Histologische Evaluation der Osteozytenmorphologie

und -lokalisation bei einem Schafsmodell der Osteoporose

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Dirk Rosenbaum

aus Koblenz

GielRen 2019



Aus der experimentellen Unfallchirurgie, Justus-Liebig-Universitat Giel3en
Klinik und Poliklinik fur Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie
Direktor der Klinik: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. Christian Heil3

Universitatsklinikum Giel3en und Marburg GmbH, Standort Giel3en

1. Gutachter: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Christian Heif3

2. Gutachter: Prof. Dr. med. Gunther Schwetlick

Tag der Disputation: 11.12.2019



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INhaltSVerzeichnis .......coovveeeeeiiiiiiiiiiiiiicc e I
1 ] 01 =T T ¥ 1
1.1 Stand der Wissenschaft ..o 2
1.1.1 Makroskopischer Aufbau und Funktionen des Knochens..................... 2
1211 EiNTEIUNG ettt 2
1.1.1.2 Knochenmark und BIUtversorgung..........cccceecvveeervciveeeennnennn. 3
1.1.1.3  KnochenstatiK........ccceeevuiiiniiiiiiiiiiiieeeeeee e 3
1.1.2 Mikroskopischer Aufbau des Knochens.........ccccoevcvieeeiniiieeecncieee e, 4
1.1.2.1 Knochenarten ......ccccceoeiiiieiiiiiiiieeieceee e 4
1.1.3 KnochenentWicklunNg........ccccuviiiieiii e, 5
1.1.3.1 Knochenwachstum ........cccocviiiiiiiiiiiiiiieieeeee e, 6
1.1.4 Interzellularsubstanz..........cccooiiiiiiiiiiieie e 6
1.1.4.1 Organische MatriX .....ccoeeeeecuieee e 6
1.1.4.2 Anorganische KnochenmatriX ........ccccoecvieeiviiieeeinciieee e, 7
1.1.5 KNOChENZEIION ... 7
1.1.5.1 Osteoblasten ......cccueeiiiiiiiiiiee 7
1.1.5.2 LiNING-ZEHEN woeoeeeeeeeeeeee et e 8
1.1.5.3  OStEOZYIEN ...ciiiiieiicie ettt aeeeens 8
1.1.5.4 Osteoklasten.......cocueiiiiiiiiiiiie 14
1.1.6 Regulation der Knochenstruktur........cccovvvveeiieiiiicciiieeeee e, 15
1.1.6.1 Funktioneller Knochenumbau.........cccoceerviiiinieiiiieennieenne 15

1.1.6.2 Mineralisation und Regulation des Knochenstoffwechsels .16

1.1.7 Knochenkrankheiten ..........ccoooiiiiiiiieniieeeceeee e 17

3 0 00 I © 1 /=T o =Y o | 1= SRR 17

1.1.7.2  OStEOPOIOSE .. .ciiieitiiiiieie ettt eeee et e e e e e eaaabaae e e e s 18

1.1.7.3 Osteomalazie und Rachitis........ccocueiriiiiiiiiiiiiiciieceeee 26

1.2 Hypothesen und ZielSEtZUNG ...ccccee i 27
2 Material und Methoden..........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirc, 28
2.1 SchafSmMOdell.....c...ooiieieeeee s 28
2.1.1 VersuChSHIEre.....coueiieeieeree e 28

N B NT<T o F=1 {0 1o V=R UPUPURRN 29
2.1.3 Versuchsanordnung und Studiendesign ..........cccccveeeieeecciiiieeeeeeeenes 29

2.1.4 Operationsablauf der Ovariektomie ..........cccccviiiieieii e, 30

~ |~



Inhaltsverzeichnis

2.1.5 Diadt und Glukokortikoidgabe ..........ccccvivviiiiiiiiiiiieee e, 30
2.2 Verarbeitung und Einbettung der Proben .........ccccoecvieeiiiiieeiiniiec e 31
2.2.1 Herstellung der Paraffinschnitte ........ccccoevveeeieiiieecce e, 31
2.2.2 Toluidinblau-Farbung .........cooeei i 31
2.2.3 SIHDEr-FArbUNE ..ccoeei e e 32
2.2.4 Herstellung von Schliffen und Schnitten mit Rhodamin-Farbung....... 32
2.2.4.1 Rhodaminschliffe der Femora.......cccccoeieiniieiniieinicciieee 32
2.2.4.2 Rhodaminschnitte der Beckenkammbiopsien ..................... 33
2.3 LichtmiKroSKOPI€....uuieieiiieeeeiiiie ettt s ssaeae e e 34
2.4 Konfokale Laser-Mikroskopie (LCM) .....c.uvieeeecieeeeceiieee e eveee e e 35
2.5 Deskriptive Histologie und Gradingsysteme......ccccccoevecciiiiieeeei e, 35
2.5.1 Analyse der Spongiosastruktur in Toluidinblau-Farbung.................... 35
2.6 Analyse der Osteozytenmorphologie und -haufigkeit in Silber-Farbung .....37
2.6.1 FEMUISCRNITEE ..ooieiiiiieieee et 37
2.6.1.1 Ermittlung der GradingsuUmme........ccceevvveeeeiiieeeercieee e 38
2.6.2 LendenwirbelkOrper (LWK) .....eeeeeeeiiie e 39
2.7 OLCS-Analyse der Rhodaminschnitte und Schliffe .......ccccoceveviiieiiiiiiiennns 39
R T o 1153 o] g o o] o VoY 0 4 1] o o TSR 39
2.8. 1 IMAGRJ e et e e ettt e e e e e eeeaa e 40
2.8.1.1 Ermittlung der Trabekelflache.........ccccoocvviiiiiiiiiie 40
2.8.1.2 Ermittlung der Zellzahl ..........oooeriieiiiiee e, 40
2.8.1.3 OsteozytenkategOori€N ......ccceeeeeeeieiiiiireeeeeeeeeeecctrrereeeeeeeenans 41
2.8.1.4 Partikelanalyse ........coooireeiei e 42
2.9 STATISTIK c.veeeeeeeee e e 42
ErgEDNISSE. . ceuuiieeniiieeiiriniereenertenerennereanerenseseassesrasessassesenssessnsesssnsessnnsesennsnen 44
3.1 Toluidinblau-Farbung zeigt Veranderungen in der Knochenarchitektur
pA VLYol aT=T o W [T o T G U] o o =Y o SRR 44
3.2 Femur — Abnahme der trabekularen Vernetzung und Trabekelzahl von
KONroll- ZU OV XD S-GrUPPE.cccieeeetiieeeee e ettt e e e e e e e st e e e e e e e e nrraaneeaeeas 47
3.2.1 KONtrOlGrUPPE ceeeeeeee ettt et e e e e e e e are e e e e e e e eaans 47
3.2.2 OVX-GIUPPE tevruuiieiiieiiiiiiiiiiieeeeeeetttiiianeseeeeetatatasseeesesntssasnssssesenssssnnns 47
S 0V ) B G ¢ VT oYU 48
R A @V ) (B R T T U] o] o 1T 48
3.3 LWK - Abnahme der trabekuldren Dicke bei erhaltener Konnektivitat ....... 49
3.3.1 KONTIrOIZIUPPE cevveeeeeiettteeeee ettt et e e e e e e seeaabrereeeeeeeennnns 49
3.3.2 OVX-GIUPPE cevruueieiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeetttiiaseseeeeetatsraaeseeeeetatsraaseseesensessanns 49



