahnliches Bild und hat somit ebenfalls im Laufe von einem Jahr bzw. 14 Monaten einen
hoch signifikanten Rickgang zu verzeichnen (0 vs. 32, p < 0,0007*; 0 vs. 42,
p <0,0001%).

Einer sehr geringen, nicht signifikanten Zunahme der Trabekel nach 1 Monat (4,931 +
0,650 (0) vs. 5,065 + 0,221 (12), n.s.) folgen signifikante bzw. hoch signifikante
Minderungen der durchschnittlichen Trabekelanzahl nach 3 bzw. 12 Monaten (5,065 +
0,221 (12) vs. 3,978 + 0,485 (22), p = 0,0084%, 3,978 + 0,485 (22) vs. 2,231 + 0,484
(32), p < 0,0001%). Eine weitere Abnahme an Trabekeln nach 14 Monaten ist jedoch
nicht signifikant (2,231 £ 0,484 (32) vs. 1,484 + 0,412 (42), n.s.).
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Uber den gesamten Verlauf der 14 Monate kénnen ahnlich der Sham-Gruppe nicht
signifikante Schwankungen der trabekularen Dicke (Tb.Th, in mm) nachgewiesen
werden (0 vs. 32, n.s.; 0 vs. 42, n.s.; 0,087 £ 0,004 (0) vs. 0,086 + 0,006 (12), n.s.;
0,086 + 0,006 (12) vs. 0,094 + 0,006 (22), n.s.; 0,094 + 0,006 (22) vs. 0,084 + 0,007
(32); n.s.; 0,084 + 0,007 (32) vs. 0,076 £ 0,018 (42), n.s.).

Eine hoch signifikante Zunahme der Distanz zwischen den Trabekeln (Tb.Sp, in mm)
kann Uber die gesamte Beobachtungsdauer nach 12 und 14 Monaten nachgewiesen
werden (0 vs. 32, p < 0,0001% 0 vs. 42, p < 0,0001%).

Es liegt eine kontinuierliche Vergrofierung der Strecke vor, die zu Anfang zwischen 0
und 1 (0,135 + 0,044 (0) vs. 0,149 £ 0,004 (12), n.s.) sowie nach 3 Monaten (0,149 +
0,004 (12) vs. 0,192 + 0,033 (22), n.s.) keine Signifikanz zeigt. Die darauffolgenden
neun Monate lassen den intertrabekuldren Abstand nach einem Jahr hoch signifikant
ansteigen (0,192 + 0,033 (22) vs. 0,356 + 0,067 (32), p < 0,0001%). Zwischen 12 und
14 Monaten nimmt die Distanz nicht signifikant zu (0,356 + 0,067 (32) vs. 0,367 +
0,012 (42), n.s.).

Der SMI zeigt einen kontinuierlichen Anstieg, der sowohl nach 12 als auch nach 14
Monaten hoch signifikant ausfallt (0 vs. 32, p < 0,0001%; 0 vs. 42, p < 0,0007%).

In den Abstanden von 0O bis 1 (-0,107 + 0,428 (0) vs. -0,136 + 0,350 (12), n.s.) bzw. 1
bis 3 Monaten (-0,136 + 0,350 (12) vs. 0,362 + 0,246 (22), n.s.) sind lediglich nicht
signifikante Erhdhungen des SMI festzustellen. Der grofRe zeitliche Abstand zwischen 3
und 12 Monaten zeigt eine signifikante Zunahme des Wertes (0,362 + 0,246 (22) vs.
0,962 + 0,324 (32), p = 0,0243*). Das letzte Beobachtungsfenster bis 14 Monate weist
ebenfalls eine Erhdhung auf, die jedoch nicht signifikant ist (0,962 + 0,324 (32) vs.
1,609 £ 0,516 (42), n.s.).

Wie bereits bei der Vergleichs-Gruppe (Sham) aufgefallen, zeigt auch im
osteoporotischen Tiermodell der Trabecular Pattern Factor (Tbh.Pf) ein dem SMI sehr
ahnlichen Verlauf Uber den Zeitraum von 14 Monaten. So liegt sowohl nach 12 als
auch nach 14 Monaten nach konstantem Ansteigen des Wertes eine hohe Signifikanz
vor (0 vs. 32, p < 0,0001% 0 vs. 42, p < 0,0001%).

Lediglich der Ubergang von Kontroll-Gruppe mit 0 Monaten zu den 1 Monatstieren
weist keine signifikante Zunahme auf (-5,376 * 2,636 (0) vs. -5,038 £ 2,512 (12), n.s.).

Wahrend der restlichen Studienzeit kdnnen signifikante Steigerungen des Tb.Pf
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zwischen 1 und 3 Monaten (-5,038 + 2,512 (12) vs. -0,472 + 1,778 (22), p = 0,0294%), 3
und 12 Monaten (-0,472 + 1,778 (22) vs. 3,753 + 2,958 (32), p = 0,0431*) sowie 12 und
14 Monaten (3,753 £ 2,958 (32) vs. 12,715 £ 8,339 (42), p = 0,0010%) ermittelt werden.

Wahrend der 14 Monate weist die trabekulare Schnittflache (i.S, in Quadratmillimeter)
der osteoporotischen Studienpopulation wie auch die der Sham-Gruppe zu Anfang
eine leichte Erhéhung auf, die jedoch am Ende wieder deutlich abnimmt. So zeigt sich
zwischen 0 und 14 Monaten eine signifikante (0 vs.42, p = 0,0021%), zwischen 1 und 14
Monaten eine hoch signifikante (12 vs. 42, p < 0,0001*) Reduktion der Flache.

Nach 1 Monat Beobachtung findet sich eine signifikante VergrélRerung der
Schnittflache (6,542 + 1,211 (0) vs. 8,848 + 0,824 (12), p = 0,0342%). Diese nimmt nach
3 Monaten jedoch zunéachst nicht signifikant wieder ab (8,848 + 0,824 (12) vs. 7,303 +
1,590 (22), n.s.). Ein signifikanter Rickgang der i.S ist in den darauffolgenden neun
Monaten zwischen 3 und 12 Monaten sichtbar (7,303 + 1,590 (22) vs. 3,486 + 0,834
(32), p = 0,0021%). Die Verringerung der Flache schreitet zwischen 12 und 14 Monaten
weiter fort, jedoch nicht signifikant (3,486 + 0,834 (32) vs. 2,484 + 1,775 (42), n.s.).
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Abbildung 3.1: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Strukturparameter BV/TV
(relatives  Knochenvolumen), Tb.N (Trabekelanzahl), Tb.Th (Trabekeldicke), Tb.Sp
(intertrabekuldre Distanz), SMI (Structure Model Index), Tb.Pf (Trabecular Pattern Factor) und
i.S (trabekulére Schnittflache) der Wirbelkérper Th10.

Die Darstellung zeigt Boxplots-Diagramme der Gruppen Kontrolle (0), Sham (weil3) und OVX +
Steroide (grau) im Verlauf iber 0, 1, 3, 12 und 14 Monate Studienlaufzeit. Zur Gruppe Sham
gehdren die Untergruppen 11 (1 Monat), 21 (3 Monate), 31 (12 Monate) und 41 (14 Monate).
Der Gruppe OVX + Steroide werden die Untergruppen 12 (1 Monat), 22 (3 Monate), 32 (12
Monate) und 42 (14 Monate) zugeteilt.

Die fiur diese Arbeit relevanten Signifikanzangaben wurden aus Griinden der besseren
Ubersicht weggelassen und sind der Tabelle 3.1bzw. dem Kapitel 1.1 zu entnehmen.
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1.2 VERANDERUNGEN DER MIKROARCHITEKTUR ZWISCHEN DEN UNTERGRUPPEN
INNERHALB EINES ZEITPUNKTES

1.21 VERANDERUNGEN NACH 1 MONAT

Abbildung 3.2: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkdrper Th10.

Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe mit 0
Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide, 12 (C) zum
Zeitpunkt 1 Monat gegentibergestellt werden.

Vergleicht man samtliche Strukturparameter der Wirbelkérper Th10 der beiden
Studienpopulationen Sham und OVX + Steroide zum Zeitpunkt 1 Monat, liegen keine
signifikanten Unterschiede in den Werten vor (BV/ITV: 38,292 + 1,670 (11) vs. 43,405 £
4,310 (12), n.s.; Th.N: 4,563 £ 0,069 (11) vs. 5,065 + 0,221 (12), n.s.; Tb.Th: 0,084 +
0,002 (11) vs. 0,086 + 0,006 (12), n.s.; Tb.Sp: 0,161 + 0,012 (11) vs. 0,149 + 0,004
(12), n.s.; SMI: 0,363 + 0,159 (11) vs. -0,136 + 0,350 (12), n.s.; Tb.Pf: -0,870 + 0,951
(11) vs. -5,038 + 2,512 (12), n.s.; i.S: 5,995 + 0,078 (11) vs. 8,848 + 0,824 (12), n.s.).

1.2.2 VERANDERUNGEN NACH 3 MONATEN

Abbildung3.3: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.

Mittels der hohen Aufiésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe mit O
Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide, 12 (C) zum
Zeitpunkt 3 Monate gegentibergestellt werden.
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Betrachtet man die mikro-computertomographischen Schnittbilder der Wirbelkérper
nach 3 Monaten, kann rein optisch eine leichte Rarefizierung des Knochengewebes im
axialen Bild der Gruppe OVX + Steroide(22) festgestellt werden (siehe Abbildung 3.3).
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der statistischen Auswertung.
Sowohl das relative Knochenvolumen (BV/TV) als auch die trabekuldre Anzahl (Tb.N)
zeigen signifikante Abnahmen der Werte in der Osteoporose-induzierten Gruppe
(BVITV: 46,841 + 4,894 (21) vs. 37,116 + 3,892 (22), p = 0,0002*, Th.N: 4,784 £ 0,423
(21) vs. 3,978 + 0,485 (22), p = 0,0074*). Die Parameter SMI und Trabecular Pattern
Factor (Th.Pf) weisen nach 3 Monaten ebenfalls signifikante Unterschiede auf, wobei
jeweils ein Anstieg der Werte in der Gruppe OVX + Steroide (22) zu verzeichnen ist
(SMI: -0,306 £ 0,326 (21) vs. 0,362 + 0,246 (22), p = 0,0009% Tb.Pf: -4,969 + 2,169
(21) vs. -0,472 + 1,778 (22), p = 0,0039).

In den restlichen Strukturparametern finden sich keine signifikanten Anderungen
zwischen Sham- und Osteoporose-Tieren (Tbh.Th: 0,098 £ 0,011 (21) vs. 0,094 + 0,006
(22), n.s.; Tb.Sp: 0,157 + 0,016 (21) vs. 0,192 + 0,033 (22), n.s.; i.S: 8,659 + 2,127
(21) vs. 7,303 £ 1,590 (22), n.s.).

1.2.3 VERANDERUNGEN NACH 12 MONATEN

1.8 mm

Abbildung 3.4: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.

Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe mit 0
Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide, 12 (C) zum
Zeitpunkt 12 Monate gegentlibergestellt werden.

Die deutlich geringere Auspragung des Trabekelwerkes in der Gruppe OVX + Steroide
nach 12 Monaten ist sowohl im Vergleich zur gleichaltrigen Sham-Gruppe als auch im
Vergleich zu den 12 Monate jlingeren Kontrolltieren anhand der uCT-Bilder gut
visualisierbar (siehe Abbildung 3.4).

Quantitativ bestatigt sich dieses Bild in (hoch) signifikanten Unterschieden in sechs von
sieben Strukturparametern. Lediglich die Dicke der Trabekel (Tbh.Th) weist in der
Osteoporose-Gruppe eine nicht signifikante Abnahme gegeniber der Sham-Tiere auf
(0,090 + 0,008 (31) vs. 0,084 + 0,007 (32), n.s.). So stellt sich eine durchgehende
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Verschlechterung der Parameter bei BV/TV, Tb.N, Tb.Sp, SMI und Tb.Pf durch hoch
signifikante p-Werte dar (BVITV: 40,368 + 3,957 (31) vs. 18,533 % 3,169 (32), p <
0,0001*; Tb.N: 4,514 + 0,536 (31) vs. 2,231 + 0,484 (32), p < 0,0001*; Tb.Sp: 0,177 +
0,026 (31) vs. 0,356 + 0,067 (32), p < 0,0007*; SMI: -0,256 + 0,209 (31) vs. 0,962 *
0,324 (32), p < 0,0001* Tb.Pf. -4997 + 2,096 (31) vs. 3,753 + 2,958 (32),
p < 0,0007%). Die i.S ist bei OVX + Steroide signifikant vermindert (6,657 £ 1,030 (31)
vs. 3,486 + 0,834 (32), p = 0,0040%).

1.24 VERANDERUNGEN NACH 14 MONATEN

Abbildung 3.5:Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.

Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe mit 0
Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide, 12 (C) zum
Zeitpunkt 14 Monate gegenlibergestellt werden.

Zum Endpunkt des Beobachtungszeitraumes mit 14 Monaten sind im axialen
Schnittbild die Uberaus deutlichen Auswirkungen der Steroid-induzierten Osteoporose
(siehe Abbildung 3.5, C) sichtbar. Bereits rein qualitativ sind der gravierende
Knochenschwund sowie das Verbleiben vereinzelter, diinner, stabférmiger Trabekel
festzustellen. Die Wirbelkérper der Sham-Tiere des gleichen Alters hingegen weisen
weiterhin eine optisch recht gut erhaltene Trabekelstruktur auf, die eventuell etwas in
ihrer horizontalen Verbindung (Platten-ahnliche Ausrichtung) im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe gemindert ist.

In der statistischen Auswertung &ufern sich diese Auffalligkeiten mit (hoch)
signifikanten Unterschieden in allen Strukturparametern zwischen Sham und OVX +
Steroide. Die bereits hoch signifikanten Unterschiede in BV/TV, Tb.N, Tb.Sp, SMI und
Tbh.Pf bestehen nach wie vor (BVITV: 34,327 + 7,292 (41) vs. 11,695 * 5,797 (42),
p < 0,0001% Tb.N: 3,653 £ 0,718 (41) vs. 1,484 + 0,412 (42), ; Tb.Sp: 0,221 + 0,043
(41) vs. 0,367 = 0,012 (42), p < 0,0001%, SMI: 0,229 + 0,497 (41) vs. 1,609 £ 0,516
(42), p < 0,0001%; Th.Pf: -0,698 + 3,753 (41) vs. 12,715 £ 8,339 (42),p < 0,0007*)und

auch in Tb.Th und i.S wuchsen die Differenzen an, sodass signifikante p-Werte
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vorliegen (Tb.Th: 0,094 + 0,011 (41) vs. 0,076 + 0,018 (42), p = 0,0125* i.S: 6,867 +
2,195 (41) vs. 2,484 + 1,775 (42), p = 0,0014%).

2 TIBIAE

Wie auch bei den Wirbelkdrpern sind im folgenden Kapitel die Ergebnisse einer
Untergruppe im zeitlichen Verlauf dargestellt. Dies soll die Entwicklung und
Veranderungen des Trabekelwerkes deutlich machen, die mit steigendem Alter bei

Vergleichs- (Sham) und Osteoporose-Gruppe (OVX + Steroide) vorkommen.