34

3.5

3.6
3.7
3.8

3.9

3.10

3.11
3.12

Inhaltsverzeichnis

3.3.3 OV XD -GrUPP.ceeeeeeerererururererenerererererareresereresesesasesssssssssesssnssnsnnnnnnnssnnnnes 50
3.3.4 OVXDS-GrUPPE .ceieuvrieeeeiieeeeeiiteeeesiieeeessteeeessssrreeesssaraeessssseeeessssseeens 50
Statistische Analyse der Spongiosaarchitektur in Toluidinblau-Farbung
spiegelt abnehmende Knochenqualitat wider .......ccccvveeeeeiiiiiiciieee e 51
Analyse der Knochenflache und Osteozytenmorphologie.................c......... 52
3.5.1 Femur — Abnahme an Spindeln bei Zunahme des interzelluldren
Abstandes und leerer Lakunen ..........cooovvuieeeinniieeeeniieeee e 52
3.5.1.1 KONtrollgruppe weeeeee ettt 53
3.5.0.2  OVX-GrUPPE oo 56
3.5.1.3  OVXD-GrUPPE .cceeureeeeieiiieeeeiireeeessieeeesssireeessssneeesssssnesssnssens 58
3.5.1.4  OVXDS-GrUPPE c..euvvieeeiiiieeeiiiteeesiieeeessireeessnsaeeessssseeessnnsens 60
3.5.2 LWK — Abnahme der Spindeln bei Zunahme runder Osteozyten ....... 62
3.5.2.1 KONtrollgrUupPe weeeeeeee ettt 62
3.5.2.2  OVX-GrUPPE eieerrruuiireeieietiiiiiiieseeeeettesinesssesessssesmmnnassesssssenns 64
3.5.2.3  OVXD-GrUPPE . .cevrruuerreeeeietiiriiiiieeeeeeetiisiiiassesessseesmmnassesessneens 66
3.5.2.4  OVXDS-GIUPPE cevvruueeeeeieiitiiiiiiiieseeeeetieriisaeseeeeseeesssnassesessneens 68
Heterogenitat des Wirbelkdrpers bei linearer Gradingabnahme im Femur 70
Statistischer Vergleich von Femur und Wirbelkorper .......ccovvveveiveeeinnnenn. 71
Histomorphometrie: Veranderung der Knochenflache und
Osteozytenmorphologie am deutlichsten in OVXDS-Gruppe ......cccceeeeeennnee 73
Rhodamin-Farbung erlaubt Analyse des Dendritenbaums............cccvveeee.... 76
3.9.1 Femur — Unterschiedliche Vernetzungsgrade des OLCS bei Zunahme
an terminalen VerdickUNGeN ..., 77
3.9.1.1 KoNtrollgrUupPe .eeeeeee et 77
3.9.1.2  OVX-GIrUPPE ceeerrrruieieeeieieiiiiiiiieseeeeettnsiiisesesessssessnaassesessnaens 77
3.9.1.3  OVXD-GrUPPE .cevurrueieeeieiitiiiiiiiieeeteeettriiiiieseeessssnssmassesesssaens 78
3.9.1.4 OVXDS-GrUPPE cevvuueeeieeeieeeiitieieeeeeeeeeetsiaeseeeeseeessnnaeeaeaeannens 78
3.9.2 Beckenkammbiopsien — Veranderungen des Dendritenwerks bei
Progression der OStEOPOIOSE ....uvvveeieeeeeieciirrieeeeeeeeeeecrrreeeeeeeeeneennnnees 80
3.9.2.1 Zeitpunkt O MONALE.....ccccuvrreeeeee et e e 80
3.9.2.2 Zeitpunkt 3 MONAtE.....ccccvrrereeee et 81
3.9.2.3 Zeitpunkt 8 MoONate......ccuvviiieeeeeeieieeee e 81
Mikropartikelanalyse zeigt geringste OLCS-Flache bei OVXDS-Gruppe im
(<] 11 | S U U PP 83
Heterogene Dendritennetzwerke im Beckenkamm .........ccccoeeiiiiicniinnnnn.n. 84
Zusammenfassung der Ergebnisse ... iccciiiiieiee e, 87



O 00 N O Un

10
11
12

Inhaltsverzeichnis

DS KUS ST ON. e tueerereeererreceerasrecseresserseressesseressesserassesserassessssassessssassessssassennssanses 88

4.1 Verstarkte Knochenreduktion durch additiven Effekt der Interventionen...88

4.2 Starkste Reduktion der Knochenflache in OVXDS-Gruppen........cccceeeeuneen.. 89
4.3 Reduzierte Mikroarchitektur unter Osteoporoseinduktion ...............cc........ 90
4.4 Reduzierte trabekuldre Vernetzung des Femurs ........ccccvvvveeeeeiiivccciiieeenennn. 91
4.5 Umwandlung der Trabekelstruktur von Platten zu Staben .........ccccuvveeee..n. 92
4.6 Abhangigkeit der Spongiosaarchitektur von der Belastung............ccucee..... 95
4.7 Diskrepante Morphologie der Osteozyten im Zuge der
Osteoporoseinduktion und Abhangigkeit von der Lokalisation ................... 96
4.8 Interventionen beeinflussen Osteozytenzahl und Morphologie.................. 97
4.9 Abhéangigkeit des dendritischen Netzwerks von Lage und Aktivitat ............ 98
4.10 Terminale dendritische Auftreibungen kdnnten dysfunktionales
Kommunikationssystem widerspiegeln........cccccvvieeeeeiieicccieeeee e, 100
4.11 Zusammenhang des Netzwerks mit der Knochenhomdoostase.................. 100
4.12 Einfluss der Tripleinduktion auf Osteozyten resultiert in verstarkter
Ausbildung von Lakunen ...t 101
4.13 Limitationen der eigenen MethodiK.........ooeeeiiiiiiiiiieicce e, 103
4.14 Das Schafsmodell als GroRtiermodell der Osteoporose .........cccccveeeerunneen. 104
ZusammenfassuNg/ SUMMATY ......cceeeeeueeieeeeereeeeennsseieeereeeeesssssssesseeseesssssnnnens 106
Literaturverzeichnis........cooviiiiireeeiiiiiiiiiiirrissn e 110
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis .........cccceieeiireeerieeiereecereecereeeeeennenenn. 120
AbKUrzungsverzeiCchnis........ccccciieeiiiiiiiieiiiiicrrccrere e reneeseasessnasesenes 123
7Y 01 1= - 2O 126
9.1 Farbeprotokoll Toluidinblau-Farbung ..........cccceeeeeieiieiciieee e, 126
9.2 Farbeprotokoll Silber-Farbung.........coevevieiciiiee e, 127
9.3 Farbeprotokoll Rhnodamin-Farbung .........cccovvvveeieieeiieiiiiireeeeee e, 129
9.4 Arbeiten MIt IMAZEJ ..uuvreeeee e 131
9.4.1 Ermittlung der Trabekelflache.........cceevveeiieiiiiiiieeeeeeeeeeee e 131
9.4.2 Ermittlung der Zellzahl ........cooooeeiiiiieeeee e 134
9.4.3 MikropartikelanalySe .......eeeeeieieecciiiieeeee e 136
Publikationen und Veroéffentlichungen..........ccccuirimiiiiiiiiiiiniiiineccnnecnennens 139
DaNKSABUNEZEN ....ciiieuuiiiiiiiniiiiiiniiiiieniiiiienesiisiiensisiinsssssssrassssssresssssssssnsssns 140
Tabellarischer Lebenslauf ..........covvvuuuiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiinnrnrrneeeeaenees 141



1 Einleitung

1 Einleitung

Durch die alternde Gesellschaft der Industrielander nimmt die Bedeutung der, auch als
Knochenschwund bekannten, Osteoporose enorm zu. Dabei betragt die Pravalenz der
Osteoporose in der europaischen Union 21 % bei Frauen und 6 % bei Mannern im Alter
von 50 bis 84 Jahren®. Insgesamt sind hier etwa 27,5 Millionen Menschen betroffen®.
Schatzungen gehen von einer steigenden Pravalenz der Osteoporose in der europai-
schen Bevolkerung von bis zu 19 % im Jahr 2025 aus("). Die Ausl6sefaktoren der Erkran-
kung sind vielseitig und die Auswirkung auf das Gesundheitssystem profund.

Bei der Osteoporose kommt es zur vermehrten Knochenbruchigkeit und einer daraus
resultierenden Frakturgefahr. Hierbei handelt es sich um Fragilitatsfrakturen, die schon
durch geringste Traumen auftreten kdnnen. Schmerzen, Bewegungs- und Mobilitatsein-
schrankungen sind haufig die Folge und wirken sich auf die Selbstandigkeit und Lebens-
qualitdt der Betroffenen aus. Die Osteoporose gehdrt daneben zu den teuren Volks-
krankheiten, fiir die jahrlich Milliardenbetrage ausgegeben werden®.

Kennzeichnend fur die systemische Knochenerkrankung ist eine reduzierte
Knochenstruktur und ein Verlust an Knochenmasse sowie die fehlregulierte Aktivitat der
Knochenzellen. Knochenbildende Zellen, wie Osteoblasten und die
knochenabbauenden Osteoklasten spielen in diesem Prozess eine wichtige Rolle.
Neuere Studien rucken hierbei eine weitere Zelle, den Osteozyten, in eine zentrale
Position. Der Osteozyt scheint vielfaltige Aufgaben im Knochenstoffwechsel zu
ubernehmen. Er ist bedeutsam fir die Mechanosensorik®* des Knochens, fir die
endokrine Funktion und die Regulation des Knochenumbaus®®. Er stellt somit einen
aktiven Regulator des Knochenstoffwechsels dar. Die Rolle des Osteozyten und seines
dendritischen Netzwerks ist jedoch nur unzureichend erforscht und der Zusammenhang
der zellularen Veranderungen und der Osteoporose weiterhin unklar. Daneben bestehen
Wissensdefizite zur Pathophysiologie der unterschiedlichen Osteoporoseformen sowie
der diagnostischen und therapeutischen Optionen. Dies zeigt sich auch darin, dass nur
20 Prozent der insgesamt etwa 7,8 Millionen Patienten mit einem bei Osteoporose
indizierten Arzneimittel behandelt wurden”. AuRerdem fehlt es an GroRtiermodellen, die
mit dem Menschen vergleichbare Eigenschaften aufweisen. Bis heute gibt es kein
definitiv etabliertes Tiermodell zur Osteoporose®.