Ein direkter Vergleich der Mikroarchitektur zwischen der Sham-Gruppe und dem
osteoporotischen Tiermodell wird zu den Zeitpunkten 1, 3, 12 und 14 Monaten

angestellt.

2.1 VERANDERUNGEN DER MIKROARCHITEKTUR IM ZEITLICHEN VERLAUF
INNERHALB EINER UNTERGRUPPE

Eine Zusammenschau der Entwicklung der tibialen Spongiosa anhand von Boxplots-

Diagrammen erfolgt am Ende des Kapitels 2.1 mit der Abbildung 3.6.

21.1  SHAM (GRUPPE X1) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Das relative Knochenvolumen (BVI/TV, in Prozent) der Tibiae zeigt in der Sham-
Gruppe insgesamt nach 12 Monaten eine hoch signifikante (0 vs. 31, p < 0,0007%),
nach 14 Monaten eine signifikante (0 vs. 41, p = 0,0041%*) Abnahme.

Die Tiere weisen nach 1 Monat gegenuber der Kontroll-Gruppe einen nicht
signifikanten Rickgang im Knochengehalt auf (33,159 + 3,474 (0) vs. 29,437 + 11,606
(11), n.s.). Daraufhin wird bis zum Erreichen der 3 Monate eine Zunahme des relativen
Volumens erfasst (29,437 + 11,606 (11) vs. 37,449 £ 6,952 (21), n.s.), die ebenfalls
nicht signifikant ist. In den folgenden neun Monaten kommt es zu einer hoch
signifikanten Reduktion des Knochengewebes (37,449 £ 6,952 (21) vs. 22,277 + 3,236
(31),0 < 0,0007%). Zwischen 12 und 14 Monaten ist ein erneut geringer, nicht
signifikanter Anstieg zu verzeichnen (22,277 + 3,236 (31) vs. 24,213 + 11,586 (41),

n.s.).

Ein fast identischer Verlauf von BV/TV ist bei dem Wirbelkdrper Th10 zu verzeichnen.
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Nach 12 Monaten liegt ein signifikanter Rickgang der trabekuldren Anzahl pro
Millimeter (Th.N, in 1/mm), nach 14 Monaten jedoch ein signifikanter Anstieg vor (0 vs.
31, p =0,0002% 0 vs. 41, p = 0,0295%).

Im ersten Monat der Beobachtung zeigt sich im Vergleich der Kontroll-Gruppe zu den
Sham-Tieren eine nicht signifikante Reduktion der Trabekel (4,937 * 0,441 (0) vs.
3,660 + 1,380 (11), n.s.), der eine nicht signifikante Zunahme nach 3 Monaten folgt
(3,660 £ 1,380 (11) vs. 4,516 + 0,427 (21), n.s.). Die Anzahl der Trabekel vermindert
sich in den folgenden neun Monaten und weist somit nach 12 Monaten einen
signifikanten Ruckgang auf (4,516 £+ 0,427 (21) vs. 3,194 + 0,499 (31), p = 0,0027%). In
den letzten zwei Monaten des Beobachtungszeitraumes erhoéht sich die trabekulare
Anzahl und zeigt von 12 nach 14 Monaten einen hoch signifikanten Anstieg (3,194 *
0,499 (31) vs. 6,065 + 2,791 (41), p < 0,0007%).

Bei der Dicke der einzelnen Trabekel (Tb.Th, im Millimeter) stellt sich nach 12 Monaten
im Vergleich zur Kontroll-Gruppe eine nicht signifikante minimale Zunahme dar, die
jedoch nach 14 Monaten als hoch signifikante Minderung der Dicke den
Beobachtungszeitraum beendet (0 vs. 31, n.s.; 0 vs. 41, p < 0,0001%).

Zwischen 0 und 1 Monat (0,067 + 0,005 (0) vs. 0,080 £ 0,001 (11), n.s.) sowie 1 und 3
Monaten (0,080 = 0,001 (11) vs. 0,083 £ 0,015 (21), n.s.) ist ein nicht signifikanter
trabekularer Dickenzuwachs in der Sham-Gruppe zu verzeichnen. Ab dem Zeitpunkt
von 3 Monaten liegen dann zunachst bis zu 12 Monaten eine signifikante (0,083 *
0,015 (21) vs. 0,070 = 0,007 (31), p = 0,0006*) und nach 14 Monaten eine hoch
signifikante (0,070 + 0,007 (31) vs. 0,040 + 0,001 (41), p < 0,0001*) Abnahme der

Dicke vor.

Entlang des Beobachtungsfensters von 14 Monaten lasst sich bei der Distanz
zwischen einzelnen Trabekeln (Tb.Sp, Trabecular Separation, in mm) auf3er minimaler
Schwankungen kein signifikanter Unterschied zur Kontroll-Gruppe mit juveniler
Knochenarchitektur feststellen (0 vs. 31, n.s.; 0 vs. 41, n.s.).

Zunachst zeigt sich eine nicht signifikante VergréRerung der Entfernung nach 1 Monat
(0,135 £ 0,011 (0) vs. 0,212 £ 0,106 (11), n.s.), die sich dann bis zu 3 Monaten jedoch
wieder nicht signifikant reduziert (0,212 + 0,106 (11) vs. 0,146 £ 0,012 (21), n.s.). In
den folgenden neun Monaten nimmt die intertrabekulare Distanz nochmals nicht
signifikant zu (0,146 = 0,012 (21) vs. 0,222 + 0,045 (31), n.s.) und zeigt zwischen 12

50



Il ERGEBNISSE

und 14 Monaten sogar eine signifikante Minderung der Entfernung (0,222 + 0,045 (31)
vs. 0,081 £ 0,013 (41), p = 0,0187%).

Der SMI weist Uber den gesamten 14-monatigen Verlauf der Sham-Gruppe mit
Schwankungen eine signifikante Zunahme auf (0 vs. 41, p = 0,0028%).

Im Vergleich zu den Sham-Werten der Wirbelkérper zeigt sich ein ahnlicher Verlauf
des SMI. Die Absolutwerte der Tibiae weisen jedoch gréRRere Differenzen auf.

Nach einer nicht signifikanten Zunahme nach 1 Monat (0,757 £ 0,228 (0) vs. 1,317 £
0,494 (11), n.s.) reduziert sich der Wert des SMI zwischen 1 und 3 Monaten nochmals
signifikant (1,317 + 0,494 (11) vs. 0,677 = 0,423 (21), p = 0,0267*). Die
darauffolgenden neun Monate lassen den SMI erneut signifikant ansteigen (0,677 *
0,423 (21) vs. 1,112 + 0,245 (31), p = 0,0066*). Zwischen 12 und 14 Monaten kann
eine weitere, jedoch nicht signifikante Zunahme verzeichnet werden (1,112 + 0,245
(31) vs. 1,353 £ 0,817 (41), n.s.).

Der Trabecular Pattern Factor (Tbh.Pf, in 1/mm) zeigt Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum im Vergleich von 0 und 12 sowie 0 und 14 Monaten keine
signifikanten Anderungen (0 vs. 31, n.s.; 0 vs. 41, n.s.).

Zwischen 0 und 1 Monat zeigt sich ein nicht signifikanter Anstieg des Tb.Pf (2,503 +
2,450 (0) vs. 6,186 + 5,884 (11), n.s.), der sich zwischen 1 und 3 Monaten wieder
vermindert (6,186 + 5,884 (11) vs. 1,721 £ 3,923 (21), n.s.). Nach den 3 Monaten
nimmt der Wert Gber neun Monate hin bis zum Zeitpunkt von 12 Monaten signifikant zu
(1,721 £ 3,923 (21) vs. 7,304 + 2,736 (31), p = 0,0193%). Eine weitere Zunahme des
Tb.Pf zwischen 12 und 14 Monaten ist nicht signifikant (7,304 £ 2,736 (31) vs. 7,518 £
15,565 (41), n.s.).

Uber 12 und 14 Monate Beobachtung stellt sich bei der trabekularen Schnittflache (i.S,
in Quadratmillimeter) der Tibiae ein, im Vergleich zum Ausgangswert der Kontrolle,
signifikanter Zuwachs dar (0 vs. 31, p = 0,0327%, 0 vs. 41, p = 0,0057).

Von der Kontrolle bis zu 1 Monat steigt die Flache signifikant an (13,557 + 3,108 (0) vs.
26,894 + 10,425 (11), p = 0,0029%) und nimmt bis zu 3 Monaten weiter an GroRe,
jedoch nicht signifikant, zu (26,894 + 10,425 (11) vs. 29,751 + 8,102 (21), n.s.). Im
Laufe der nachsten neun Monate stellt sich nach 12 Monaten ein hoch signifikanter
Rickgang der Schnittflache ein (29,751 + 8,102 (21) vs. 18,842 + 3,560 (31),
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p < 0,0001%). Zwischen 12 und 14 Monaten kann sich der Wert der i.S nochmals nicht
signifikant anheben (18,842 + 3,560 (31) vs. 21,880 + 8,582 (41), n.s.).

21.2 OVX+ STEROIDE (GRUPPE X2) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Das relative Knochenvolumen (BVITV, in Prozent) der osteoporotischen Tibiae zeigt im
Vergleich zur juvenilen Knochensubstanz der Gruppe Osowohl nach 12 als auch nach
14 Monaten eine hoch signifikante Minderung (0 vs. 32, p < 0,0007* 0 vs. 42,
p <0,0001%).

Dabei ahnelt der Verlauf des BV/TV der Tibiae dem der osteoporotischen Wirbelkérper.
Bereits 1 Monat nach Steroidtherapie zeigt sich ein signifikanter Rickgang des
Knochengewebes (33,159 + 3,474 (0) vs. 23,504 + 4,528 (12), p = 0,07141%). Im
weiteren Verlauf zwischen 1 und 3 Monaten stellt sich eine nicht signifikante Abnahme
dar (23,504 + 4,528 (12) vs. 16,651 £ 3,524 (22), n.s.). Dieser folgt bis zum Zeitpunkt
von 12 Monaten eine signifikante Reduktion von BV/TV (16,651 + 3,524 (22) vs. 3,496
+ 0,665 (32), p = 0,0009%). Der letzte Beobachtungsabschnitt zwischen 12 und 14
Monaten kann einen minimalen, nicht signifikanten Anstieg des relativen
Knochenvolumens aufzeigen (3,496 + 0,665 (32) vs. 3,723 + 2,134 (42), n.s.).

Uber den gesamten Verlauf von 12 und 14 Monaten zeigt sich in der Anzahl der
Trabekel (Tb.N, in 1/mm) eine kontinuierliche und insgesamt hoch signifikante
Reduktion (0 vs. 32, p < 0,0001% 0 vs. 42, p < 0,0007%).

Vergleicht man optisch die Abnahme der Tb.N der Tibiae mit der des BV/TV, finden
sich sehr ahnliche Verlaufe.

Bereits zu Beginn nach 1 Monat liegt ein signifikanter Abbau der trabekularen Anzahl
vor (4,937 + 0,441 (0) vs. 2,901 £ 0,615 (12), p = 0,0026™*). Zwischen 1 und 3 Monaten
ist ein nicht signifikanter Ruckgang zu verzeichnen (2,901 £ 0,615 (12) vs. 1,833 %
0,388 (22), n.s.), der sich in den darauffolgenden neun Monaten zum Zeitpunkt von 12
Monaten Therapie weiter signifikant mindert (1,833 £ 0,388 (22) vs. 0,407 + 0,091 (32),
p = 0,0278%). Der Zeitraum zwischen 12 und 14 Monaten weist eine nicht signifikante
Abnahme der Anzahl auf (0,407 + 0,091 (32) vs. 0,348 + 0,186 (42), n.s.).

Nach 12 Monaten Steroidtherapie kann beim Parameter der durchschnittlichen Dicke
eines Trabekels (Tb.Th, in Millimeter) eine signifikante Zunahme (0 vs.32,

p = 0,0010%), nach 14 Monaten sogar eine hoch signifikante Steigerung (0 vs. 42,
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p < 0,0001%) ermittelt werden. Damit zeigt sich ab etwa 3 Monaten eine deutliche
Differenz der Verlaufe zwischen Sham- und Osteoporose-Gruppe.

Von der Kontroll-Gruppe bis zum Zeitpunkt 1 Monat nimmt die Dicke signifikant zu
(0,067 + 0,005 (0) vs. 0,081 £ 0,003 (12), p = 0,0141%). Ein weiterer, jedoch nicht
signifikanter Anstieg ist zwischen 1 und 3 Monaten zu verzeichnen (0,081 £ 0,003 (12)
vs. 0,091 £ 0,007 (22), n.s.). In den folgenden neun Monaten zwischen 3 und 12
Monaten verringert sich die Trabekeldicke nicht signifikant (0,091 + 0,007 (22) vs.
0,087 = 0,005 (32), n.s.). Im Beobachtungsabschnitt von 12 bis 14 Monaten weist die
Tb.Th nochmals eine signifikante Erhéhung auf (0,087 + 0,005 (32) vs. 0,106 + 0,005
(42), p=0,0171%).

Die Distanz zwischen einzelnen Trabekeln (Tb.Sp, in Millimeter) zeigt einen
konstanten Anstieg und nimmt sowohl nach 12 als auch nach 14 Monaten hoch
signifikant zu (0 vs. 32, p < 0,0007* 0 vs. 42, p < 0,0001%). Der Verlauf der
osteoporotischen Tibiae ahnelt dem der Wirbelkérper. Allerdings weisen die Tibiae
deutlichere Differenzen der Absolutwerte auf.

Nach 1 Monat ist die Distanz nicht signifikant erhéht (0,135 + 0,011 (0) vs. 0,230 +
0,058 (12), n.s.). Zwischen 1 und 3 Monaten steigt die Entfernung signifikant an (0,230
+ 0,058 (12) vs. 0,431 + 0,132 (22), p = 0,0089%) und kann in den darauffolgenden
neun Monaten einen weiteren hoch signifikanten Zuwachs verzeichnen (0,431 + 0,132
(22) vs. 1,155 £ 0,109 (32), p < 0,0001%). Zwischen 12 und 14 Monaten liegt eine
weitere signifikante Zunahme der Tbh.Sp vor (1,155 £ 0,109 (32) vs. 1,385 + 0,647 (42),
p =0,0314%).

Sowohl nach 12 als auch nach 14 Monaten kann beim Structure Model Index (SMI) im
zeitlichen Verlauf eine hoch signifikante Zunahme des Wertes ermittelt werden (0 vs.
32, p <0,0001% 0 vs. 42, p < 0,00071%).

Direkt zu Anfang zwischen 0 und 1 Monat liegt ein signifikanter Anstieg vor (0,757 +
0,228 (0) vs. 1,599 £ 0,205 (12), p = 0,0010%), der als nicht signifikante Zunahme Uber
die Monate 3 und 12 anhalt, jedoch stetig abflacht (1,599 + 0,205 (12) vs. 1,931
0,155 (22), n.s.; 1,931 + 0,155 (22) vs. 2,167 + 0,165 (32), n.s.). Im letzten Abschnitt
zwischen 12 und 14 Monaten zeigt sich eine minimale, nicht signifikante Minderung
des SMI (2,167 + 0,165 (32) vs. 2,144 £ 0,148 (42), n.s.).
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Im Verlauf des Beobachtungszeitraumes koénnen signifikante Anstiege des Tb.Pf
wahrend der Therapie mit Glukokortikoiden nach 12 und 14 Monaten erfasst werden (0
vs. 32, p = 0,0012% 0 vs. 42, p = 0,0251%).

Der optische Verlauf ahnelt auch hier, wie schon bei den Wirbelkérpern auffallig, dem
des SMI.

So stellt sich auch hier zwischen der Kontroll-Gruppe und den osteoporotischen Tieren
nach 1 Monat eine signifikante Zunahme des Tb.Pf dar (2,503 £ 2,450 (0) vs. 9,881 +
1,996 (12), p = 0,0481%). Danach zeigen sich zwischen 1 und 3 Monaten sowie
zwischen 3 und 12 Monaten nicht signifikante Erhéhungen (9,881 + 1,996 (12) vs.
12,238 + 1,894 (22), n.s.; 12,238 + 1,894 (22) vs. 15,030 £ 0,927 (32), n.s.). Zwischen
12 und 14 Monaten liegt ein nicht signifikanter Rlickgang des Tb.Pf vor (15,030 + 0,927
(32) vs. 12,392 + 0,839 (42), n.s.).

Der Vergleich zwischen Kontrolle und 12 Monatstieren bzw. Tieren nach 14 Monaten
Therapie weist eine signifikante Reduktion der trabekularen Schnittflache (i.S, in
Millimeter) auf (0 vs. 32, p = 0,0226™; 0 vs. 42, p = 0,0337%).

Nach kaum merklichen, nicht signifikanten VergréRerungen der Flache zwischen 0 und
1 Monat (13,557 = 3,108 (0) vs. 14,557 £ 2,498 (12), n.s.) sowie 1 und 3 Monaten
(14,557 + 2,498 (12) vs. 15,833 £ 3,699 (22), n.s.) verringert sich der Wert der i.S
signifikant in den darauffolgenden neun Monaten (15,833 + 3,699 (22) vs. 5,029 %
1,325 (32), p = 0,0037%). Im letzten Abschnitt zwischen 12 und 14 Monaten zeigt sich
eine weitere Abnahme der trabekuldren Schnittflache, die jedoch nicht signifikant
ausfallt (5,029 + 1,325 (32) vs. 4,211 £ 0,501 (42), n.s.).
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Abbildung 3.6: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Strukturparameter BV/TV
(relatives Knochenvolumen), Tb.N (Trabekelanzahl), Tb.Th (Trabekeldicke), Tb.Sp
(intertrabekulére Distanz), SMI (Structural Model Index), Tb.Pf (Trabecular Pattern Factor) und
i.S (trabekuldre Schnittflache) der Tibiae.

Die Darstellung zeigt Boxplots-Diagramme der Gruppen Kontrolle (0), Sham (weil8) und OVX +
Steroide (grau) im Verlauf iber 0, 1, 3, 12 und 14 Monate Studienlaufzeit. Zur Gruppe Sham
gehdren die Untergruppen 11 (1 Monat), 21 (3 Monate), 31 (12 Monate) und 41 (14 Monate).
Der Gruppe OVX + Steroide werden die Untergruppen 12 (1 Monat), 22 (3 Monate), 32 (12
Monate) und 42 (14 Monate) zugeteilt.

Die fiir diese Arbeit relevanten Signifikanzangaben wurden aus Griinden der besseren
Ubersicht weggelassen und sind der Tabelle 3.2 bzw. dem Kapitel 2.1 zu entnehmen.
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2.2 VERANDERUNGEN DER MIKROARCHITEKTUR ZWISCHEN DEN UNTERGRUPPEN
INNERHALB EINES ZEITPUNKTES

221 VERANDERUNGEN NACH 1 MONAT
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Abbildung 3.7: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der Gruppen
Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 1 Monat (11,12). In der unteren Reihe
sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca. 50 bis 100 Schnitten
dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).
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Die Schnittbilder der Mikro-Computertomographie stellen eindrucksvoll die Morphologie
sowie das Verteilungsmuster der trabekularen Strukturen dar. Besonders die
Ausdehnung der Spongiosa ist gut zu erkennen und weist bereits nach 1 Monat in der
Gruppe 12 (OVX + Steroide) visuell eine Minderung auf.

Die statistische Auswertung zeigt jedoch in den Vergleichen zwischen Sham und
Osteoporose-Gruppe in sechs von sieben Strukturparametern nicht signifikante
Unterschiede (BV/TV: 29,437 + 11,606 (11) vs. 23,504 + 4,528 (12), n.s.; Th.N: 3,660
+ 1,380 (11) vs. 2,901 + 0,615 (12), n.s.; Tb.Th: 0,080 + 0,001 (11) vs. 0,081 £ 0,003
(12), n.s.; Tb.Sp: 0,212 + 0,106 (11) vs. 0,230 + 0,058 (12), n.s.; SMI: 1,317 + 0,494
(11) vs. 1,599 £ 0,205 (12), n.s.; Tb.Pf: 6,186 + 5,884 (11) vs. 9,881 + 1,996 (12), n.s.).
Lediglich die trabekulare Schnittflache (i.S) weist einen signifikanten Unterschied
zwischen Sham- und OVX + Steroide-Tieren auf (26,894 + 10,425 (11) vs. 14,557 %
2,498 (12), p = 0,0176™), wobei allerdings dort ein signifikantes Ansteigen der i.S im

ersten Monat der Sham-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle zu erwahnen ist.

2.2.2 VERANDERUNGEN NACH 3 MONATEN

Zum Zeitpunkt 3 Monate kdnnen insgesamt die groten signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen Sham und OVX + Steroide ermittelt werden. Bis auf die
Trabekeldicke (Tb.Th), die im osteoporotischen Tiermodell signifikant erhéht ist (0,083
+ 0,015 (21) vs. 0,091 = 0,007 (22), p = 0,0234%), zeigen die restlichen
Strukturparameter hoch signifikante Verschlechterungen nach 3 Monaten
Glukokortikoidtherapie (BVITV: 37,449 + 6,952 (21) vs. 16,651 £ 3,524 (22),
p < 0,00071% Tb.N: 4,516 + 0,427 (21) vs. 1,833 = 0,388 (22), p < 0,0007*; Tb.Sp:
0,146 + 0,012 (21) vs. 0,431 + 0,132 (22), p < 0,0007*, SMI: 0,677 + 0,423 (21) vs.
1,931 + 0,155 (22), p < 0,0001%, Th.Pf: 1,721 + 3,923 (21) vs. 12,238 + 1,894 (22),
p <0,0001% i.S: 29,751 + 8,102 (21) vs. 15,833 £ 3,699 (22), p < 0,0007%).

Anhand der mikro-computertomographischen Schnittbilder und Rekonstruktionen
kénnen die Unterschiede sehr gut dargestellt werden. So weisen die Osteoporose-
induzierten Tibiae einen drastischen Verlust des Trabekelwerkes auf, das lediglich
noch im direkten Anschluss an die proximale Epiphysenfuge zu finden ist und dort in
der peripheren Zirkumferenz eine Verbindung zur metaphysaren Kortikalis herstellt
(siehe Abbildung 3.8, C). Vor allem in der dreidimensionalen Rekonstruktion ist der
Unterschied der trabekularen Morpholgie mit hauptsachlich stabférmiger, vertikaler
Verteilung in der Gruppe OVX + Steroide (c) bereits im Vergleich zu den Sham-(b),
jedoch noch etwas deutlicher zu den Kontroll-Tieren (a) zu erkennen. Eine trajektorielle

Ausrichtung der Trabekel kann in (c) bereits nicht mehr nachvollzogen werden.
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Abbildung 3.8: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der Gruppen
Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 3 Monaten (11,12). In der unteren Reihe
sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca. 50 bis 100 Schnitten
dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

2.2.3 VERANDERUNGEN NACH 12 MONATEN

Der Schwund der Spongiosa schreitet sehr eindrticklich weiter fort. Nach einem Jahr
Steroidtherapie zeigen sich lediglich im lateralen, spitz zulaufenden Anteil der
proximalen Tibiae vereinzelte Brlckenpfeiler-artige Verbindungen zwischen

Epiphysenfuge und dort schrag verlaufender Kortikalis (siehe Abbildung 3.9, C und c).
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Abbildung 3.9: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der Gruppen
Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 12 Monaten (11,12). In der unteren
Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca. 50 bis 100
Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

Diese scheint optisch in ihrer Dicke nur minimal abgenommen zu haben und weiterhin
sehr kompakt zu sein. Die verbliebenen ultra-proximalen Trabekel haben im Vergleich
zur Sham-Gruppe des gleichen Alters an Dicke zugenommen.

Diese rein qualitativen Beobachtungen werden durch die statistische Auswertung
bestatigt. Das relative Knochenvolumen, die Trabekelanzahl, die intertrabekulare
Distanz sowie der SMI weisen weiterhin hoch signifikante Unterschiede zwischen OVX
+ Steroide und Sham auf (BVITV: 22,277 + 3,236 (31) vs. 3,496 = 0,665 (32),
p < 0,0007% Tb.N: 3,194 £ 0,499 (31) vs. 0,407 = 0,091 (32), p < 0,0007*; Tb.Sp:
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0,222 + 0,045 (31) vs. 1,155 + 0,109 (32), p < 0,0007* SMI: 1,112 £ 0,245 (31) vs.
2,167 £ 0,165 (32), p < 0,0007%).Die Trabekeldicke (Tb.Th) in der osteoporotischen
Gruppe kann in ihrer signifikanten Differenz zum Wert der Sham-Tiere weiter
zunehmen (0,070 = 0,007 (31) vs. 0,087 £ 0,005 (32), p = 0,0045*). Die signifikanten
Unterschiede von Tb.Pf und i.S sind allerdings leicht rtcklaufig (Tb.Pf: 7,304 + 2,736
(31) vs. 15,030 £ 0,927 (32), p = 0,0369% i.S: 18,842 + 3,560 (31) vs. 5,029 * 1,325
(32), p = 0,0003%).

224 VERANDERUNGEN NACH 14 MONATEN

Abbildung 3.10: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der Gruppen
Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 14 Monaten (11,12). In der unteren
Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca. 50 bis 100
Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).
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Auch nach 14 Monaten Therapie mit Glukokortikoiden zeigen BV/TV, Tb.N und Tb.Sp
hoch signifikante Unterschiede zur Sham-Gruppe auf (BVITV: 24,213 + 11,586 (41) vs.
3,723 £+ 2,134 (42), p < 0,0007* Tb.N: 6,065 £ 2,791 (41) vs. 0,348 + 0,186 (42),
p < 0,0007% Tb.Sp: 0,081 + 0,013 (41) vs. 1,385 + 0,647 (42), p < 0,0007%). Ein
Ausdlinnen der Sham-Trabekel bei einem simultanen Anstieg der Trabekeldicke in
OVX + Steroide lasst den Unterschied in Tb.Th zum Ende der Beobachtung ebenfalls
hoch signifikant werden (0,040 £ 0,001 (41) vs. 0,106 + 0,005 (42), p < 0,0001*). Die
Signifikanz der Schnittflache (i.S) bleibt konstant im Vergleich Sham versus OVX +
Steroide (21,880 + 8,582 (41) vs. 4,211 £ 0,501 (42), p = 0,0003%). Die Werte von SMI
und Tb.Pf gleichen sich zwischen Sham- und Osteoporose-Gruppe nach 14 Monaten
leicht an, sodass sich die p-Werte in ihren Signifikanzen um einen Schritt mindern
(SMI: 1,353 + 0,817 (41) vs. 2,144 + 0,148 (42), p = 0,0111%, Tb.Pf: 7,518 + 15,565
(41) vs. 12,392 £ 0,839 (42), n.s.). Die Bildgebung stellt die Veranderungen klar dar
und lasst deutlich werden, dass nach 14 Monaten Steroidtherapie die Tibiae der
ovarektomierten Ratten als quasi leerer Roéhrenknochen vorliegen. Nur in der
proximalsten Spitze des lateralen metaphysaren Auslaufers, der eine Verbindung
zwischen Tibia und Fibula herstellt, kbnnen einzelne, verdickte Trabekel in der Probe
gefunden werden (siehe Abbildung 3.10, C). Die Epiphysenfugen scheinen nun vor
allem bei den Sham-Tieren vollstandig geschlossen und eine annahernd regelmalige
Verteilung der Spongiosa ist metaphysar auch im Vergleich zur Kontroll-Gruppe immer

noch festzustellen.

3  SPONGIOSALANGE

Die Veranderungen der trabekuldaren Ausdehnung werden zum einen innerhalb einer
Untergruppe zur besseren Darstellung des zeitlichen Verlaufes verglichen.
Die Vergleiche zu den Zeitpunkten 1, 3, 12 und 14 Monate zwischen Sham- und

Osteoporose-Gruppe folgen darauf.

3.1 VERANDERUNGEN DER SPONGIOSALANGE IM ZEITLICHEN VERLAUF INNERHALB
EINER UNTERGRUPPE

Eine graphische Darstellung mittels Boxplots-Diagrammen erfolgt am Ende des
Kapitels 3.1 mit Abbildung 3.11.
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3.1.1  SHAM (GRUPPE X1) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Die  Spongiosalange der  Vergleichstiere nimmt Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 14 Monaten mit einigen Schwankungen insgesamt
signifikant ab (0 vs. 41, p = 0,0195%).

Es zeigt sich zunachst zwischen 0 und 1 Monat eine nicht signifikante Abnahme der
Lange (10,656 + 0,374 (0) vs. 8,780 + 4,386 (11), n.s.), die sich zwischen 1 und 3
Monaten wieder nicht signifikant vergroRert (8,780 + 4,386 (11) vs. 11,204 + 1,120
(21), n.s.). Die darauffolgenden neun Monate lassen eine nur leichte, nicht signifikante
Minderung der trabekularen Ausdehnung zu (11,204 + 1,120 (21) vs. 10,355 £ 1,155
(31), n.s.). Zwischen 12 und 14 Monaten kann letztendlich ein signifikanter Rickgang
ermittelt werden (10,355 £ 1,155 (31) vs. 8,496 + 3,369 (41), p = 0,0396™).

3.1.2 OVX+ STEROIDE (GRUPPE X2) IM ZEITLICHEN VERLAUF

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Spongiosaldnge der osteoporotischen
Gruppe, wird sowohl zwischen 0 und 12 als auch zwischen 0 und 14 Monaten eine
hoch signifikante Reduktion sichtbar (0 vs. 32, p < 0,0007% 0 vs. 42, p < 0,0007%).