Die sich bei der Osteoporose verschlechternde Knochenqualitat ist gerade in der
Unfallchirurgie und Orthopadie im Rahmen der Endoprothetik und Frakturversorgung
von Bedeutung. Fir die medizinische Versorgung stellt die sich mit dem Alter
reduzierende Knochenstruktur ein zunehmendes Problem dar. Besonders fir die
Pravention von osteoporotischen Frakturen ist daher ein genaueres Verstandnis der
Pathogenese erforderlich.
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1 Einleitung

1.1 Stand der Wissenschaft

1.1.1 Makroskopischer Aufbau und Funktionen des Knochens

Das menschliche Skelett besteht insgesamt aus 213 Knochen und stellt das Gerist des
Kdrpers und einen Bestandteil des Bewegungsapparats dar. Die Funktionen des
Knochens sind allerdings vielfaltig. Sie bieten eine Schutzfunktion, etwa fur die
Thoraxorgane oder das Gehirn, dienen des Weiteren als Calciumspeicher, der
Regulation des Saure-Base-Haushalts und der Blutbildung. Der Knochen ist jedoch kein
starres Gewebe, sondern unterliegt vielmehr einem dynamischen Umbau, sodass er sich
regenerieren und an veranderte Belastung anpassen kann.

1.1.1.1 Einteilung

Knochen lassen sich in vier verschiedene makroskopische Typen einteilen: Lange
Knochen (Ossa longa), wie etwa das Femur, kurze Knochen (Ossa brevia) z.B. die
Mittelhandknochen, platte Knochen (Ossa plana), wie die Kalottenknochen des
Schadels und irregulare Knochen (Ossa irregularia). Zu letzteren zahlen beispielsweise
die Wirbelkorper. Einige Autoren® teilen noch drei weitere Knochentypen ein: Ossa
pneumatica, die luftgefillte Hohlrdume aufweisen (z.B. Os frontale), Ossa sesamoidea,
die meist in Sehnen von Muskeln eingelassen sind und diese umlenken kdénnen, sowie

nur unregelmaRig vorhandene Knochen: Ossa accessoria®.

Die Langknochen, auch Réhrenknochen genannt, lassen sich in den Schaft (Diaphyse)
und den Kopf (Epiphyse) unterteilen. Zwischen Epiphyse und Diaphyse liegt die
sogenannte Metaphyse, die die Wachstumsplatte enthalt. Diese ist insbesondere in der
Jugend fur das Langenwachstum des Knochens bedeutsam und verschlie3t sich im
Laufe der Adoleszenz. Dabei kann der Epiphysenschluss als Reifezeichen des Skelettes
und somit zur Bestimmung des hormonellen Alters herangezogen werden'”. Daneben
werden Apophysen, kndécherne Ausziehungen, ausgebildet, an denen Muskelgruppen
ansetzen oder entspringen. Als Beispiele seien hierfur der Processus mastoideus oder
die Tuberositas tibiae genannt.

In der Diaphyse wird die Markhohle (Cavitas medullare) von einer Knochenmanschette
umschlossen, die aus zwei unterschiedlichen Organisationsformen des Knochens, der
Substantia Kompakta und der Spongiosa, aufgebaut wird. Die duRere Kompakta wird
von sehr dicht gebautem, lamellaren Knochenmaterial, den Osteonen, gebildet und kann
bis zu 10 mm dick sein. Die innere Spongiosa stellt dagegen ein geflechtartiges Werk
von Knochenbélkchen dar. Von aul3en ist der Knochen vom Periost (Knochenhaut)
uberzogen, die fur das Dickenwachstum bedeutsam ist. Im Inneren findet sich dagegen
das Endost. Bei platten Knochen ist hingegen eine nur sehr diinne Kompakta zu finden,
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1 Einleitung

die beim Schadelknochen als Diploe interna et externa bezeichnet wird. Dazwischen
befindet sich blutbildendes Mark, das von der Spongiosa umgeben wird®™,

1.1.1.2 Knochenmark und Blutversorgung

Das Knochenmark lasst sich in zwei Formen unterteilen: das blutbildende
(hamatopoetische) Mark, auch rotes Knochenmark genannt und das gelbe, sogenannte
Fettmark. Letzteres findet sich beim Adulten insbesondere in den Diaphysen,
wohingegen blutbildendes rotes Mark beim Feten ubiquitar und beim Adulten nur in den
planen Knochen und den Epiphysen zu finden ist. Auf Grund der regulativen Funktionen
und der Hamatopoese, muss der Knochen gut mit Blut versorgt sein. Dazu wird er mit
einem GefaR, der Arteria nutricia, durch das Foramen nutricium mit Blut gespeist(').

1.1.1.3 Knochenstatik

Der Knochen kann sich entsprechend der auf ihm ruhenden Belastung anpassen. Dabei
kann er sowohl in seiner Dicke zunehmen als auch seine Binnenarchitektur verandern.
Knochen zeichnen sich einerseits durch Harte und andererseits durch Elastizitat aus.
Diese Eigenschaften sind durch die Zusammensetzung der Knochenmatrix bedingt.
Harte und Druckfestigkeit werden durch die enthaltenen Kalziumphosphat-Kristalle
(Hydroxylapatit) hervorgerufen, wohingegen die Elastizitat und die Zugfestigkeit durch
die trajektoriell ausgerichteten Kollagenfibrillen entstehen(?).

Dabei gilt es durch eine Leichtbauweise, hdchst mdgliche Stabilitdt mit einem geringen
Eigengewicht zu erlangen. Aus diesem Grunde mussen die einwirkende Kraft und die
Knochenstatik ideal aufeinander abgestimmt sein. Dafur ist insbesondere der adulte
Lamellenknochen bedeutsam. Er besteht in der Kompakta aus den Osteonen, die in
Spiraltouren verlaufen. Durch die gegenlaufige Anordnung der einzelnen Lamellen kann
bei Belastung der Druck so ausgelenkt werden, dass der Knochen versteift.

Auch die Anordnung der Spongiosabalkchen tragt entscheidend zur Leichtbauweise bei.
Durch die Orientierung entlang der Druckverlaufe bilden sie einen trajektoriellen Verlauf
aus, der dem Druck entgegen wirkt. Hierbei lassen sich sowohl Druck- als auch
Zugtrabekel unterscheiden. Letztere verlaufen haufig um den Knochen herum und
stehen senkrecht zu den Drucktrabekeln™. Dadurch ist es dem Knochen mdglich,
sowohl Druck- als auch Zugkraften zu widerstehen und Belastungen auf den gesamten
Knochen zu verteilen oder diese in andere Krafte umzuwandeln. Die makroskopische
Architektur bildet somit eine ideale Anpassung an die einwirkende Belastung ab.
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1 Einleitung

1.1.2 Mikroskopischer Aufbau des Knochens

Histologisch stellt Knochen ein hartes Bindegewebe dar, das zu etwa 70 % aus
Mineralien, zu ca. 20 % aus organischer Substanz und zu 5- 10 % aus Wasser besteht.
Darin enthalten sind verschiedene Zelltypen und die mineralisierte Extrazellularmatrix
(EZM). Die Knochenmatrix wird aus organischen Komponenten, wie Kollagen Typ | und
anorganischen Komponenten, insbesondere aus Hydroxylapatit-Kristallen, gebildet.

Alle inneren Knochenflachen werden von der inneren Knochenhaut, dem Endost,
bekleidet. Diese dlinne Schicht nicht mineralisierten Osteoids liegt sowohl den Trabekeln
als auch den Haverskanalen an und wird von langlichen Knochenzellen, den Lining-
Zellen abgeschlossen. Auch Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten sind hier zu
finden. Nach aufRen wird der Knochen von der auf3eren Haut, dem Periost, bedeckt.
Neben der Zugubertragung durch die Muskeln dient das Periost als Proliferations- und
Rekrutierungszone fiir Knochenzellen. Daneben ist es sehr gut vaskularisiert und nerval
versorgt. Von hier geht das appositionelle Dickenwachstum des Knochens aus('?'3).

1.1.2.1 Knochenarten

Histologisch und entwicklungsgeschichtlich lassen sich zwei Knochenarten
unterscheiden. Zuerst wird der Geflechtknochen gebildet, der sich im Laufe der
Knochenreifung zu Lamellenknochen umwandelt. Bei ersterem sind die Kollagenfasern
geflechtartig verwoben. Diese Art entsteht vor allem bei sehr schneller Knochenbildung
wie bspw. nach Frakturen oder in der Knochenentwicklung. Die gebildete Knochenart
wird dabei durch die Spezialisierung der Osteoblasten beeinflusst('¥.