Vom Ausgangswert der Kontroll-Gruppe mit 0 Monaten Therapie zeigt sich ein
geringer, nicht signifikanter Rickgang des Trabekelwerkes nach 1 Monat (10,656 *
0,374 (0) vs. 9,745 + 2,488 (12), n.s.). Im nachsten Abschnitt zwischen 1 und 3
Monaten liegt dann jedoch eine signifikante Minderung vor (9,745 + 2,488 (12) vs.
6,141 £ 1,796 (22), p = 0,0022%). Sowohl zwischen 3 und 12 Monaten (6,141 + 1,796
(22) vs. 4,597 + 1,328 (32), n.s.) als auch zwischen 12 und 14 Monaten (4,597 + 1,328
(32) vs. 2,556 + 0,831 (42), n.s.) ist die Abnahme der Spongiosalange nicht signifikant.
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Abbildung 3.11: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Spongiosalédnge.
Das Boxplots-Diagramm zeigt Kontrolle (0), Sham (weif3) und OVX + Steroide (grau) im Verlauf
tber 0, 1 (11, 12), 3 (21, 22), 12 (31, 32) und 14 (41, 42) Monate.
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3.2 VERANDERUNGEN DER SPONGIOSALANGE ZWISCHEN DEN UNTERGRUPPEN

INNERHALB EINES ZEITPUNKTES

3.21 VERANDERUNGEN NACH 1 MONAT

Bereits nach 1 Monat ist in der Sham-Gruppe, vor allem aber bei den Osteoporose-
induzierten Ratten ein Rlckgang der Spongiosaldange in den mikro-
computertomographischen Bildern auffallig (siehe Abbildung 3.7). Statistisch sind diese
Unterschiede jedoch nicht signifikant (8,780 + 4,386 (11) vs. 9,745 £ 2,488 (12), n.s.).

3.2.2 VERANDERUNGEN NACH 3 MONATEN

Nach 3 Monaten ist die trabekulare Ausdehnung in Sham weiter angewachsen, das
Trabekelwerk unter der Steroidtherapie jedoch enorm zurlickgegangen, was sich in
hoch signifikanten Unterschieden darstellt (siehe Abbildung 3.8) (11,204 + 1,120 (21)
vs. 6,141 + 1,796 (22), p < 0,0007%).

3.2.3 VERANDERUNGEN NACH 12 MONATEN

Der hoch signifikante Langenunterschied zwischen Sham und OVX + Steroide bleibt
weiterhin bestehen (10,355 + 1,155 (31) vs. 4,597 £ 1,328 (32), p < 0,0001%). Zwischen
der Kontroll-Gruppe und Sham zeigen sich keine signifikanten Differenzen (10,656 *
0,374 (0) vs. 10,355 £ 1,155 (31), n.s.). Abbildung 3.9 demonstriert dies deutlich.

3.24 VERANDERUNGEN NACH 14 MONATEN

Eine Verringerung der Absolutwerte in beiden Gruppen lasst den hoch signifikanten
Unterschied der Spongiosaléange fortbestehen (8,496 + 3,369 (41) vs. 2,556 + 0,831
(42), p = 0,0007*). Nun liegt jedoch auch ein signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolltieren und Sham-Gruppe vor (10,656 * 0,374 (0) vs 8,496 + 3,369 (41);
p =0,0195%).
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GRUFPPEN (MW £ 5D)

SPONGIOSALANGE 1 21 31 41
0 [0 Ny {1 m (2 ) (12m (14 M)
12 22 32 42
Sham —ns. — 8,780 4,386 - 11,204 1,120 —ns— 10,3585 =1,155 —p=0,03%6"— 8496+3,360
Lange [mm] 10,655 = 0,374 Ins. 1p=0,3001¢ ]2 < 0,0001= 1p=0,0001®
VY + Starnide —ns. — 4,745 + 2 488 —E£=00022"— FR141+1,796 — 05— 4,597 + 1378 —n.s — 2,556+ 0,331

Tabelle 3.3: Zusammenstellung der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung fiir die Spongiosalénge.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD) fiir die trabekuldre Ausdehnung in mm. Die Einteilung erfolgte nach Monaten (0, 1, 3, 12 und 14 Monate) und

Untergruppen in Sham bzw. OVX + Steroide: 0 Monate (0); 1 Monat Sham (11), 1 Monat OVX + Steroide (12); 3 Monate Sham (21), 3 Monate OVX + Steroide (22); 12 Monate Sham
(31), 12 Monate OVX + Steroide (32); 14 Monate Sham (41), 14 Monate OVX + Steroide (42). Signifikanzangaben zum zeitlichen Verlauf zwischen aufeinanderfolgenden
Untergruppen sind kursiv gedruckt. Vergleiche innerhalb der Monate zwischen den Untergruppen und Angaben der Signifikanzen haben die Markierung “J*. Nicht signifikante

Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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IV DISKUSSION

IV DISKUSSION

Die adaquate und friihzeitige Diagnostik der Osteoporose stellt sich in der Medizin
immer noch als ein nur notdurftig geléstes Problem dar.

Aufgrund der bis heute noch nicht vollstdndig verstandenen Veranderungen auf
hormoneller und molekularer Ebene gestaltet sich auch die Therapie der Osteoporose
selbst als auch ihrer Folgeerscheinungen, wie beispielsweise die Frakturheilung und

-versorgung, schwierig.™’

Meist beschranken sich Osteoporosemodelle der Ratte auf die Induktion der
postmenopausalen Osteoporose mittels Ovarektomie (OVX). Die Etablierung dieses
Modells kann aufgrund der gro3en Datenlage inzwischen als gesichert bezeichnet

Werden18,132,142

und die Verwendung zu weiteren Fragestellungen, wie z.B. das
Einwachsverhalten von Biomaterialien im osteoporotischen Knochen'’, herangezogen
werden.

Auch diese Arbeit befasst sich mit der praklinischen Grundlagenforschung. Zur Analyse
der mikroarchitektonischen Strukturparameter wird die mikro-computertomographische
Technologie eingesetzt. Ergebnisse auf der Grundlage eines Tiermodells, das
Ovarektomie und Steroidtherapie vereint, gibt es jedoch nur wenige, sich zum Teil
widersprechende. Daher sollen die Erkenntnisse dieser Arbeit eine Datengrundlage fiir
weitere in diese Richtung ausgelegte Studien sowie einen Ausgangspunkt fir

Beobachtungen mit &hnlich langer Laufzeit darstellen.

1 MIKRO-COMPUTERTOMOGRAPHIE

Eine Vielzahl von Studien beschaftigt sich seit geraumer Zeit im Rahmen der
Grundlagenforschung mit der Veranderung der kndchernen Mikrostruktur. Durch
stetige Fortschritte in der Technik kénnen immer wieder neue Erkenntnisse gewonnen
werden, die bei der Etablierung neuer Diagnose- und Behandlungsstrategien einen
grolien Stellenwert besitzen. Anfangs nur durch zweidimensionale Schnitttechniken
wie die Histomorphometrie zu erreichende Aufldsungen und Darstellungen des
Trabekelwerkes koénnen seit den frihen 1980er Jahren mithilfe der Mikro-
Computertomographie ersetzt und durch das Vorhandensein dreidimensionaler

Volumendatensatze verbessert werden.®°

Lange Zeit bot die Histomorphometrie mittels histologischer Untersuchungen als
einzige Technik, die eine Auflésung unter 200 um gewahrleistet, die Mdglichkeit

kleinste Strukturen qualitativ und quantitativ zu erfassen. Gerade zur Bestimmung und
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Etablierung einer immer groRer werdenden Anzahl an Strukturparametern des
spongitsen Knochens und Erfassung kleinster Trabekel leistete die Histomorphometrie
einen enormen Beitrag. Bis heute gilt sie daher als Goldstandard in der
Grundlagenforschung. lhre doch bedeutenden Nachteile, wie z.B. das invasive und die
Probe zerstérende Vorgehen, die eher zuféllige Auswahl und das geringe zu
quantifizierende Volumen wurden akzeptiert aufgrund einer deutlich schlechteren
Auflésung von z.T. weit tGber 0,5 mm mittels klinischer Untersuchungsmethoden, wie
QUS, QCT, Spiral-CT. Einen jedoch wichtigen Aspekt stellt v.a. in der Osteoporose-
Forschung die Konnektivitat einzelner Strukturen und Vernetzung in unterschiedlichen
Ebenen dar. Interpolierende Verfahren ermitteln aus der Zweidimensionalitat der
histomorphometrisch ermittelten Daten ein dreidimensionales Bild, das allerdings nur
annaherungsweise der Originalstruktur gleicht.

Die Mikro-Computertomographie kann seit nun ca. 30 Jahren in der
Grundlagenforschung einen erheblichen Beitrag zur Osteoporose-Forschung leisten'’®,
indem sie v.a. die aufgezahlten Nachteile der Histomorphometrie Gberwinden und
durch sich stetig verbessernde Techniken immer neue Errungenschaften darbieten
kann.'®® Eine feinere Aufldsung, genauere und verschiedenste dreidimensionale
Darstellungen der Strukturen sowie inzwischen bereits in-vivo Messungen kleiner
Labortiere sind dabei wichtige Meilensteine in der Historie der uCT, die diese Technik
zu einem mittlerweile nicht mehr wegzudenkenden Hilfsmittel werden lassen.'®% 164177
Aufgrund limitierender technischer Parameter sind der Mikro-Computertomographie
aktuell noch Grenzen gesetzt, die daher zu erwahnende Nachteile darstellen. Denn
zum einen ist durch die meist vorhandene CCD-Kamera mit 10242 Pixeln eine
naturliche Begrenzung der Probengréf’e gegeben, so dass momentan maximal
Probenvolumina im Bereich zwischen mm? und cm?® untersucht werden kénnen. Des
Weiteren ergeben sich deutlich langere Scanzeiten als bei klinisch eingesetzten
Computertomographen, was einen Einsatz im Kliniksalltag momentan noch unméglich
werden |asst.

Nichtsdestotrotz stellt die uCT eine faszinierende Technik zur weiteren Erforschung
ossarer Strukturen sowie deren Verbindungen und eventueller Erkrankungen dar, die

mithilfe der Untersuchung kleiner Tiermodelle stetig Fortschritte aufweisen kann.

2 TIERMODELL

Knochenaktivitaten und Umbauvorgange im Skelettsystem der Ratte werden
inzwischen dem des Menschen als gleichgesetzt angesehen, solange einige

wesentliche Punkte berlicksichtigt werden.
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Junge Ratten mit einem Alter von nur einigen Wochen zeigen anfangs einen
Stoffwechsel auf, der sich von dem humanen Remodeling mit der klassischen und
aneinander gebundenen Abfolge von Aktivierung — Abbau — Aufbau unterscheidet.
Neben der Tatsache, dass der Knochen in verschiedenen Regionen unterschiedliche
Raten der beiden Aktivitdten vorzuweisen hat, ist ein Wechsel zum Remodeling nicht
im gesamten Skelettsystem zum gleichen Alter anzutreffen. In einer Arbeit zu den
haufig zur Osteoporoseforschung herangezogenen Regionen von Erben et al.'*® lag in
der Lendenwirbelsaule im Alter von drei Monaten der prozentuale Anteil des
Remodelings schon bei 70%. In der proximalen Tibia konnten zum gleichen Zeitpunkt
lediglich 20% der humanen Stoffwechselaktivitat, nach neun Monaten tber 50% und
nach einem Jahr (iber Zweidrittel nachgewiesen werden."® Auch das Langenwachstum
sowie die physiologische Zunahme des Knochengehaltes bis zum Erreichen der ,Peak
Bone Mass* zeigt eine Regionen-spezifische Dauer. Um Knochenproben zu erhalten,
die moglichst genau den menschlichen Knochenstoffwechsel wiedergeben, ist es
daher ratsam bestimmte Bereiche, wie die an die Epiphysenfuge oder direkt
endokortikal anschlieBende Spongiosa auszuschlieRen.**'*® Wahrend Erben et al.'*® in
drei Monate alten Wirbelkdrpern einen Abstand des VOIs von je Boden- und
Deckplatte von 500 pm gewahlt und ab sechs Monaten auf 0,25 mm reduziert haben,
ist in der vorliegenden Arbeit eine konstante Distanz zwischen Probenstart und
Bodenplatte von 350 um in allen Altersklassen festgelegt worden. In der Metaphyse
der proximalen Tibia sind die Verhaltnisse der Stoffwechselaktivitadten etwas anders

1.'4® entschieden sich fir eine schrittweise Reduktion der Distanz von

und Erben et a
1mm bei drei Monaten tber 0,5 mm nach einem halben Jahr bis zu 250 ym ab einem
Alter von neun Monaten. Um einheitliche Proben von genau gleicher Stelle vorliegen
zu haben, ist in dieser Arbeit der Abstand von 500 pm (Tangente der Epiphysenfuge zu
Probenbeginn) stets ausgemessen worden. Ab der Gruppe 2x mit 3 Monaten
Beobachtungszeitraum und einem Alter von gut sechs Monaten stimmen die Distanzen

sogar groftenteils Gberein.

3  VERANDERUNGEN DER STRUKTURPARAMETER UND
SPONGIOSALANGE

3.1 BV/TV UND TRABEKULARE AUSDEHNUNG DER TIBIA

Der Osteoporose liegt ein Verlust an Knochenmasse zugrunde, der in Studien zu

38,39 138

humanen wie tierischen'*® Knochenproben als eine Abnahme in BV/TV sowie in der

Knochendichtebestimmung mittels DXA®' mehrfach bewiesen werden konnte.
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Die bisher vorliegenden Daten beschréanken sich jedoch meist auf eine durch
Ovarektomie induzierte Osteoporose bei Ratten und anderen Tiermodellen, die die
postmenopausalen Knochenstoffwechsel widerspiegeln.

Wronski et al. untersuchten bereits Mitte der 1980er Jahre in histologischen Schnitten
von Lendenwirbelkérpern' und metaphysarer Spongiosa proximaler Tibiag™?'"®
Veranderungen nach OVX auf mikroarchitektonischer sowie zelluldrer Ebene. Dabei
zeigten sich zeitliche Unterschiede im Auftreten erster Reduktionen des Gewebes und
Zeitpunkt des Erreichens eines etwa gleichbleibenden Niveaus. Wahrend das
Knochenvolumen der Verlgleichs-Gruppen in etwa konstant blieb und keine
signifikanten Zu- bzw. Abnahmen verzeichnete, lie sich in LWK und Tibia eine
schnelle Phase im Verlust des Trabekelwerkes zusammen mit einem erhdhten
Knochenum- und —abbau darstellen. Die metaphysaren Trabekel der Tibiae reagierten
auf die veranderte Hormonlage frih und bereits nach vierzehn Tagen konnte eine
signifikante Abnahme in BV/TV ermittelt werden, die nach ca. 100 Tagen in konstant
bleibende Werte des Volumens Ulberging."”® Im LWK zeigte sich eine Reduktion erst
nach ungefahr zwei Monaten. Der weitere Knochenverlust gestaltete sich langsam im
Bereich von ca. 10% und sank erst zwischen 180 und 270 Tagen Beobachtungsphase
nochmals merklich, so dass letztendlich das Knochenvolumen von anfanglich ca. 35 %
auf ungefahr 20% abfiel.'”®

Diese Beobachtungen stimmen tendenziell mit den dieser Arbeit zugrundeliegenden
Ergebnissen Uberein. Aufgrund etwas zeitversetzt gewahlter Messpunkte ist eine nicht
genau deckungsgleiche Gegenuberstellung mdglich. Der Trend uUber die lange
Studiendauer ist jedoch identisch. Ebenso wie bei Wronski et al."”®'"® zeigen sich auch
in der Sham-Gruppe dieser Arbeit (Gruppe x1) Schwankungen der Knochenvolumina.
Ein Ansteigen des BV/TV in WK und Tibiae bis zur Gruppe 21 (Alter ca. sieben
Monate) sowie ein darauffolgend bestimmter Abfall nach neun Monaten in Gruppe 31
kann auf ein zwischenzeitliches Erreichen der ,Peak Bone Mass“ mit ca. zehn
Monaten'? hinweisen. Die Zeitpunkte des sichtbaren Abfallens von BV/TV sowie das
Erreichen eines gewissen Plateaus sind bei WK und Tibiae in beiden Studien ahnlich.
Somit zeigen sich auch in dieser Arbeit deutlich friihere Auswirkungen auf den
Knochenstoffwechsel in der proximalen Tibia als in den vertebralen Knochenproben.
Tendenziell nehmen die tibialen Volumina deutlicher ab als die Wirbelkérper. Allerdings
sind in den ovarektomierten Tieren mit Steroidtherapie (OVX + Steroide, x2) in beiden

Regionen starkere BV/TV-Abnahmen zu verzeichnen.