Im Laufe der Entwicklung wird dieser primare Knochen in den sekundaren
Lamellenknochen umgewandelt. Durch die Lamellen erhalt er eine héhere Stabilitat.
Eine Knochenlamelle ist eine Knochenschicht von etwa 3- 5 pym Dicke, die aus
regelmaflig angeordneten mineralisierten Knochenfibrillen besteht. Dabei wechselt die
Verlaufsrichtung der Fibrillen ,fischgratenartig“ mit jeder Lamelle. In der Spongiosa sind
die Lamellen Uberwiegend parallel zur Trabekeloberflache angeordnet. Sie weisen einen
flachigen, jedoch ebenfalls gegenlaufigen Verlauf auf. Durch die geringe Trabekeldicke
von etwa 300 um werden die avaskularen Béalkchen tber Diffusionsvorgange versorgt().

Grundbausteine des Lamellenknochens sind zylindrisch aufgebaute Osteone. Ein
Osteon, auch Havers-System genannt, besteht aus verschiedenen Schichten
gegenlaufiger Lamellen aus mineralisierten Kollagenfibrillen und Matrix (Abb. 1b). Etwa
4- 20 konzentrische Lamellen bilden ein Osteon (Speziallamellen). Zwischen den
einzelnen Lamellen liegen die Osteozyten, die mit ihren dendritischen Auslaufern tber
kleine Knochenkanalchen (Kanalikuli) miteinander verbunden sind.
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Im Innersten des Osteons befindet sich der Havers-Kanal, ein Hohlraum dessen Wande
von Endost bedeckt sind. Darin enthalten ist ein Blutgefall zur vaskularen Versorgung
sowie ein Neuron. In der Regel liegt der Durchmesser bei etwa 20 ym. Jedes Osteon
wird durch eine faserarme, proteoglykanreiche Kittlinie (Linea cementalis) nach aulten
hin abgeschlossen und nimmt im Querschnitt etwa 100- 400 ym ein. In der Diaphyse
langer Roéhrenknochen umschlieRen jeweils mehrere konzentrische Generallamellen
den Knochen (Abb. 1A/ B). Reste von alten, abgebauten Osteonen sind im Knochen
histologisch haufig als Schaltlamellen zu beobachten""). Die gute Vaskularisierung des
Lamellenknochens erfolgt sowohl tiber die Havers-Kanale als auch tber senkrecht dazu

verlaufende Volkmann-Kanale, die erstere untereinander verbinden®. In Abbildung 1
wird der Aufbau des Knochens mit Spongiosa und Kompakta deutlich.
Osteon Abbildung 1: Aufbau

des Lamellenknochens:
Abbildung 1A zeigt einen
Knochenquerschnitt mit
Spongiosa innen und
Kompakta auBen. Die
Spongiosa besteht aus
Knochenbalkchen,

wahrend die Kompakta
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1.1.3 Knochenentwicklung

aus Osteonen aufgebaut
ist. Osteone bestehen
aus schraubentourig
angeordneten Lamellen
von mineralisierter
Matrix. Zwischen diesen
Lamellen befinden sich
die Osteozyten (Abb. 1B)
und im Inneren der
Havers-Kanal. Die
VergroRerung (Abb. 1C)
zeigt die Knochenhaut

(Periost) mit den
entsprieRenden
kollagenen Sharpey-
Fasern.

Grafik entnommen aus:
Aumdiller: Duale Reihe
Anatomie

Die Entwicklung des Knochens wird auch als Ossifikation bezeichnet. Dabei wird nicht-
mineralisierte Substanz (Osteoid) extrazellular angehauft, anschliefend mineralisiert
und dadurch zu Knochengewebe umgewandelt. Bei der individuellen Knochenbildung
(Osteogenese) werden zwei verschiedene Ablaufe unterschieden: die desmale und
chondrale Osteogenese.

Bei der desmalen Knochenbildung entsteht der Knochen ohne Umwege durch direkte
Bildung von Knochenzellen mit einem primaren Mineralisationskeim aus Osteoid. Dieser
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wird erst interstitiell, dann appositionell von Osteoblasten vergréRert und mineralisiert('?).
Die chondrale Osteogenese lauft dagegen nicht direkt, sondern Uber ein knorpeliges
Zwischengerust (Primordialskelett) ab. Hierflir sind neben Mesenchymzellen initial auch
Chondrozyten beteiligt. Das Knorpelmodell wird anschlieRend durch Osteozyten in ein
Knochengerlist umgebaut. In Abhangigkeit der Lage wird die enchondrale von der
perichondralen Ossifikation unterschieden, auf die allerdings hier nicht naher
eingegangen werden soll. Durch enchondrale Ossifikation entsteht die Spongiosa, durch
perichondrale Ossifikation der Lammellenknochen der Kompakta*'-13),

1.1.3.1 Knochenwachstum

Das Knochendickenwachstum ist lebenslang Uber das Periost méglich. Aus diesem
differenzieren sich Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten, die nicht-mineralisierte
Matrix ablagern und selber wieder von andern Osteoblasten eingemauert werden. Somit
entsteht schichtweise (appositionell) neue Kortikalis. Auf diese Art kann sich der
Knochen, entsprechend seiner Belastung, anpassen und umbauen.

Das Langenwachstum dagegen ist zeitlich limitiert, da sich mit dem Schluss der
Epiphysenfuge, die Wachstumszone des Knochens verschliet. Bei der
Wachstumszone handelt es sich um einen schmalen Streifen proliferierenden, nicht-
mineralisierten Knorpel, der zwischen der Epiphyse und der Metaphyse liegt. Innerhalb
der Wachstumsfuge bauen Chondrozyten sich zu sdulenartigen Formationen auf, die in
der Folge von sich differenzierenden Osteoblasten als Grundstruktur fir die
Mineralisation der Knochenmatrix benutzt werden Durch den Proliferationsstopp der
Chondrozyten, werden letztere eingemauert und durch Osteozyten ersetzt, womit sich
die Wachstumsplatte verschlieRt und das Langenwachstum sistiert'?. Dabei gibt es
abhangig vom Knochen unterschiedliche Schlusszeiten, die insbesondere durch die
hormonelle Situation beeintrachtigt werden('9),

1.1.4 Interzellularsubstanz

Der Knochen besteht zu etwa 70 % aus Mineralien, zu etwa 20 % aus organischer
Substanz und zu etwa 5- 10 % aus Wasser. Neben dem zelluldaren Anteil wird die
organische von der anorganischen Matrix unterschieden.

1.1.4.1 Organische Matrix

Die organische Knochenmasse besteht aus bis zu 85 bis 90 % Kollagenfasern.
Insbesondere Typ | wird exprimiert, wobei auch andere Formen wie Typ Il und Typ V
sowie stabilisierende und vernetzende Adaptorproteine vorkommen. Daneben finden
sich weitere Proteine!'® fiir die Fibrillensynthese und in der Steuerung der Mineralisation.
Auch Albumin ist hierfir wichtig. Dieses Protein ist in der Lage, die alkalische
Phosphatase zu binden und somit in die Knochenmineralisation einzugreifen. Daneben
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kommen a,-HS-Glykoprotein und Proteine der extrazellularen Matrix wie: Aggrecan,
Versican, Decorin und Biglycan vor. Diese Proteine wirken sich insbesondere auf die
Fibrillogenese aus"®.

1.1.4.2 Anorganische Knochenmatrix

Der Grofdteil des Knochens wird durch die anorganische Matrix gebildet, die
insbesondere aus Hydroxylapatit [Ca1o(PO4)s(OH)2] sowie zu geringeren Anteilen aus
Magnesium, Carbonaten und sauren Phosphaten aufgebaut ist. Die anorganischen
Komponenten sind dabei wichtig flr die Mineralisation, die zunachst in den Licken
zwischen den Kollagenfasern beginnt”. Primare Mineralisationskeime bilden den
Ursprung fur weitere Kristallisationen. Auch vesikulare Keime mit einem Zentrum aus
Proteinen, sauren Phospholipiden, Calcium und Phosphaten, tragen dazu bei(¢'®. Das
Ausfallen der Inhaltsstoffe, insbesondere von Hydroxylapatit, fihrt im Anschluss zur
Mineralisation. Der genauere Prozess ist allerdings noch ungeklart. Jedoch wirken sich
Proteine, wie die membranstandige alkalische Phosphatase oder das Dentin-Matrix-
Protein 1 regulierend aus('?.

Der Mineralgehalt sorgt fir eine hohe Knochenrigiditat, wohingegen der organische
Anteil fur die Flexibilitat des Knochens verantwortlich ist. Beim Alterungsprozess wird
organische Substanz reduziert, wahrend der anorganische Anteil zunimmt. Es kommt zu
einer vermehrten Steifheit und zu einem geringeren Biegungsvermégen, was sich
klinisch durch eine héhere Rate an Knochenbrichen und Absplitterungen auswirken
kann.