Die Forschungsgruppe um Shen'® untersuchte ebenfalls strukturelle Verénderungen

der metaphysaren Tibia von weiblichen, zum Teil ovarektomierten Sprague-Dawley
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Ratten unter dem Einfluss des Glukokortikoids Prednisolon. Nach einer vier-wdchigen
Studienlaufzeit lag das BV/TV der OVX-Ratten bereits signifikant unter dem der Sham-
Tiere. Ein ganz anderes Bild konnte jedoch unter Steroidtherapie dargestellt werden.
Eine reine Gabe von Prednisolon erhdhte das relative Knochenvolumen im Vergleich
zur Sham-Gruppe und die Kombination von OVX und Prednisolon (Pred+OVX) liel
den Wert des BV/TV unverandert zur Verlgleichs-Gruppe bestehen. Aufgrund dieser
Ergebnisse schrieben Shen et al. Glukokortikoiden eine Knochen erhaltende Funktion
zu, die der Reduktion des Knochenvolumens durch Ovarektomie entgegenwirkt.'*®
Diese Ergebnisse gleichen den Werten der Tibiae in den Gruppen 11 und 12
(Beobachtungszeitraum 1 Monat) dieser Arbeit. Denn beide kombinierten
Osteoporose-Gruppen zeigen zu den jeweiligen Sham-Werten nach vier Wochen
Steroidgabe keine signifikanten Unterschiede im BV/TV.

In der Arbeit von Fukushima et al.'** wurde bei OVX-Ratten mit Methylprednisolongabe
(MPA) ein Beobachtungszeitraum Uber finf Monate festgelegt. Anzumerken ist, dass
die MPA-Gabe erst vier Wochen nach Ovarektomie erfolgte, sodass die
postmenopausale Hormonlage bereits einen Monat bestand bevor die kombinierte
Osteoporose induziert wurde. Es ist daher zu Uberlegen, ob das Ansteigen des BV/TV
in der OVX-MPA-Gruppe zwischen acht und zwdIf Wochen auf eine, wie Shen et al'*®.
diskutierten, osteoprotektive Wirkung der Steroide zu Beginn der Therapie gegenulber
der Ovarektomie zurtckzufihren ist. Im weiteren Verlauf nach acht-woéchiger
Steroidgabe bzw. zwdlf-wochiger Beobachtung lag dann ein signifikant niedrigeres
Knochenvolumen zu gleichaltrigen Sham-Ratten vor.'*

Auch die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Werte zeigen zwischen den Gruppen
21 (Sham) und 22 (OVX + Steroide) nach 3 Monaten einen deutlichen Rlickgang von
BV/TV, was jedoch auch auf das erneute Ansteigen des Knochenvolumens der
Vergleichstiere zuriickgefiihrt werden kann.

Bei der sehr langen Studiendauer Uber insgesamt 14 Monate stellt diese Arbeit einen
weiteren Verlust in BV/TV unter der Kombination von OVX und Gabe von
Dexamethason, eines hoch wirksamen Glukokortikoids, dar. Dieser Verlust halt um ein
Vielfaches langer an und {iberdauert das von Wronski et al."® beschriebene Erreichen
eines gleichbleibenden Niveaus des BV/TV-Wertes nach ca. 100 Tagen durch
Ovarektomie. Die Art der Verlaufe ahnelt sich jedoch trotzdem.

LoCascio et al.'®

sprechen von einem negativ exponentiellen Verlauf des durch
Steroidtherapie bedingten Verlustes des Knochenvolumens im menschlichen
Beckenkamm. Er durchlauft zwei Stadien. Deutlich starkere Abnahmen kénnen in den
Anfangsmonaten der Therapie nachgewiesen werden, die danach einen eher

schleichenden Verlauf annehmen.'**'¢
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Vor allem axiale Regionen des Skelettsystems sind von der Steroid-induzierten
Osteoporose betroffen, sodass besondere Aufmerksamkeit den Wirbelkérpern
gewidmet werden sollte."°

In der vorliegenden Arbeit stellt der hochsignifikante Rickgang des Knochenvolumens
BV/TV des Wirbelkérpers Th10 eine sichere Erkenntnis dar, der erst zwischen drei und
zwolf Monaten post Ovarektomie signifikant nachweisbar ist und sich Uber die gesamte
Beobachtungsdauer von vierzehn Monaten hinzieht. Im letzten Abschnitt der
Studienlaufzeit flacht die Reduktion jedoch deutlich ab.

Die Beobachtungen von Wronski et al.'®'®, LoCascio et al.'®, Manolagas und
Weinstein'™® sowie von dieser Arbeit beschreiben demnach alle in Proben
unterschiedlicher Regionen und Osteoporosearten — alleinige Steroidtherapie,
postmenopausale Hormonlage oder kombiniert — keinen kontinuierlichen sondern

einen zu Beginn rasanten Knochenverlust, der nach und nach abebbt.

Mithilfe der mikro-computertomographischen Schnittbilder und Rekonstruktionen kann
dieser negative Einfluss eindrucksvoll dargestellt und die Reduktion von BV/TV
visualisiert werden. Der drastische Rickgang der trabekularen Ausdehnung der Tibiae
wird anhand der Bilder besonders deutlich und entspricht der Abnahme des
Knochenvolumens, sodass man von einem Abbau des Trabekelwerkes beginnend in
der Diaphyse ausgehen kann, der sich bis zur Epiphysenfuge ausbreitet und zuletzt
Bereiche betrifft, an denen kortikale Strukturen einen schmaleren Spongiosaraum
zulassen, wie die proximale laterale Spitze der Metaphyse. Eine mogliche Erklarung
dieser Abfolge ware die Druckbelastung und trajektorielle Ausrichtung der Trabekel, die
in der zuletzt betroffenen Region der Metaphyse die geringste Strecke vorzuweisen hat
und dort somit aufgrund der Druckverhaltnisse am ehesten dazu angehalten werden
kann, das Trabekelwerk aufrecht zu erhalten.

Eine entsprechende Untersuchung uber diese Art der Spongiosalangenmessung

konnte in der Literatur bei Fukushima et al.'®

gefunden werden. Auch hier konnte ein
signifikanter Rlckgang der trabekularen Ausdehnung in der Kombinations-Gruppe
(OVX-MPA) sowohl im Vergleich zur Sham- als auch zur Kontroll-Gruppe nach 20
Wochen detektiert werden. Dies entspricht den Resultaten der vorliegenden Arbeit. Bei
allerdings nicht standardisierten Messvorgaben erscheinen weitere Vergleiche der

Absolutwerte nicht sinnvoll.

Aufgrund der Regionen-spezifischen Mikroarchitekturen'’ und unterschiedlichen
Manifestationspunkte der induzierten Osteoporose'”®'”® kénnen Ergebnisse zwischen
Tibiae und Wirbelkérpern nur schwer miteinander verglichen werden. Die wenigen zur

Verfugung stehenden Studien Uber Steroidgaben oder/und deren Kombination mit
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einer Ovarektomie bei Ratten beschranken sich zudem in der histomorphometrischen

Bestimmung der Knochenprobe meist auf die proximale Tibia.'>1°"152181

3.2 TB.TH, TB.N UND TB.SP

Eine Abnahme der Knochenmasse im Alter ist physiologisch und in beiden
Geschlechtern nachzuweisen.>?® Diese kann zum einen durch eine Abnahme der
trabekuldaren Anzahl sowie zum anderen durch ein Ausdinnen der einzelnen
Knochenbalkchen bedingt sein. Bei weiblichen Patientinnen ist vor allem ein Rickgang
in Tb.N festzustellen, wohingegen bei Mannern hauptsachlich ein Dinnerwerden der
trabekuldren Strukturen ermittelt werden kann.?® Das in jungen Jahren dichte Netz aus
Spongiosa verandert seine Morphologie somit zusehends zu zum Teil weiter

voneinander entfernten, vereinzelten bzw. diinneren Trabekeln.*

Auch bei an Osteoporose erkrankten Patienten zeigt sich eine deutliche Reduktion des
BV/TV. Betrachtet man jedoch die strukturellen Veranderungen der Mikroarchitektur,
die der Abnahme zugrunde liegen, sind bei verschiedener Atiologie der Osteoporose —
postmenopausal bzw. Steroid-induziert — markante Unterschiede auszumachen.
Wahrend, wie bereits im Rahmen des Alters-assoziierten Knochenschwundes bei
Frauen auftretend, ein deutlicher Rickgang in der Trabekelzahl in postmenopausalen
Osteoporoseproben vorliegt, ist ein Charakteristikum der Steroid-induzierten

Osteoporose die Abnahme der Trabekeldicke.'?130:1%0

In den Studien zu beiden genannten Osteoporosearten am Tiermodell der Ratte liegen
jedoch nicht ganz einheitliche Ergebnisse besonders beztiglich der Tb.Th vor.

Nitta et al."®' beschrieben nach einer achtwochigen Studienlaufzeit eine markante
Abnahme der Trabekeldicke und konsekutiv des BV/TV bei den mit
Methylprednisolonacetat (MPA) behandelten Tieren im Vergleich zu ovarektomierten
Ratten bzw. der Kontroll-Gruppe. Histomorphologisch lieRen sich nach dieser Zeit noch
keine Unterbrechungen des Trabekelnetzwerkes der proximalen Tibia feststellen.

Auch Iwamoto et al.'®' konnten einen Einfluss nach ein-monatiger Gabe von
Methylprednisolon auf Tb.Th und relatives Knochenvolumen in Form von signifikanten
Ruckgangen im Vergleich zur Sham-Gruppe nachweisen.

In einer Studie, die Uber 20 Wochen Resultate aus Ovarektomie und Steroidtherapie
(OVX-MPA) denen von OVX-Ratten sowie einer Sham-Gruppe gegenuberstellt,
ermittelten Fukushima et al.™®® eine signifikante Abnahme der trabekuliren Dicke
zwischen OVX-MPA- und Sham-Gruppe nach zwdlf Wochen. Zu einer friiheren sowie

spateren Messung wiesen die Werte fir Tb.Th zwischen den OVX-MPA- und Sham-
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Tieren sowie zwischen der OVX- und Sham-Gruppe leicht erniedrigte jedoch keine
signifikanten Unterschiede auf. Die trabekulare Dicke aller drei Gruppen konnte
ungefahr das Niveau der Kontrolltiere zu Studienbeginn halten. Das erwartete
Ausdiinnen der Knochenbéalkchen durch die Gabe von Glukokortikoiden blieb bei den
OVX-Ratten aus. Die Tb.Th nahm im gesamten Verlauf sogar minimal zu und nur ein
nicht signifikant starkerer negativer Einfluss auf die Entwicklung der Dicke bei
Kombination (OVX-MPA) im Vergleich zu alleiniger Ovarektomie konnte ermittelt
werden.

Auch Shen et al."* untersuchten Verdnderungen der Strukturparameter Tb.Th und
Tb.N bei OVX-Ratten unter Prednisolongabe, Tieren mit alleiniger Ovarketomie bzw.
Steroidtherapie sowie je einer Sham- und Kontroll-Gruppe. Es erfolgte nur eine
Messung der tibialen Spongiosa nach vier-wdchiger Laufzeit. Samtliche Werte der
Th.Th zeigten keine signifikanten Unterschiede. Beide Gruppen mit zusatzlicher
Prednisolontherapie konnten sogar das Niveau der Sham-Ratten halten (Pred+0OVX)
bzw. dickere Trabekel (Pred) vorweisen. Lediglich die reine Ovarektomie liel3 ein
leichtes Ausdinnen der Knochenbdlkchen zu. Ebenso deutlich bezuglich der
Prednisolonwirkung waren die Veranderungen in der trabekularen Anzahl. Wie bereits

2841 \waren auch in dieser Studie die Trabekel nach

haufig in der Literatur nachgewiesen
Ovarektomie signifikant zu gleichaltrigen Ratten in ihrer Anzahl reduziert. Die Gabe des
Glukokortikoids hob diese Wirkung nach vier Wochen scheinbar auf und lie® die Tb.N
zwischen Sham und Pred+OVX unverandert. Ohne Ovarektomie erreichte die Gruppe
mit Prednisolon noch héhere Trabekelanzahlen als die Kontroll- bzw. Sham-Gruppe.
Shen et al. schrieben dem Steroid eine gewisse Schutzfunktion zu, die die
Aufrechterhaltung der Trabekelanzahl und Abschwéachung anderer Risikofaktoren zum
Zeitpunkt von vier Wochen begiinstigt."*® Generell ist eine Erhéhung des Tb.N-Wertes
nicht mehr mdglich, sobald die skelettale Reife und somit maximale Knochenmasse
erreicht ist.*® Bei dem ermittelten Anstieg und noch geringem Alter der Ratten von
einem halben Jahr bei Studienbeginn kénnte es sich demnach zusatzlich um ein noch
physiologisches Anreichern trabekularen Gewebes gehandelt haben. Durch die
Ovarektomie wurde dieser Vorgang unterbunden, konnte sich hingegen unter
Prednisolongabe durch bisher nicht vollstdndig bekannte zellulare und molekulare

Interaktionen fortsetzen.

Die wenigen zur Verfligung stehenden Studien, die sich mit der Steroid-induzierten
Osteoporose im Tiermodell der Ratte beschaftigen, zeigen somit bezlglich der
alleinigen Glukokortikoidwirkung auf Tb.Th und Tb.N nicht ganz einheitliche

Ergebnisse.'>"*""8! Betrachtet man die Tendenzen bei Kombination von OVX und
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Steroidgabe, fallt bei den relativ kurzen Studienlaufzeiten jedoch ein markanter
Unterschied im Sinne eines Aufrechterhaltens der trabekularen Dicke auf.'**'%?

Die Resultate der vorliegenden Arbeit knupfen zum Teil an die bereits genannten
Beobachtungen an.

Die Trabekeldicke der Tibiae weist somit nach 1 Monat Zunahmen in der Sham- und
OVX + Steroide-Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Wie auch mithilfe der
ein-monatigen Beobachtung von Shen et al.'® dargestellt, sind in der Kombinations-
Gruppe (Pred+OVX bzw. OVX + Steroide) minimale, nicht signifikant dickere Trabekel
im Verhaltnis zur Sham-Gruppe nachzuweisen. Auch nach 3 Monaten ist ein weiteres
leichtes Dickenzuwachs zu vermerken, das sich mit den Ergebnissen der Gruppe um
Fukushima'® nach 20 Wochen OVX bzw. 16 Wochen Kombination OVX-MPA deckt.
Dieser Trend kann Uber die Messzeitpunkte 12 und 14 Monate verifiziert und deutlich
dargestellt werden. Die starke Zunahme der Dicke ist in den mikro-
computertomographischen Bildern ebenfalls gut visualisierbar (siehe Abbildungen 3.9,
3.10).

In der Entwicklung der Trabekeldicke des Wirbelkdrpers Th710 kann ebenfalls keine
signifikante Abnahme ermittelt werden. Die Werte bleiben Uber die gesamte
Studienlaufzeit ungefahr konstant auf einem Niveau und ahneln dem Wert der Kontroll-
Gruppe. Ein leichter Dickenzuwachs nach 3 Monaten konnte auch hier einer
physiologischen Anreicherung der Knochenmasse bis zum Erreichen der Skelettreife
entsprechen, die im Verlauf bis zur ndchsten Messung nach 12 Monaten Beobachtung
wieder abgenommen hat. Ein deutlicher Anstieg in Tb.Th, wie in den Tibiae ermittelt, ist

bei den Wirbelkdrpern dieser Arbeit jedoch nicht zu finden.

Durch alleinige Glukokortikoidgabe konnten lwamoto et al.'®' darstellen, dass bereits
nach vier Wochen eine signifikante Abnahme der Trabekelanzahl in der proximalen
Tibia der Ratte nachweisbar ist. Lediglich die Gruppe um Shen'® befasste sich bei
ihren Beobachtungen der ovarektomierten Ratten unter Steroidtherapie mit
Veranderungen in Th.N. Die bereits erwahnten Resultate zeigten nach vier Wochen ein
ungefahr gleiches Vorkommen von trabekuldren Strukturen zwischen der Pred+OVX-
und gleichaltrigen Sham-Gruppe.

In der vorliegenden Arbeit ist zum Zeitpunkt 1 Monat zwar eine etwas kleinere Anzahl
an Trabekeln in den Tibiae der OVX + Steroide-Gruppe (12) nachzuweisen, jedoch
kein signifikanter Unterschied zu den Sham-Tieren (11) auszumachen. Nach 14
Monaten weist die Anzahl an Trabekeln der Tibiae in der Gruppe OVX + Steroide (42)
dann einen hoch signifikanten Rickgang auf. Auch in den Knochenproben der Th10er

kann diese Entwicklung ermittelt werden, die Reduktion der Absolutwerte ist dort
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jedoch etwas geringer. Der zeitliche Verlauf zeigt bei beiden Regionen deutliche
Parallelen zur Abnahme des BV/TV.

Bei der sehr kurzen Studienlaufzeit der Gruppe um Shen'® werden Daten akquiriert,
die eventuell zu verfalschenden, frihzeitigen Interpretationen der Wirkung von
Glukokortikoiden auf die Mikroarchitektur des postmenopausalen Knochens fihren.
Denn aufgrund des in der vorliegenden Arbeit sichtbar ahnlichen Verlaufes von Tb.N
und BV/TV in Tibiae und Wirbelkérpern kommt es mdglicherweise erst verzdgert zu
einer Abnahme von Trabekelzahlen, die nach beispielsweise einmonatigen

Beobachtungszeitrdumen noch nicht erfasst werden kann.

Die in dieser Arbeit ebenfalls ermittelte intertrabekulare Distanz der Tibiae zeigt in
ihrem Verlauf eine leicht zeitverzogerte, negative Korrelation zur Trabekelanzahl
sowohl in der Sham- als auch der OVX + Steroide-Gruppe. Bei einer Abnahme in Tb.N
erfolgt nach Datenlage ein Ansteigen der Tbh.Sp. Das reziproke Verhalten kann ebenso
nachgewiesen werden.

Dieser Zusammenhang ist auch in den Wirbelkérpern zu erkennen. Wahrend
beispielsweise in der Kombinationsgruppe OVX + Steroide die trabekulare Anzahl
bereits nach einem Monat beginnt, signifikant zu sinken, nimmt die Entfernung
zwischen einzelnen Trabekeln etwas versetzt zum nachsten Messpunkt zwischen 3
und 12 Monaten hoch signifikant zu.

Ein direktes Zusammenspiel der Tb.Sp mit einer Anderung in Tb.Th wird in der
vorliegenden Arbeit nicht gesehen.

1.'®2 untersuchten humane Knochenproben des Beckens

Dalle Carbonare et a
postmenopausaler Patientinnen mit manifester Osteoporose (PMOP) und =z.T.
zusatzlich einer Steroidtherapie von mindestens 7,5 mg Prednisolon taglich tber mehr
als ein halbes Jahr. Zudem wurde eine Einteilung in niedrig- (LGC) bzw. hoch-dosierte
(HGC) Glukokortikoidtherapie vorgenommen, die interessante Ergebnisse zeigte. Die
Hohe der Dosis hatte demnach entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung samtlicher
Strukturparameter. Die Trabekelanzahl war in der HGC-Gruppe signifikant gegentber
der PMOP-Gruppe reduziert, was sich mit Beobachtungen der vorliegenden Arbeit
deckt. Bei einer nur geringen Dosierung des Glukokortikoids lief3 sich allerdings eine
zwar nicht signifikante, jedoch héhere Zahl an Knochenbalkchen als in reinen PMOP-
Knochenproben finden. Die intertrabekuldre Distanz Tbh.Sp war, entsprechend des
Tb.N-Verlaufes der HGC-Gruppe, signifikant grof3er als bei reinen postmenopausalen
Osteoporose-Patientinnen. Ein deutlicher Unterschied zur vorliegenden Arbeit sowie

/. 145

den Studien von Shen et al."* und Fukushima et al."®® lag in der trabekuléren Dicke.

Wie auch bei einer alleinigen Steroid-induzierten Osteoporose beim Menschen'?*'%°
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konnte in osteoporotisch veranderten Knochenproben postmenopausaler Frauen unter
Steroidtherapie ein signifikanter Rickgang in Tb.Th zwischen der HGC- und PMOP-
Gruppe sowie zwischen der HGC- und LGC-Gruppe nachgewiesen werden. Die
Trabekeldicke der postmenopausalen Osteoporose-Patientinnen mit niedrig-dosiertem
Glukokortikoid unterschied sich jedoch in der leichten Abnahme nicht signifikant von
dem Wert der PMOP-Gruppe.'®

Diese Differenz der Resultate in einem fiir die Steroid-induzierte Osteoporose
charakteristischen Strukturparameter wirft daher Fragen auf, ob dies ein einmaliges
Geschehen war bzw. ob sich die Kombination von postmenopausaler Hormonlage und
Glukokortikoidgabe auf einige Strukturparameter im menschlichen Knochengewebe
anders auswirkt als auf die Proben des Tiermodells der Ratte. Um dies zu klaren
bedarf es allerdings weiterer Studien mit gleichem Aufbau und identischer Bestimmung

der Parameter in Mensch und Ratte.

3.3 TB.PFUND SMI

Bereits in den frilhen 1980er Jahren beschaftigten sich Parfitt et al.® mit den
Veranderungen trabekularer Strukturen, der Abnahme in Anzahl und Dicke der

Knochenbalkchen bis hin zu Perforationen dieser.

Mit der Entwicklung des Strukturparameters Trabecular Pattern Factor Tb.Pf durch
Hahn et al." ist inzwischen eine frilhe quantitative Detektion solcher Perforationen
durch ein rasches Ansteigen des Wertes moglich. Die Konnektivitat der Trabekel nimmt
durch zahlreiche Perforationen erheblich ab, die mikroarchitektonische Ausrichtung
wird grundlegend verandert und der vor allem gegeniber Kompressionskraften
bestehende Widerstand des netzférmig angeordneten Trabekelwerkes im
Wirbelkérper® ist nicht mehr im gleichen MaRe vorhanden.®'">17

Die Forschungsgruppen um Parfitt’® und Hahn'"® verbinden beim Alters-assoziierten
Knochenverlust sowie bei der postmenopausalen Osteoporose in erster Linie den
Rickgang der Trabekelanzahl mit der Ausbildung von Perforationen und somit dem
Anstieg in Tbh.Pf. In der vertebralen Spongiosa zeigt sich in diesem Zusammenhang

687 was sich

eine deutliche Reduktion der Trabekel vor allem in der horizontalen Ebene
negativ auf die statischen Verhaltnisse auswirkt.®*%% Die Abnahme der Trabekeldicke,
die ebenfalls zur Verringerung des Knochenvolumens flhrt, lasst bei mannlichen
Patienten im hoheren Alter nach Hahn et al.'”® jedoch kaum Anderungen des

Trabecular Pattern Factors detektieren.
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Das Charakteristikum der reinen Steroid-induzierten Osteoporose, sind besonders
deutliche Abfélle in den Werten von Tb.Th. Ein gravierendes Dinnerwerden der
trabekularen Strukturen kann letztendlich auch in Perforationen minden. Auch hier

steht der Beurteilung des Tb.Pf-Verlaufes somit eine besondere Beachtung zu.

/.130 | 129

Beobachtungen von Aaron et a und Chappard et a unterstitzen dies. Sie gehen
in ihren Studien unter anderem auch auf histomorphometrisch ermittelte Perforationen
des Trabekelwerkes ein. In Knochenproben der Beckenregion von mit Glukokortikoiden

1."3° ab einer Tb.Th unter 0,1 mm zu ca.

behandelter Patienten konnten Aaron et a
fiinfzehn Prozent zahlreiche Perforationen nachweisen. Die Gruppe um Chappard'®®
untersuchte ebenfalls Spongiosa aus dem Bereich des Beckens, die sich jedoch
ausschliellich auf mannliche Probanden unter Steroidtherapie bzw. Kontrollen
beschrankte. Die signifikante Reduktion in BV/TV stand in deutlichem Zusammenhang
mit hochsignifikanten Abnahmen der Trabekeldicke. Eine weitere Unterteilung in
Proben unter (A) bzw. uber (B) 11% BV/TV wurde vorgenommen. Wahrend in den
deutlich reduzierten Knochenvolumina (A) in Tb.Pf, Tb.Th, Tb.Sp und Tb.N signifikante
Unterschiede zur Kontroll-Gruppe ermittelt werden konnten, bestand in den Proben
Uber elf Prozent BV/TV lediglich eine signifikante Verschlechterung der Werte von
Tb.Th sowie Tb.Pf. Trotz des erhdhten Tb.Pf zeigte sich dort das Netzwerk weiterhin
intakt. In Gruppe A hingegen fielen sichtbare Perforationen ab einer Trabekeldicke
unter 70 Mikrometer auf, die zu einem erheblichen Verlust im Trabekelverbund
fuhrten.'®

Perforationen sind somit sowohl mit der Abnahme der Trabekelanzahl assoziiert als
auch durch einen Rickgang in der trabekuldren Dicke begrindet. Das Ansteigen des
Trabecular Pattern Factor weist jedoch schon in sehr frihem Stadium auf
mikrostrukturelle Veranderungen hin bevor sie visuell deutlich in Form von
Perforationen oder gar ganzer Strukturdnderungen festzustellen sind."”

Erweitern sich diese Perforationen verschiebt sich das Verhaltnis zwischen konkaven
und konvexen Oberflachen zugunsten der Konvexitat vereinzelter Knochenbalkchen,
was den Anstieg in Tb.Pf erklart. In dreidimensionalen Strukturen und
Rekonstruktionen schlagt sich dies in einem Uberwiegen der stabférmigen Strukturen
nieder, die aus den anfangs vorherrschenden plattenahnlich angeordneten Trabekeln
hervorgegangen sind.**'" Dieses Verhaltnis 14sst sich wiederum durch die Zunahme

des Structure Model Index SMI darstellen.'®”"2

Die Veranderungen der beiden Strukturparameter kénnen auch in der vorliegenden
Arbeit nachgewiesen werden. Sowohl in den Knochenproben von Tibiae als auch

Wirbelkérpern verlaufen Anderungen in den Werten von SMI und Tb.Pf simultan ab.
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Aufgrund der bereits Ende der 1970er Jahre von Singh'”' beschriebenen Unterschiede
in Anordnung und Ausrichtung ossarer Strukturen sind nicht identische Ausgangswerte
des SMI in der Spongiosa der Tibiae und Wirbelkérper nur logische Folgen.

Wahrend die Th10er der Sham-Tiere bis kurz vor Schluss der Studienlaufzeit meist
negative Werte des SMI um Null und somit hauptsachlich platten-formig angeordnete
Trabekelaufweisen, deutet sich in der OVX + Steroide-Gruppe durch hohere Werte ein
Umbau zu stab-férmigen Strukturen an.'®”'? Die konstant negativen Werte des
Trabecular Pattern Factors der vertebralen Knochenproben sprechen fir tber lange
Zeit bestehende konkave Oberflachen und somit gute Vernetzungen der Trabekel in
den Sham-Ratten. Die rasanten Zunahmen der Osteoporose-Gruppe ab 3 Monaten
und vor allem auch zwischen 12 und 14 Monaten bieten einen quantitativen Nachweis
in der Umverteilung konkaver zu konvexen Strukturen mit deutlichem Uberwiegen
letztgenannter. Eine hoch signifikant schlechtere Konnektivitat ist die Folge.

Der Ausgangswert des Structure Model Index der Tibiae weist ein noch deutliches
Vorherrschen der platten-dhnlichen Trabekel auf, das im physiologischen
Alterungsprozess der Sham-Tiere einer leichten Vermehrung stabférmiger Strukturen
weichen muss. Diese architektonische Umwandlung wird quantitativ in den
osteoporotischen Proben (OVX+Steroide) noch deutlicher sichtbar. Bereits zeigen die
Absolutwerte des Tb.Pf der Gruppe Sham ein deutlich starkeres Vorkommen einzelner,
konvexer, nicht vernetzter Trabekel als dies in den WK der Fall ist. In den Tibiae der
ovarektomierten Ratten unter Steroidtherapie erhoht sich dieses Charakteristikum
nochmals und erreicht rein quantitativ ahnliche mikrostrukturelle Vernetzungen
konvexer Trabekel wie in den Wirbelkdrpern.