1.1.5 Knochenzellen

1.1.5.1 Osteoblasten

Osteoblasten sind die Vorlauferzellen der Osteozyten. Sie entstammen aus
mensenchymalen Stammzellen, aus den zeitlebens unter dem Einfluss verschiedener
Faktoren, wie zum Beispiel Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), neue Osteoblasten
nachgeliefert werden kénnen. Durch spezielle Transkriptionsfaktoren, wie Sox9, Runx2
und Osx differenzieren sich die Vorlaufer weiter zu reifen Osteoblasten(@°:2"),

Aktive Osteoblasten besitzen eine kubische Form und viel raues endoplasmatisches
Retikulum. Sie stellen die ,Knochenbildner des Kdérpers dar und sind verantwortlich fir
die Kollagensynthese und die Regulation der Mineralisation. Dem Knochen liegen die
Osteoblasten entweder auf der inneren Seite (Endost) oder der duReren Seite (Periost)
an, wobei sie auf einer dinnen unmineralisierten Schicht, dem Osteoid, sitzen. Der
Osteoblast kann sich anschlieBend weiter zur Lining-Zelle oder zum Osteozyten
differenzieren. Dabei verandert er nicht nur seine Morphologie, sondern auch seine
Funktion@?).
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Als Knochenbildner wird insbesondere Kollagen | produziert, das in der extrazellularen
Matrix als triple-helikale Struktur vorliegt. Andere wichtige Proteine sind Osteocalcin und
Osteonectin. Die Proteine stellen etwa 45 % der nicht-kollagenen Knochenmatrix dar.
Osteocalcin wirkt hemmend auf die Knochenneubildung, wahrend bei Osteonectin von
einer Beeinflussung der Knochenzelldifferenzierung ausgegangen wird@?.

Weitere sekretierte Proteine sind Ankerproteine sowie Biglycan und Decorin. Letzteres
reguliert die Fibrillogenese der Kollagen-Fasern. Ein wichtiges Markerenzym der
Osteoblasten ist die alkalische Phosphatase (ALP). Dieses membranstindige Enzym
katalysiert Prozesse bei der Knochenmineralisation'®. Immunhistochemisch kann es fiir
Farbungen herangezogen werden®4,

1.1.5.2 Lining-Zellen

Eine mogliche Differenzierungsform des Osteoblasten ist die sogenannte ,Lining-Zelle®,
die die Knochenoberflaiche zum Knochenmark hin bedeckt®®. Normalerweise ist die
Oberflache des ruhenden Knochens von einer 1- 2 ym dicken unmineralisierten
Kollagenmatrix bekleidet, auf der sich die Lining-Zellen befinden. Diese nehmen eine
langliche, flache Form ein. Genaue Funktionen und Aufgaben sind noch unklar, es wurde
aber postuliert, dass sie sowohl Osteoklasten aktivieren und anlocken als auch fir
letztere die Knochenoberflache entsprechend vorpreparieren kdnnen@®. Moglicherweise
produzieren Lining-Zellen Kollagenasen, die die Matrix abbauen, damit die Osteoklasten
zur eigentlichen Knochenoberflache gelangen kénnen@®).

1.1.5.3 Osteozyten

Morphologie

Wurde der Osteozyt friher als passive Knochenzelle oder Platzhalter angesehen, so
wurde dies durch den Wissenszuwachs in den letzten Jahrzehnten revidiert. Durch eine
Vielzahl von Studien und experimentellen Modellen kann der Osteozyt als endokrines
Organ des Knochens beschrieben werden@),

Der Osteozyt ist eingebettet in die Knochenmatrix und liegt in einer knéchernen Hohle,
der sogenannten Lakune. Dabei bildet er 90 bis 95 % der zelluldren Komponente des
Knochens®®. Er weist eine durchschnittliche GroRe von 15- 20 uym auf und stellt als
aktiver Osteozyt eine langliche bis spindelformige Zelle mit sternférmiger Morphologie
dar. Vom Zellleib gehen dendritenartige Zytoplasmaauslaufer ab, die sich in kndcherne
Kanalchen (Kanalikuli) erstrecken (Abb. 2, S.11). Die Auslaufer messen etwa 250- 300
nm im Querschnitt®®2%, Jeder Osteozyt besitzt abhangig vom Zellalter 40- 100 Dendriten
pro Zelle®). Uber die Dendriten wird das osteozytare lakunokanalikuldre System (OLCS)
ausgebildet, in dem sie mit den Dendriten der Nachbarzellen und deren Lakunen
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kommunizieren. Mittels bestimmter Zell-Zellkontakte, den Gap-Junction (Connexon),
werden Signale an andere Knochenzellen, wie Osteoblasten und Osteoklasten (Abb. 5,
S. 15), aber auch an Muskelzellen und an das GefaRRsystem bermittelt®?.

Differenzierung

Osteozyten stammen von mesenchymalen Stammzellen ab und bilden eine Zellfamilie,
zu der auch Zementozyten in den Zahnknospen und hypertrophe Chondrozyten in den
Epiphysenfugen gezahlt werden. Osteoblasten kénnen durch Osteozyten mittels
bestimmter Signale rekrutiert werden und sich weitergehend differenzieren. Durch
bestimmte Transkriptionsfaktoren, wie Runx2, Osx, OSF-1©2 OSF-2?9 und BMP-2
sowie BMP-433) wird die Differenzierung der Stammzelle tiber den Osteoblasten zum
Osteozyten hin angestoflen. Auch bestimmten Gewebsmediatoren, wie dem Zytokin
Interleukin 6 (IL6), wird dabei eine Rolle zugesprochen. Bei Zytokinen handelt es sich
um lokal wirkende Signalstoffe, die Zellen in ihrer Aktivitat und Proteinexpression
beeinflussen kénnen.

Der Osteoblast kann sich terminal zum Osteozyten oder zur Lining-Zelle weiter
differenzieren®®. Lange wurde davon ausgegangen, dass der Osteoblast durch die
passive Ummauerung mit Osteoid von Nachbar-Osteoblasten immobilisiert und sich
dadurch zum Osteozyten hin differenzieren und morphologisch umwandeln wirde. Es
konnte jedoch demonstriert werden, dass es sich vielmehr um einen aktiven Prozess
handelt, bei dem der Osteozyt durch aktive Invasion die extrazellulare Matrix degradiert.
Dabei wirken membranverankerte Matrix-Metalloproteasen (MMP) mit®4),

Markerproteine und endokrine Funktionen

Bei der Transformation vom Osteoblasten zum Osteozyten werden phasenabhangig
bestimmte Markerproteine exprimiert. Beispielsweise weist der Osteoblast noch einen
hohen Gehalt an alkalischer Phosphatase auf, wohingegen der Osteozyt diese nicht
mehr auspragt und stattdessen Sclerostin produziert®®). Der Osteozyt nimmt trotz seiner
marginalen Lage im Inneren des Knochens, mit dem Fibroblast-Wachstums-Faktor
(FGF) 23, eine endokrine Funktion ein. Das lakunokanalikulare Transportsystem
ermoglicht es ihm Uber die Gap-Junction Stoffe in das vaskulare Kreislaufsystem und in
seine  Umgebung 2zu sezernieren. Somit nimmt er aktiv an systemischen
Regulationsmechanismen teil. Dabei spielen spezielle Proteine wie PHEX®%), MEPE®?),
DMP1G7), Sclerostin 8 und das Effektorprotein Fibroblast-Wachstumsfaktor 23394% gine
wichtige Rolle in der Mineralisation sowie im systemischen Calcium- und
Phosphathaushalt. Auf die einzelnen Funktionen soll hier nicht naher eingegangen
werden.
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Dendritennetzwerk

Beim Einbau des Osteoblasten werden einige gravierende Entwicklungsschritte
durchlaufen, bei denen er sowohl seine Form als auch die Proteinexpression
(bestimmter Markerproteine) verandert. Durch den Umbau des Zytoskeletts wandelt sich
die Morphologie vom isoprismatischen Osteoblasten hin zum sternférmigen
Osteozyten*'42),

Daneben werden Dendriten ausgebildet die sich zur Knochenoberflache hin orientieren.
Die Auspragung in die Knochenperipherie ist geringer. Kortikal verlaufen die
Zellauslaufer parallel und annahernd rechtwinklig zur Oberflache“?). Die Gesamtheit der
Dendriten bilden gemeinsam mit den Lakunen, in denen sich die Zellleiber befinden, das
osteozytare lakunokanalikulare System (OLCS). Das Dendritenwerk ordnet sich
entsprechend seiner Anforderung aus, wobei der Ausbau durch Zementlinien
unterbrochen wird. Zwar orientieren sich Osteozyten parallel zu Zementlinien, ihre
Dendriten kénnen sie jedoch nicht passieren und kehren daher an ihnen ihre
Orientierung um®". An der Regulation der Dendritenformation sind bestimmte Proteine
(E11)“3 beteiligt und ermoglichen eine nachtraglich veranderte Orientierung“®.

Das dendritische System ist somit ein dreidimensionaler Kommunikationsweg aus
Zellfortsatzen, Uber das Signalstoffe ausgetauscht, Zellen rekrutiert und inhibiert werden
konnen. Fir die Kommunikation sind insbesondere die Gap-Junction bedeutsam®. Das
lakunokanalikulare System ist allerdings nicht von statischem Aufbau, sondern verandert
sich in Abhangigkeit von Alter und Funktionszustand der Zelle®44®), Der Transportweg
Uber das dendritische Netzwerk ermdglicht somit den Austausch von Stoffen und die
Kommunikation mit anderen Zellen. Dadurch ist ein direkter Einfluss auf die
Knochenhomoostase maglich“7:48),

Mechanosensorik

Eine wichtige Aufgabe des Osteozyten liegt in der Mechanosensorik, da der Osteozyt
als Belastungssensor das zentrale Element fur die Regulation des Knochenwachstums
bildet. Durch verstarkte Beanspruchung des Knochens wird der Aufbau angeregt.
Mangelnde Belastung fluhrt dagegen zum Knochenschwund und zum Absterben des
Osteozyten®"), Letzteres findet sich bei langer hospitalisierten Patienten oder auch in
der Schwerelosigkeit“®).

Es wird davon ausgegangen, dass mechanischer Druck zu einem Flussigkeitsstrom im
umgebenden Interstitium des lakunokanalikularen Systems fuhrt. Der Osteozyt kann
vermutlich den Strom wahrnehmen, da er sich mit seinen Fortsatzen der mechanischen
Belastung nach orientiert® und mit bestimmten mechanosensitiven Proteinen (CD44-
Protein) und Haftproteinen (Integrin-a.3s) assoziiert ist®'52), Allerdings ist unklar, welcher
Teil des Osteozyten den Scherstress detektiert. Verschiedene Forscher schreiben es
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sowohl dem Zellkorper®354), den Dendriten oder dem Primar-Cilium®354 isoliert oder in
Verbindung zu®®. An der Weiterleitung sind auch das Aktinfilamentsystem und die C43-
Kanale beteiligt®®. Die Form der Lakune konnte hier eine Verstarkungsfunktion
einnehmen®”). Komplexe Regulationskaskaden tber den Wnt/B-Catenin Signalweg
wirken sich auf die Genexpression aus und kdénnen osteoanabole Faktoren Uber das
dendritische Netzwerk an Osteoblasten freisetzen®).

Osteozytare Osteolyse und Mikropetrose

Die LakunengroRe ist jedoch keinesfalls eine stabile Variable®®. Vielmehr ist es dem
Osteozyten mdglich, sie in Abhangigkeit des Calcium- und Phosphatbedarfs zu
regulieren (Abb. 2). In Zeiten von Hypocalciamie kann der Osteozyt aktiv seine
Lakunengrolie erweitern, indem er die extrazellulare Matrix abbaut und resorbiert.
Dieser Vorgang wird als osteozytare Osteolyse® und von einigen Autoren als
perilakunarer Umbau beschrieben®. Gerade laktierende Frauen sind einem erhdhten
Calciumumsatz ausgesetzt, was sich durch eine Zunahme der Lakunengrofe darstellt©"
(Lakune1 Abb. 2). Daneben verandert sich die Kanalikulibreite sowie die Expression von
Abbauenzymen (TRAP, Cathepsin K)®?. Auch bei anderen Knochenerkrankungen, wie
Osteomalazie und Hyperparathyreodismus, konnten vergréferte Volumina aufgefunden
werden. Gerade das Parathormon scheint dies zu regulieren(®?.

Dadurch kann von einem aktiven Umsatz der Knochensubstanz durch den Osteozyten
gesprochen werden®. Bei alternden Osteozyten findet sich dagegen eine
Hypermineralisation des perilakunaren Raumes, wodurch dieser ausgefillt und der
Osteozyt apoptotisch wird (Mikropetrose) (Lakune 3 Abb. 2). Sowohl die statischen als
auch die kommunikativen Eigenschaften des Knochens werden hiervon beeinflusst©55),

Calcium und Phosphatbedarf: Calcium und Phosphatbedarf Calcium und Mikropetrose:

Der Osteozyt induziert liber die ausgeglichen: Phosphatiiberschuss: Apoptotischer

Sekretion osteokataboler Enzyme Der aktive spindelférmige Der Osteozyt baut Osteozyt ohne

und Protonen die Osteozyt verbleibtin einer vermehrtKnochen auf ~ Dendriten der

Knochenresorption. Die kleinen knochenfreien Lakune. und lagert seine Lakune mit

Kanalikuliund Lakune vergroRert Reversibler Zustand. mineralisierte Knochenmaterial

sich reversibel. Knochenmatrix an. Die aufgefiillt hat.
Lakune verkleinertsich.  Irreversibler
Reversibler Zustand Zustand.

1 Lakune 3 ( ( 4
o 4 <= —

Dendrit

= Kanalikuli

Abbildung 2: Regulation der lakunokanalikuldren Mineralisation:

Die Abbildung zeigt die GroBe der Osteozyten-Lakune bei unterschiedlichem Calciumbedarf. Ist dieser hoch (Lakune
1) nimmt die LakunengrofRe zu, wahrend bei geringem Bedarf, Matrix angebaut wird (Lakune 3). Beim Absterben des
Osteozyten (Lakune 4) wird diese mit Mineralien aufgeflllt (Mikropetrose). (Eigene Abbildung).
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Apoptose und Osteoklastenaktivierung

Die Grunde fir den Zelluntergang der Osteozyten sind mannigfaltig. Bestimmte Toxine
wie Diphterietoxin, Glukokortikoide, Sauerstoffmangel, Immobilisation und weitere
Faktoren kénnen zur Apoptose fiihren®”). Auch Unterbrechungen des dendritischen
Netzwerks werden mit der Apoptose in Verbindung gebracht®®%, Eng mit dem
Zelluntergang der Osteozyten ist die Aktivierung der knochenresorbierenden
Osteoklasten verbunden. Diese spielen sie eine entscheidende Rolle flir die Regulation
des Knochenstoffwechsels. Hiermit tragen sie zur Regeneration des Gewebes, zur
Funktionserhaltung sowie flr die belastungsgerechte Anpassung des Knochens bei.

Dabei scheinen sowohl aktive als auch praapoptotische Osteozyten, die Monozytopoese
und die Chemotaxis der Osteoklasten zu beeinflussen. Auch Osteoblasten sind daran
beteiligt. Osteoblasten und Osteozyten produzieren ein osteoklasten-aktivierendes
Protein, den sogenannte Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL). Dieser wird unter
anderem auf der dendritischen Oberflache exprimiert®. Der RANK-Ligand interagiert
bei der Stimulation mit dem RANK-Rezeptor auf Osteoklasten (s. Abb. 3). Allerdings
regulieren nicht die apoptotischen, sondern die direkt umgebenden Osteozyten RANKL
hoch (,Penumbra“). Regulatorisch kénnen sich benachbarte Osteozyten mittels
Osteoprotegrin auf das AusmaR des Resoptionsareals auswirken®. Die nachfolgende
Abbildung 3 zeigt die Einflisse auf die Osteoklastenaktivierung sowie auf das
Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteoklasten.

Vorliufer

Fusion, Differenzierung

Aktivierung

@

Calcitriol

Parathormon Wit/ p-Catenin 5E|Erﬂ-§-t|l1 @
Zytokine -

TGF- Belastung Ostrogene

Abbildung 3: Koordination der Osteoblasten und Osteoklasten:

Osteoblasten (Ob) produzieren Osteoklasten (Ok) -stimulierende Faktoren wie M-CSF, die die Rekrutierung und Fusion
aktivieren. Uber aktivierende Rezeptorinteraktionen zwischen RANK und RANKL werden die Ok-Vorl3ufer zur Fusion
zum reifen Osteoklasten angeregt. Dabei hemmt Osteoprotegerin (OPG) diese Interaktion, wohingegen Ostrogene (E)
die RANKL-Expression unterdriicken und auch die Aktivitdt der Osteoklasten beeinflussen. Viele weitere Faktoren und
Hormone wirken zudem auf den Ob. ein. Der Osteozyt kann durch Belastung tiber den Wnt/ B-Catenin Weg die Fusion
hemmen, bei Netzwerkfrakturen aber auch selber Osteoklasten aktivieren. (Eigene Abbildung).
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Ein sinkender Calciumspiegel im Blut vermittelt Gber Parathormon aus der
Nebenschilddrise die Aktivierung von Osteoblasten. Durch Parathormon wird von
Osteoblasten vermehrt der RANK-Ligand (RANKL) produziert sowie der Makrophagen-
Kolonie stimulierende Faktor (M-CSF) freigesetzt. Dabei handelt es sich um ein Protein,
das die hamatopoetischen Vorlauferzellen rekrutiert und zur Proliferation anleitet.
Osteoklasten-Vorlaufer besitzen hierfir einen membranstandigen Rezeptor, den
sogenannten RANK-Rezeptor. Uber eine Aktivierung der Vorlaufer mittels RANKL-
RANK-Interaktion, fusionieren sie zum reifen Osteoklasten (Abb. 3).