Die Detektion friiher mikrostruktureller Anderungen durch ein Ansteigen des Tb.Pf
erfolgt nach Hahn et al.'® vor einem Wechsel des Tb.N-Wertes. Da die Zeitpunkte der
Messungen jedoch relativ grolde Abstinde aufweisen, ist dies in dieser Arbeit nicht
darzustellen, sondern lediglich eine gleichzeitige Zu- bzw. Abnahme zu ermitteln. Auch
die von Wronski et al. geschilderten Unterschiede des zeitlichen Verlaufes des
relativen Knochenvolumens zwischen Tibiae und Wirbelkérpern nach Ovarektomie der
Ratten'”®"® finden sich im Verlauf der Strukturparameter Tb.Pf und SMI wieder.
Demnach sind im tibialen Trabekelwerk der Gruppe OVX + Steroide bereits zum
Zeitpunkt 1 Monat (12) signifikante Anstiege in SMI und Tb.Pf darzustellen. Der
Rickgang der Tb.N und konsekutiv der des relativen Knochenvolumens des
Wirbelkdrpers Th10 folgt den Anderungen in der Tibia. Ein signifikanter Anstieg des
Tb.Pf in der Gruppe OVX + Steroide des WK liegt zum Zeitpunkt 3 Monate (22) vor, die

signifikante Zunahme des SMI folgt zur nachsten Messung nach 12 Monaten (32).
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Anhand der hoch signifikanten Resultate der Strukturparameter SMI und Tb.Pf dieser
Arbeit, die wichtige Aspekte in der Morphologie des osteoporotischen Knochens
behandeln, wird eine Induktion der Osteoporose durch OVX und Glukokortikoidgabe im

Tiermodell der Ratte bestatigt.

Die Differenzen der Absolutwerte (0 bis 41 bzw. 0 bis 42) von Tb.Pf und SMI sind in
den Sham-Gruppen im Rahmen des physiologischen Alterns deutlicher in den
Knochenproben der tibialen Spongiosa ausgepragt. Betrachtet man jedoch die
Kombinations-Gruppe OVX + Steroide in Tibiae und WK, stellt man eine deutlichere
Zunahme von Th.Pf und SMI im Wirbelkérper Th10 fest.

Schlussfolgernd lautet eine moégliche Annahme, dass eine postmenopausale
Hormonlage mit gleichzeitiger Glukokortikoidgabe im Tiermodell der Ratte einen
gravierenderen Einfluss auf die Mikrostruktur der Wirbelkérper in Hinblick auf
Konnektivitdt und das Verhéltnis von platten- zu stab-ahnlich angeordneten
Knochenbalkchen aufweist. Diese Beobachtung deckt sich mit pathologischen DXA-
Messwerten sowie Frakturpravalenzen von Patienten mit Steroid-induzierter

Osteoporose. ™

Weitere Arbeiten, die sich mit der Bestimmung des Tb.Pf befassen, greifen auf humane
Beckenspongiosa zuriick. Beispielsweise verglichen Dalle Carbonare et al.'®
Spongiosa des weiblichen Beckenkamms nach Therapie mit niedrig-(LGC) bzw. hoch-
dosierten (HGC) Glukokortikoiden mit osteoporotisch veranderten Proben
postmenopausaler Frauen (PMOP). Die HGC-Gruppe wies dabei einen hoch
signifikant gréReren Tb.Pf auf als die PMOP-Gruppe. Bei Patientinnen mit geringer
Dosierung der Steroide konnte ein niedrigerer Absolutwert fir den Tb.Pf als in den nur
durch die postmenopausale Osteoporose veranderten Proben erfasst werden. Dies
deutet auf eine bessere Vernetzung der Trabekel hin. Mit einem Mittelwert von 2,26 +
1,62SD zeigte die PMOP-Gruppe somit Werte, die denen von Hahn et al.' erstmals
ermittelten Ergebnissen fir Th.Pf des Beckens postmenopausaler Frauen ahneln. Mit
einem Mittelwert des Trabecular Pattern Factors um ca. 5/mm lag die HGC-Gruppe
deutlich héher. Der zusatzlich ossare Einfluss des hoch-dosierten Glukokortikoids bei
gleichzeitig bestehender manifester postmenopausaler Osteoporose auf die
Mikroarchitektur wird anhand dieses Wertes im direkten Vergleich deutlich.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Tb.Pf-Resultate durch Ovarektomie und
Gabe des hochpotenten Glukokortikoids Dexamethason fallen noch gravierender aus.
Nach 14 Monaten Studienlaufzeit stehen Mittelwerte in Wirbelkérpern und Tibiae flr
einen drastischen Umbau des Trabekelwerkes mit vereinzelten, nicht vernetzten

Strukturen mit hauptsachlich konvexer Oberflache. Mogliche Grinde fur den im
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Vergleich enorm hohen Wert des Tb.Pf kdnnen zum einen die hochpotente Wirkung
oder auch lange Gabe des Dexamethasons sein. Zum anderen liegen mit Mensch und
Ratte Proben unterschiedlicher Spezies sowie mit Trabekelwerk aus der Beckenregion
bzw. Tibia und Wirbelsdule Proben unterschiedlicher Regionen und Mikroarchitekturen

vor.

34 1S

Die Anderung des i.S-Wertes spiegelt das Hinzukommen bzw. Verschwinden
trabekularer Strukturen an den zuvor definierten Begrenzungen des jeweiligen
Knochenvolumens VOI wider. Die trabekulare Schnittflache ist demnach besonders
hilfreich bei der Detektion von neu gebildetem Knochengewebe. Da sich dieser
Parameter spezifisch auf eine bestimmte Flache beschrankt, kann er bei
Osteosyntheseverfahren oder dem Einwachsverhalten von Implantaten interessante
Resultate liefern.”®’ Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse spielen daher
in Bezug auf die Fragestellung eine eher untergeordnete Rolle in der Darstellung der
mikroarchitektonischen  Veranderungen bei  ovarektomierten = Ratten  unter
Steroidtherapie. Als Datengrundlage fir Studien, die sich mit Prothesenimplantation
oder der Versorgung von Frakturen mittels Osteosynthesematerial in osteoporotisch
verandertem Knochen auseinandersetzen, sind diese Daten allerdings ein wichtiger
Baustein zum Vergleich der ermittelten Resultate.

Wahrend sich in den Tibiae der Gruppe Sham eine signifikante Vergrofterung der
Schnittflache des VOI zeigt, liegt Uber die gesamte Studienlaufzeit bei ovarektomierten
Ratten mit Steroidtherapie eine signifikante Reduktion vor. Dies macht sich nach 14
Monaten in einem deutlichen Unterschied beider Gruppen bemerkbar. Die Werte der
beiden Gruppen in den Wirbelkérpern zeigen zu Anfang einen ahnlichen Verlauf und
unterscheiden sich erstmals nach einem Jahr signifikant. Nach 14 Monaten sorgt eine
weitere Zu- bzw. Abnahme der i.S in der Sham- bzw. der OVX + Steroide-Gruppe fir
eine signifikante Differenz. Die Auswirkungen der Kombination von Ovarektomie und
Glukokortikoidgabe in  Form von Reduktion der durch VOI-Begrenzung
anzuschneidenden Trabekel kénnen somit auch in diesem Parameter deutlich gemacht

werden.

Die bei Implantaten definierten Schnittflachen liegen innerhalb des Trabekelwerkes und
haben keine nahere Verbindung zur Kortikalis. Bei den in dieser Arbeit ausgewahlten
Volumina befinden sich die trabekularen Schnittflachen der VOI immer in der

Zirkumferenz des kompakten Knochengewebes. Bereits Keshawarz et al.*® wiesen auf
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eine endokortikale Strukturveranderung bei postmenopausaler Hormonlage hin, die
neue, nicht der Ublichen Spongiosa entsprechende Trabekel entstehen lasst. Bei
eventueller Fehleinschatzung der rein visuell bestimmten ROI-Grenzen muss bei
diesem Parameter somit berticksichtigt werden, dass eine eventuelle Verfalschung der
Werte die Folge sein kann. Die moglicherweise auch in diesen Knochenproben neu
entstanden Trabekel durch Aushdhlung der Kortikalis konnten bei Aufnahme in das
jeweilige VOI ein noch drastischeres Absinken der Schnittflache in der OVX + Steroide-

Gruppe verhindert haben.

4  SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Zweifellos werfen weiterhin sowohl postmenopausale als auch Steroid-induzierte
Osteoporose jeweils per se noch viele Fragen auf, die in neuen Tiermodell-Studien
Aufklarung suchen.

Die Kombination dieser beiden ist aufgrund der hochkomplexen pathophysiologischen
Vorgange und unterschiedlichen Angriffspunkte in  Mikroarchitektur  und
Knochenstoffwechsel ein weites noch unerforschtes Feld, das durch demographischen
Wandel und haufiges Vorkommen in der Gesellschaft zunehmend an Brisanz gewinnt.
Die vorliegende Arbeit soll eine Datengrundlage zum Steroid-induzierten
Osteoporosemodell der ovarektomierten Ratte liefern, die dank einer Studienlaufzeit
von vierzehn Monaten einen guten Uberblick tber den Verlauf mikroarchitektonischer
Veranderungen in  Wirbelkérpern und  proximalen Tibiae und  somit

Vergleichsmoglichkeiten fir weitere Studien bietet.

Mit zum Teil drastischen Veradnderungen in sechs der sieben in dieser Arbeit
ermittelten Strukturparametern sowie in mikro-computertomographischen Bildern und
Rekonstruktionen kann ein Wechsel zu osteoporotischen Knochenverhaltnissen durch
die Kombination OVX + Steroide im Tiermodell Ratte deutlich aufgezeigt werden. Die
nicht-destruierende dreidimensionale Erfassung der Daten mittels Mikro-CT stellt einen
enormen Vorteil dar, der das Frakturieren der Proben reduziert, eine direkte
Berechnung der Werte ermdglicht und somit weitere Fehlerquellen ausschalten kann.

Uber die insgesamt 14 Monate sind ein deutlicher Riickgang der Th.N, gefolgt von
einer Abnahme in BV/TV, i.S und einem steigenden Wert der Tb.Sp zu verzeichnen.
Die Proben der beiden Regionen Th10 sowie Tibia zeigen dabei einen leichten
zeitversetzten Beginn dieser Verlaufe. Des Weiteren sind osteoporotische
Auswirkungen auf das Trabekelwerk teilweise Regionen-spezifisch starker ausgepragt,

was jedoch nicht immer einfach zu ermitteln ist. Das relative Knochenvolumen BV/TV
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scheint jedoch in der proximalen Tibia prozentual deutlicher abzunehmen. Die
Strukturparameter SMI und Tb.Pf zur quantitativen Bestimmung der Mikrostruktur
hingegen weisen im Wirbelk6rper etwas starkere Unterschiede auf.

Lediglich der Verlauf der Th.Th kann nicht vollstandig erklart werden. Wahrend sich die
Werte des WK nach 14 Monaten praktisch unverandert auf einem Niveau prasentieren,
stellt sich in der metaphysaren Spongiosa der Tibia ein hoch signifikanter
Dickenzuwachs der Trabekel ein - eine Beobachtung, die den ossaren Veranderungen
der reinen Steroid-induzierten Osteoporose gegenlibersteht. Vorzustellen ware ein
Mechanismus, der kompensatorisch durch Erhéhung der Trabekeldicke die sinkende
Trabekelzahl abfangen soll. Denn, wahrend die Anzahl an Trabekeln nach
Epiphysenfugenschluss nicht mehr ansteigen kann, ist ein Ausdinnen bzw.
Dickenzuwachs der Knochenbalkchen weiterhin jeder Zeit moglich.*® Trotz verdickter
Trabekel sind die Distanzen zwischen diesen erhdht und netzartige Verbindungen
kaum vorhanden. Dies filhrt zu Instabilitit des gesamten Knochens'®, was sich in der
relativ geringen Probenanzahl durch Ausschluss aufgrund zahlreicher Frakturen zum
Ende der Studienlaufzeit widerspiegelt.

In der Literatur finden sich Hinweise auf eine gewisse Reversibilitat der ossaren

Auswirkungen der Steroidtherapie.'*""?

Limitationen stellen diesbezlglich z.B.
Perforationen im Trabekelwerk bzw. eine bestimmte Dosierung der Glukokortikoide
und deren Potenz dar."®

In diesem Zusammenhang zeigten LoCascio et al.'®® in einer Studie bereits Ende der
1980er Jahre, dass der Einfluss, den eine Steroidtherapie auf den menschlichen
Knochen auswirkt, auf dem zu Beginn vorliegenden BV/TV beruht. Interessant ist
dabei, dass bei hohem prozentualen Anteil an Spongiosa die Abbaurate unter Therapie
entsprechend groRer ist als bei sehr geringen Ausgangswerten des BV/TV. Auch die

Forschungsgruppe um Als et al.'®

erbrachte ahnliche Beobachtungen an Patienten mit
rheumatoider Arthritis unter Glukokortikoidgabe. Bei Patientinnen mit pramenopausaler
Hormonlage und somit nachweislich héherem Anteil an spongiésem Gewebe konnte
ein signifikanter Rickgang im Mineralgehalt des Knochens nach Steroidgabe ermittelt
werden. Dies war bei bereits osteopenischen postmenopausalen Frauen nicht der Fall.
Ein interessanter Aspekt kdnnte daher beispielsweise das Zusammenspiel und die
zeitliche Kombination von postmenopausaler Hormonlage und Glukokortikoidgabe
sein. Wie verandert sich der Verlauf des Knochenverlustes bei bereits osteopenischen
Patientinnen, wenn zu unterschiedlichen Zeitpunkten und somit unterschiedlichen
Knochenvolumina mit der Steroidtherapie begonnen wird? Wie und wann verandern

sich die entsprechenden Strukturparameter nach Beginn bzw. Absetzen der
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Steroidtherapie postmenopausaler Patientinnen? Warum zeigt ein bereits vermindertes
ossares Volumen nicht identische Abbauraten? In welcher Weise verandern dann
Glukokortikoide die Struktur?

5 LIMITATIONEN

Bekanntlich sind Forschungsarbeiten an Tiermodellen nie in vollem MaRe auf die
Verhaltnisse im menschlichen Koérper zu dbertragen und stellen in gewisser Weise
einen Kompromiss dar.

So ist beispielsweise die Bauweise des Skelettsystems zwischen Ratte und Mensch
nicht identisch. Tibia und Fibula verschmelzen distal im murinen Skelett, durch den
Vierbeinerstand wirkt sich die Schwerkraft anders auf die Wirbelsaule aus und verteilt
sich gleichmaRiger zwischen oberer und unterer Extremitat.

Des Weiteren sind die vorgenommenen Messungen nicht vollig standardisiert und von
der jeweiligen Person, die die Grenzen des VOI visuell bestimmt, abhangig.

Die schon erwahnte endokortikale Aushohlung der Kompakta und eventuelle
Neubildung von Trabekel-dhnlichen Strukturen®'®® kann zum einen die eigentliche
durch OVX und Steroide bedingte Abnahme der trabekuldren Schnittflache etwas
verringern. Zum anderen kann die Datenerfassung der Tb.Th durch die dickere
Bauweise der kortikalen Trabekel verfalscht werden. In diesem Zusammenhang
spiegeln eventuelle noch bestehende Unterschiede im Knochenstoffwechsel sehr

junger Ratten'?®

zu Beginn der Studienlaufzeit den menschlichen Metabolismus in
manchen Regionen nicht adaquat wider.

Aufgrund der langen Studienlaufzeit und enormen Belastung der Versuchstiere durch
die erhéhte Knochenbrichigkeit wird die Anzahl der zur Verfligung stehenden Proben
limitiert. Zudem begrenzt trotz des nicht-invasiven Verfahrens der aktuelle Stand der
Technik der Mikro-Computertomographie die Probengréfe auf ein Maximum von

wenigen cm?.
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V  ZUSAMMENFASSUNG

1 ENGLISCH

Structural changes in the micro-architecture of bone display a basic segment of the
pathogenesis of osteoporosis. Visualization and quantification of these changes are
achieved by a high resolution of micro-computertomography and a non-destructive
gathering of a three-dimensional volumetric dataset. In case of a simultaneous
combination of postmenopausal hormone-deficiency and steroid therapy only a few
studies can be found that show the effects of these (risk) factors. Therefore, further
investigation by using animal models has to be done. In order to compare the structure
of an osteoporotic bone with healthy rats quantitatively a micro-CT calculation of
specific parameters is helpful.