Der Osteoblast und auch der Osteozyt reguliert die Aktivierung tber Osteoprotegerin
(OPG), das RANK bindet und so die RANK-RANKL-Interaktion verhindern kann. Auch
Ostrogene wirken sich hemmend auf die Osteoklastenrekrutierung aus, was den Einfluss
von Ostrogenen in der Pathogenese der postmenopausalen Osteoporose unterstreicht
(Abb. 3). Auch Calcitonin wirkt osteoprotektiv, da es an Rezeptoren der Osteoklasten
bindet und deren Aktivitat hemmt. Zytokine und Wachstumsfaktoren aus der Matrix
fordern die Proliferation der Osteoblasten und die Osteoidsynthese!'?. Calcitriol
hingegen stimuliert die osteoklastare Proliferation.

Mechanische Belastung durch fluiden Scherstress, wirkt sich schiitzend auf den
Knochen aus und bewahrt ihn vor Resorption (Abb. 4). Uber die Transduktion des
Sensorpotentials werden sowohl Prostaglandine freigesetzt als auch der Wnt/B-Catenin
Signalweg angestoRen. Dieser resultiert in der Produktion von anti-apoptotisch
wirkendem Osteoprotegerin®). Belastung und Mobilisation sind daher essentiell fir
einen gesunden Knochenhaushalt (Abb. 4).

Knochenaufbau

t
Osteoblast

PARN

N~

Belastung Mangelbelastung

Mikrofrakturen —» <— Ostrogenmangel
Steroide — <+— |schamie
Osteoklast
¥
Knochenabbau

Abbildung 4: Die zentrale Rolle des Osteozyten im Knochenanabolismus und —katabolismus:

Auf der Abbildung sind hemmende und aktivierende Einflisse auf die Knochenneubildung durch Osteoblasten
und Resorption durch Osteoklasten dargestellt. Vielfaltige Faktoren kdnnten die Apoptose des Osteozyten und
somit den Knochenabbau tUber den Osteoklasten anstoBen. Belastung wirkt sich dagegen osteoprotektiv und
knochenanabol Gber den Osteoblasten aus. Grafik modifiziert nach Atkins et al.: Octeocyte regulation of bone
mineral: a little give and take(s8),
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1.1.5.4 Osteoklasten

Die schon beschriebenen Osteoklasten stellen die knochenresorbierenden Zellen dar.
Sie entstehen aus der Fusion von Vorlauferzellen, die von Osteoblasten tber M-CSF
rekrutiert und RANKL stimuliert wurden. Osteozyten kdnnen dagegen die Aktivierung
mittels OPG hemmen (Abb. 3).

Reife Osteoklasten sind grof3e Zellen mit einem Durchmesser von 50 bis 100 um. Durch
die Fusion (Syncytium) besitzen sie etwa 10 Zellkerne und einen hohen Anteil an
Mitochondrien und Lysosomen fir die phagozytotische Funktion®. Eine
morphologische Besonderheit stellt ihre eingefaltete basale Membranseite dar. Sie wird
auch als ,ruffled-border bezeichnet. Die durch die Membraneinfaltungen vergrofRerte
Zelloberflache schafft eine vermehrte Flache fir Protonenpumpen sowie fir den
Sekretions- und Resorptionsapparat (Abb. 5)73),

Die Funktion der Osteoklasten besteht darin, die organische und anorganische
Knochensubstanz abzubauen und durch Transzytose abzutransportieren. Dadurch wird
die Grundlage fir den funktionellen Knochenumbau geschaffen. Osteoklastentrupps
fressen spezielle Gruben, sogenannte Resorptionslakunen oder ,Howship-Lakunen®, in
den spongiosen Knochen sowie Bohrkanale in die Kompakta. Diese werden an den
Kontaktstellen zwischen Osteoklast und dem Knochenrand Uber eine
Versiegelungszone mittels Integrinen abgeschottet und somit als Funktionsraum
isoliert(2),

Im Ruffled-border-Saum der Osteoklasten befindet sich die primar aktive H*-ATPase, die
Protonen in die Resorptionslakune pumpt. Durch die Protonen wird im abgeschotteten
Raum ein pH-Wert von circa 4,5 erreicht. Dabei stammen die H*-lonen von der
Carboanhydrase ab, die aus H,O und CO2 - HCOs und H* generiert. Ein Chloridkanal
ermoglicht es Cl-lonen in die Lakune zu diffundieren, sodass sich dort HCI bildet. Auch
lysosomale Enzyme werden aktiv sezerniert und dienen dem Aufschluss der
organischen Knochenmatrix('?). Beispiele fiir Abbauenzyme sind Metalloproteasen und
Kathepsin K, B und L. Zudem wird TRAP sezerniert, das neben der Markerfunktion in
der Histologie, auch eine Rolle im Knochenabbau zu haben scheint. Abgebaute
Knochensubstanz wird endozytotisch aufgenommen und transzytotisch durch die Zelle
transportiert, um auf der Rickseite des Osteoklasten wieder abgegeben zu werden. Der
histologische Aufbau des Osteoklasten und der Howship-Lakune ist in der folgenden
Abbildung 5 dargestellt.
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Osteoklast

Zellkern
Golgi-Apparat

Mitochondrium
Lysosom

Osteoblast

Fokaler

Kontakt
Osteoid

Ruffled Border

+ * .
Knochen H*H . H Dendriten
. H* Howship-Lakune
H

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Osteoklasten und der Howship-Lakune:

Die Grafik zeigt den Osteoklasten (Ok) mit seinem zum Knochen hin gelegenen ,Ruffled-border-Saum®. Dort werden die
Protonen in die Howship-Lakune sezerniert. Ebenso werden lysosomale Enzyme zur Matrix-Degradierung abgegeben.
Die Mitochondrien werden insbesondere fiir die aktiven Sekretionspumpen benétigt. Abgebautes Knochenmaterial
kann anschlieRend wieder aufgenommen und an der apikalen Seite sezerniert werden. Daneben zeigen sich kubische
Osteoblasten, die tiber Nexus mit den Dendriten der Osteozyten kommunizieren. (Eigene Abbildung).

1.1.6 Regulation der Knochenstruktur

1.1.6.1 Funktioneller Knochenumbau

Physiologisch wird Knochen nach einer bestimmten Zeit ab- und umgebaut. Ursachlich
hierfir sind Verschleil3, die Entstehung von Mikrofrakturen, die physiologischen
Gewebserneuerung und die Anpassung an veranderte Belastung. Aus diesem Grund ist
es wichtig, dass Knochen kein starres Gewebe ist, sondern einem dynamischen Umbau
unterliegt. Auch bei der Knochenbildung, bei der Umwandlung von Geflechtknochen in
Lamellenknochen und beim Wachstum spielt der Umbau eine Rolle. Wahrend die
Kompakta jahrlich nur zu etwa 4 % umgebaut wird, unterliegt die Spongiosa einem
deutlich starkerem Umbau von bis zu 28 %12,

Wie bereits beschrieben, ist die Knochenresorption eine Aufgabe des Osteoklasten und
die Knochenneubildung, die des Osteoblasten. Die Prozesse kommen allerdings nicht
isoliert, sondern kombiniert miteinander vor. Beide Zellentitdten bilden zusammen
sogenannte knochenbildende Einheiten (Basic Multicellular Unit/ BMU).

An der Spitze der BMU befindet sich ein Trupp aus Osteoklasten, die den Knochen
abbauen. An den Randern des abgebauten Knochenareals lagern sich Osteoblasten an,
die erneut beginnen Osteoid abzulagern, um in die Matrix eingebettet zu werden und
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sich zu Osteozyten zu differenzieren®). Die einsprossenden BlutgefaRe und Nerven
sorgen fir die vaskulare Versorgung des entstehenden Areals’®).