Vertebral and tibial samples of ovariectomized rats with steroid therapy were compared
to sham groups as well as to one control group. Measurements took place after one,
three, twelve and fourteen month/s of the duration of this study. The length of
spongiosa was defined by the last trabeculae in the axial slices and showed a marked
decline over fourteen months. The analysis of the morphometric parameters BV/TV,
Tb.N, Tb.Th, Tb.Sp, SMI, Tbh.Pf and i.S was done after the reconstruction of 3D-
pictures by using an isotropic voxel size of approximately 7 (Th10) or 8 (tibia)
micrometer. In both regions the time course of the osteoporosis group (OVX +Steroide)
showed (highly) significant reductions in the percent bone volume BV/TV, the
intersection surface i.S and the trabecular number Tb.N. Inversely, the trabecular
separation Tb.Sp extended highly significant. Drastic shifts in surface morphology like a
changing from concavity to convexity and thus a following decrease in trabecular
connectivity could be detected with a highly significant growth in the trabecular pattern
factor Tb.Pf. Also, the SMI increased significantly and demonstrated a conversion from
plate- to strut-like objects. All of these results, but especially their combination,
established the induction of osteoporosis in animal models of ovariectomized rats with
steroid therapy. However, the development of the trabecular thickness Tb.Th shows
stable values in vertebral bodies and even an obvious rise in tibial trabecular bones.
These findings highlight that many questions have not been solved yet and
demonstrate the importance of further studies dealing with this kind of risk factor

combination.
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2 DEUTSCH

Strukturelle Veranderungen der ossaren Mikroarchitektur stellen beim Krankheitsbild
der Osteoporose einen grundlegenden Abschnitt der Pathogenese dar. Die hohe
Auflésung der Mikro-Computertomographie sowie das nicht-destruktive Ermitteln
dreidimensionaler Volumendatensatze machen eine Visualisierung und Quantifizierung
der Veranderungen moglich. Im Falle eines simultanen Vorliegens der (Risiko-)
Faktoren postmenopausaler Hormonlage und Steroidtherapie zeigt sich jedoch ein
noch recht unerforschtes Gebiet, das dringend weitere Aufkldrung mithilfe von
Tiermodellen sucht. Mittels yCT kann die Bestimmung spezifischer Parameter beim
quantitativen Vergleich der Struktur des osteoporotischen Knochens zu gleichaltrigen
gesunden Ratten erfolgen.

Uber eine Studienlaufzeit von insgesamt vierzehn Monaten wurden Spongiosaproben
aus dem Wirbelkdrper Th10 sowie der proximalen Tibia von ovarektomierten Ratten
unter Steroidtherapie mit Sham-Tieren sowie einer Kontroll-Gruppe verglichen.
Messungen der Strukturparameter und die mikro-computertomographische
Darstellungen des dreidimensionalen Trabekelwerkes erfolgten einen, drei, zwdlf und
vierzehn Monat/e postoperativ. Um eine Analyse der Strukturparameter BV/TV, Tb.N,
Tb.Th, Tb.Sp, SMI, Th.Pf und i.S durchflihren zu kénnen, wurden die Daten bei einer
isotropen Voxelgrofe von ca. 7 um (Th10) bzw. 8 um (Tibia) detailgetreu rekonstruiert.
Die Bestimmung der Spongiosalange erfolgte anhand axialer Tomogramme. Der
zeitliche Verlauf der Osteoporose-Gruppe (OVX + Steroide) zeigte (hoch) signifikante
Reduktionen des relativen Knochenvolumens BV/TV, der trabekularen Schnittflache i.S
sowie der Trabekelanzahl Tbh.N in beiden Regionen. Dementsprechend vergroflierte
sich die intertrabekulare Distanz Tb.Sp hoch signifikant und ein drastischer Riickgang
der trabekularen Ausdehnung in der Tibia war zu sehen. Deutliche Wechsel in der
Oberflachenmorphologie von Konkavitat zu Konvexitat mit konsekutiver Abnahme der
Vernetzung sowie Anderungen von platten- zu stab-dhnlichen Strukturen konnten
durch (hoch) signifikante Wertanstiege in Tb.Pf bzw. SMI nachgewiesen werden.
Bereits Einzelergebnisse, jedoch v.a. die Kombination der deutlichen Resultate
bewiesen die Induktion osteoporotischer Verhaltnisse im Tiermodell der
ovarektomierten Ratte unter Steroidtherapie. Allerdings lasst die Entwicklung der
Trabekeldicke Th.Th mit einem gleichbleibenden Wert der Wirbelkérper bzw. einer
Zunahme in den Tibiae noch einige Fragen offen und demonstriert die Wichtigkeit

weiterer vergleichender Studien in diesem Gebiet.
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VIl DARSTELLUNGS-, ABBILDUNGS-, TABELLENVERZEICHNIS

Abbildung 1.1: Vergleichende Darstellung des Verlaufes des prozentualen
Knochengehaltes im Laufe des Lebens unter physiologischen bzw. postmenopausal-
osteoporotischen Verhaltnissen.

Modifiziert nach Niethard F., Pfeil J., Duale Reihe Orthopadie, 5. Auflage.®

Abbildung 1.2: Geschlechtervergleichende Darstellung der alters-assoziierten
Abnahme der gesamten Knochendichte, basierend auf Querschnitts- sowie
Langsstudien mittels DXA-Messungen. Durchgezogene Linien zeigen den Verlauf der
kortikalen Abnahme, die gestrichelten Linien demonstrieren die Veranderungen des
trabekularen Gewebes.

Abbildung Ubernommen aus Pathophysiology of Age-Related Bone Loss and
Osteoporosis, Khosla S und Riggs B L, Endocrinol Metab Clin N Am, 34 (2005) 1015—
1030.%

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Probeneinteilung anhand eines Th10-
Wirbelkérpers im coronaren Schnittbild.

Az entspricht der Distanz zwischen der optisch definierten Grenze von Bodenplatte und
Spongiosa und dem Probenbeginn. VOI stellt das fur die Messungen relevante

Probenvolumen dar.

Abbildung 3.1: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Strukturparameter BV/TV
(relatives Knochenvolumen), Tb.N (Trabekelanzahl), Tb.Th (Trabekeldicke), Tb.Sp
(intertrabekulare Distanz), SMI (Structure Model Index), Tb.Pf (Trabecular Pattern
Factor) und i.S (trabekulare Schnittflache) der Wirbelkérper Th10.

Die Darstellung zeigt Boxplots-Diagramme der Gruppen Kontrolle (0), Sham (weif3) und
OVX + Steroide (grau) im Verlauf tber 0, 1, 3, 12 und 14 Monate Studienlaufzeit. Zur
Gruppe Sham gehoren die Untergruppen 11 (1 Monat), 21 (3 Monate), 31 (12 Monate)
und 41 (14 Monate). Der Gruppe OVX + Steroide werden die Untergruppen 12 (1
Monat), 22 (3 Monate), 32 (12 Monate) und 42 (14 Monate) zugeteilt.

Die fur diese Arbeit relevanten Signifikanzangaben wurden aus Grunden der besseren

Ubersicht weggelassen und sind der Tabelle 3.1 bzw. dem Kapitel 1.1 zu entnehmen.
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Abbildung 3.2: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.
Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe
mit 0 Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide,
12 (C) zum Zeitpunkt 1 Monat gegenubergestellt werden.

Abbildung 3.3: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.
Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe
mit 0 Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide,

12 (C) zum Zeitpunkt 3 Monate gegenlibergestellt werden.

Abbildung 3.4: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.
Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe
mit 0 Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide,
12 (C) zum Zeitpunkt 12 Monate gegeniibergestellt werden.

Abbildung 3.5: Vergleichende Darstellung axialer Schnittbilder der Wirbelkérper Th10.
Mittels der hohen Auflésung des uCTs kann die Mikroarchitektur der Kontroll-Gruppe
mit 0 Monaten Beobachtung (A) sowie der Gruppen Sham, 11 (B) und OVX + Steroide,
12 (C) zum Zeitpunkt 14 Monate gegenlibergestellt werden.

Abbildung 3.6: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Strukturparameter BV/TV
(relatives Knochenvolumen), Tb.N (Trabekelanzahl), Tb.Th (Trabekeldicke), Tb.Sp
(intertrabekulare Distanz), SMI (Structural Model Index), Tb.Pf (Trabecular Pattern
Factor) und i.S (trabekulare Schnittflache) der Tibiae.

Die Darstellung zeigt Boxplots-Diagramme der Gruppen Kontrolle (0), Sham (weif3) und
OVX + Steroide (grau) im Verlauf tber 0, 1, 3, 12 und 14 Monate Studienlaufzeit. Zur
Gruppe Sham gehdren die Untergruppen 11 (1 Monat), 21 (3 Monate), 31 (12 Monate)
und 41 (14 Monate). Der Gruppe OVX + Steroide werden die Untergruppen 12 (1
Monat), 22 (3 Monate), 32 (12 Monate) und 42 (14 Monate) zugeteilt.

Die fur diese Arbeit relevanten Signifikanzangaben wurden aus Grinden der besseren

Ubersicht weggelassen und sind der Tabelle 3.2 bzw. dem Kapitel 2.1 zu entnehmen.

93



VIl DIv. VERZEICHNISSE

Abbildung 3.7: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen
Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der
Gruppen Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 1 Monat (11,12). In der
unteren Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca. 50
bis 100 Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

Abbildung 3.8: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen
Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der
Gruppen Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 3 Monaten (11,12). In
der unteren Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca.
50 bis 100 Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

Abbildung 3.9: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen
Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der
Gruppen Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 12 Monaten (11,12). In
der unteren Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca.
50 bis 100 Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

Abbildung 3.10: Vergleichende Darstellung coronarer Schnittbilder der proximalen
Tibia.

Die obere Reihe zeigt einzelne uCT-Schnitte der Kontroll-Gruppe 0 (A) sowie der
Gruppen Sham (B) und OVX + Steroide (C) zum Zeitpunkt von 14 Monaten (11,12). In
der unteren Reihe sind die Bereiche derselben Proben in einer Rekonstruktion aus ca.
50 bis 100 Schnitten dargestellt (a Kontroll-Gruppe, b Sham, ¢ OVX + Steroide).

Abbildung 3.11: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Spongiosalange.
Das Boxplots-Diagramm zeigt Kontrolle (0), Sham (weil3) und OVX + Steroide (grau)
im Verlauf Gber 0, 1 (11, 12), 3 (21, 22), 12 (31, 32) und 14 (41, 42) Monate.
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Tabelle 1.1: Einteilung des Schweregrades bei Knochendichteverlust

Tabelle 1.2: Vergleichende Darstellung wichtiger Unterschiede zwischen uCT und
Spiral-CT. Modifiziert nach Engelke et al."®

Tabelle 2.1: Gruppenverteilung in der Ubersicht

Tabelle 2.2:Vergleichende Darstellung der fir diese Studie relevanten Eckdaten der
Mikro-Computertomographen micro-CT_1072 und micro-CT_1173, SkyScan® (Kontich,

Belgien) in der Ubersicht'®%'%

Tabelle 3.1: Zusammenstellung der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung fir
die Wirbelkérper Th10.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD) fir den jeweiligen
Strukturparameter. Die Einteilung erfolgte nach Monaten (0, 1, 3, 12 und 14 Monate)
und Untergruppen in Sham bzw. OVX + Steroide: 0 Monate (0); 1 Monat Sham (11), 1
Monat OVX + Steroide (12); 3 Monate Sham (21), 3 Monate OVX + Steroide (22); 12
Monate Sham (31), 12 Monate OVX + Steroide (32); 14 Monate Sham (41), 14 Monate
OVvVX + Steroide (42). Signifikanzangaben zum zeitlichen Verlauf zwischen
aufeinanderfolgenden Untergruppen sind kursiv gedruckt. Vergleiche innerhalb der
Monate zwischen den Untergruppen und Angaben der Signifikanzen haben die

Markierung “I“. Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.

Tabelle 3.2: Zusammenstellung der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung fir
die Tibiae.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD) fir den jeweiligen
Strukturparameter. Die Einteilung erfolgte nach Monaten (0, 1, 3, 12 und 14 Monate)
und Untergruppen in Sham bzw. OVX + Steroide: 0 Monate (0); 1 Monat Sham (11), 1
Monat OVX + Steroide (12); 3 Monate Sham (21), 3 Monate OVX + Steroide (22); 12
Monate Sham (31), 12 Monate OVX + Steroide (32); 14 Monate Sham (41), 14 Monate
OVX + Steroide (42). Signifikanzangaben zum zeitlichen Verlauf zwischen
aufeinanderfolgenden Untergruppen sind kursiv gedruckt. Vergleiche innerhalb der
Monate zwischen den Untergruppen und Angaben der Signifikanzen haben die

Markierung “I“. Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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Tabelle 3.3: Zusammenstellung der Ergebnisse aus der statistischen Auswertung fir
die Spongiosalange.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (MW + SD) flr die trabekulare
Ausdehnung in mm. Die Einteilung erfolgte nach Monaten (0, 1, 3, 12 und 14 Monate)
und Untergruppen in Sham bzw. OVX + Steroide: 0 Monate (0); 1 Monat Sham (11), 1
Monat OVX + Steroide (12); 3 Monate Sham (21), 3 Monate OVX + Steroide (22); 12
Monate Sham (31), 12 Monate OVX + Steroide (32); 14 Monate Sham (41), 14 Monate
OVX + Steroide (42). Signifikanzangaben zum zeitlichen Verlauf zwischen
aufeinanderfolgenden Untergruppen sind kursiv gedruckt. Vergleiche innerhalb der
Monate zwischen den Untergruppen und Angaben der Signifikanzen haben die

Markierung “]“. Nicht signifikante Unterschiede sind mit n.s. gekennzeichnet.
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MATERIAL

Bildanalyseprogramme:

Glukokortikoid

Puffer:

MCT-Scanner:

MCT-Computersystem:
Parafilm:

Statistikprogramm:

DataViewer® (Version 1.4.3.3 — 1.4.4), SkyScan®,
Kontich, Belgien

CT-Analyser® (Version 1.10 — 1.13), SkyScan®, Kontich,
Belgien

Dexamethason (Voren-Depot®), Boehringer Ingelheim
Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein,
Deutschland

Paraformaldehyd(PFA)-Puffer, 4%

SkyScan_1072 X-Ray Microscope-Microtomograph,
SkyScan®Kontich, Belgien

SkyScan_1173 X-Ray Microscope-Microtomograph,
SkyScan®Kontich, Belgien

Intel®Xeon™ Prozessor (2x 1800 MHz, 1024 MB RAM)
Parafilm® Laboratory Film, Menasha, WI, USA

JMP® 8.0, SAS® Institute, Cary, NC, USA
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