Zwischen spongiésem und kompaktem Knochen unterscheiden sich die
Abbauformationen. In der Zona Compacta werden rohrenférmige Tunnel ausgebildet, an
deren Spitze die BMU sitzt und sich in den Knochen hinein arbeitet. Durch den Tunnel
entsteht ein neues Havers System. Im spongiésen Knochen werden hingegen flache
Howship-Lakunen ausgehoben. Hier lagern sich Osteoblasten ein, flllen die Gruben
lamellenartig auf und werden endostnah von Lining-Zellen bedeckt('?),

1.1.6.2 Mineralisation und Regulation des Knochenstoffwechsels

Calcium ist fir den Korper und fir die Zelle ein lebenswichtiges lon, dessen
Serumspiegel sehr eng kontrolliert wird. Etwa 99 % des Calciums ist im Knochen
gespeichert und nur ein Prozent liegt im Serum vor. Die intrazellulare Konzentration
betragt etwa 1*10*mmol/L, extrazellular finden sich etwa 2 mmol/L freies Calcium.

Es spielt eine Rolle in der Knochenmineralisation, fur die Muskelkontraktion, die
elektrische Herzaktivitat sowie bei der Blutgerinnung und Apoptose™®. Verminderte
Calciumspiegel kdnnen sich systemisch auswirken und bis hin zu Muskelkrampfen und
zur Tetanie fuhren®. Da die Zelle sehr sensibel auf Veranderung zwischen extra- und
intrazellularer Konzentration reagiert, ist die enge Regulation des Calciumhaushalts
bedeutsam. Daflir stehen hauptsachlich drei Hormone zur Verfigung: Parathormon,
Calcitonin und Calcitriol (Vitamin-D)76.77),

Parathormon

Parathormon wird in den Zellen der Nebenschilddriise gebildet. Dieses paarige Organ
besteht aus insgesamt vier Epithelkérperchen, die dorsal den Schilddrisenlappen
aufgelagert sind. Als Stimulus fur die Freisetzung von Parathormon (PTH) gilt ein Abfall
des Calciumspiegels unter 1,25 mmol/L.

Parathormon weist physiologisch drei Wirkungen auf: Es wirkt zum einen auf
Osteoblasten ein und stimuliert sie zur Aktivierung und Rekrutierung von Osteoklasten
Durch den Knochenabbau steigt der Calcium- und Phosphatspiegel im Blut an'?). Dies
wird vor allem Uber das RANKL/OPG-Gleichgewicht reguliert, wofir RANKL vermehrt
exprimiert wird (Abb. 3, S.12).

Des Weiteren wird in der Niere durch PTH die Reabsorption von Calcium gesteigert und
die von Phosphat gesenkt. Ferner stimuliert PTH in der Niere die Expression der 1a-
Hydroxylase, die fir die renale Bildung von aktivem Vitamin-D verantwortlich ist. Ein
hoher Calciumspiegel hemmt hingegen die PTH-Sekretion(®.
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Calcitionin

Dieses Hormon wird aus den C-Zellen der Schilddrise freigesetzt, die zwischen den
Thymozytenfollikeln liegen. Calcitonin stellt meist den direkten Gegenspieler zu PTH dar.
Im Knochen hemmt es direkt am Osteoklasten dessen Aktivitdt und senkt den
Serumspiegel an Calcium und Phosphat. Ahnlich dem PTH stimuliert es in der Niere die
Wiederaufnahme von Calcium und hemmt die von Phosphat. Auch Calcitonin wird tber
den Calcium-Serumspiegel reguliert. Fallt dieser ab, sinkt die Freisetzung und steigt bei
hoheren Spiegeln an®. Daneben stellt Calcitonin auch einen Tumormarker fiir das
medullare Schilddrisenkarzinom dar.

Calcitriol (Vitamin D3)

Vitamin D; kann als einziges Vitamin endogen gebildet und exogen aufgenommen
werden. Bei der koérpereigenen Synthese von Calcitriol wird 7-Dehydrocholesterol unter
UV-Einfluss in der Haut gebildet und in Leber sowie Niere modifiziert. In der Leber erfolgt
eine Hydroxylierung zu 25-OH-D; (Calcifediol), das in der Niere weiter durch die 1a-
Hydroxylase zu 1,25(OH).-D3 (Calcitriol) verarbeitet wird. Die Regulation erfolgt Gber die
Phosphatkonzentration, da Calcium und Phosphat physiologische Gegenspieler sind.
Hohe Phosphatkonzentrationen hemmen die Synthese von Vitamin D;und umgekehrt(?).
Calcitriol flhrt seinerseits zu einer gesteigerten enteralen Aufnahme von Calcium und
Phosphat. Die Synthese von Calcitriol wird durch niedrige Calciumspiegel stimuliert. Im
Gegenzug hemmt es die Synthese von PTH und nimmt indirekt Einfluss auf die
Osteoklasten(®).

Daneben wirken sich noch viele weitere Hormone und Gewebsfaktoren auf den
Calciumhaushalt und somit auf den Knochen aus. Gerade Ostrogene, Glukokortikoide,
Prolaktin und Somatomedine (IGF) beeinflussen die Knochenhomdostase, wobei nur auf
die ersten beiden Faktoren im Kapitel Osteoporose eigegangen werden soll.

1.1.7 Knochenkrankheiten

1.1.7.1 Osteopenie

Die Osteopenie wird auch als praklinische Osteoporose bezeichnet und stellt eine
Minderung der Knochendichte dar. Diese ist jedoch nicht so gravierend wie bei der
Osteoporose, sondern es handelt sich vielmehr um deren Vorstufe. Die Osteopenie stellt

eine reversible Form dar und muss nicht deterministisch in der Osteoporose resultieren.

Histologisch zeigt die Osteopenie dieselben Charakteristika wie die Osteoporose: den
Verlust an spongiésem Knochen und trabekuldarem Abbau (fir weitere histologische
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Kriterien siehe auch Osteoporose). Daneben wird die Osteopenie mit einer gesteigerten
Osteoklastogenese in Verbindung gebracht(®.

Die Diagnose der Osteopenie erfolgt mittels Osteodensitometrie, bei einem vorliegenden
T-Score von 1,0 bis 2,5 Standardabweichungen niedriger als bei einer gesunden 30-
jahrigen Person gleichen Geschlechts. Ab einem T-Score von unter 2,5 SD wird die
Osteoporose diagnostiziert”. Durch den Verlust an Knochenmasse fiihrt die
Osteopenie zu gesteigerter Frakturhaufigkeit, jedoch in geringerem Ausmal3. Gleichsam
der Osteoporose tritt sie besonders haufig bei Frauen nach der Menopause als Folge
des Ostrogenmangels auf. Das Risiko steigt durch dieselben Mechanismen wie
Ostrogenmangel, Inaktivitat, Rauchen oder durch die Einnahme bestimmter
Medikamente("®-81),

Wichtig ist es, die Osteopenie als Vorstufe der Osteoporose zu diagnostizieren und dem
Auftreten der Osteoporose entgegen zu wirken. Hierdurch kann ein progredienter Verlauf
vermieden werden.

1.1.7.2 Osteoporose

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, bei der es durch eine
verringerte Knochenmasse zu einer verschlechterten Mikroarchitektur des
Knochengewebes kommt. Des Weiteren liegt ein dysreguliertes Verhaltnis zwischen
Osteoklasten und Osteoblasten sowie eine vermehrte Knochenbriichigkeit vor. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert einen Knochenschwund unter einem T-
Score von -2,5 in der Dual-X-Ray-Absorptiometrie (DXA) als Osteoporose. Im
Gegensatz zur Osteomalazie ist die Knochenmasse vermindert, die Mineralisierung des
Knochens jedoch normal.

Die Osteoporose ist eine der haufigsten Krankheiten im hohen Lebensalter, wobei
Frauen davon am starksten betroffen sind. Der Knochenschwund kann bei Frauen als
postmenopausale Form verlaufen (etwa bei 30 %) oder als senile Verlaufsform im
héheren Lebensalter. Es ist davon auszugehen, dass im Laufe der nachsten Jahrzehnte
die Inzidenz der Osteoporose weiterhin steigen wird. Dies begrtindet sich auf dem durch
den demographischen Wandel verursachten, steigenden Anteil der alteren
Bevolkerung™. Klinisch bedeutsam sind besonders die Folgen der Osteoporose und die
zunehmende Pravalenz an Schenkelhals,- Radius- und Wirbelkdrperfrakturen. Das 10-
Jahres-Risiko eine Fraktur zu erleiden, nimmt flir proximale Femora ab 75 Jahre um 20
% zu. Ebenso weisen Oberschenkelhalsfrakturen immer noch eine sehr hohe Mortalitat
von bis zu 10 bis 20 % pro Jahr auf("),
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Atiologie

Die Ursachen der Osteoporose sind tberwiegend primarer Natur. Hier stehen besonders
postmenopausale und senile Formen im Vordergrund. Daneben finden sich sekundare
Formen, die endokrin oder iatrogen beispielsweise durch einen Hyperkortisolismus
bedingt sein kdnnen. Auch als Nebenwirkung einiger Medikamente kann sie auftreten®?).

Physiologisch nimmt die Knochenmasse in den ersten drei Lebensjahrzehnten
kontinuierlich zu, wonach es zu einem allméahlichen Knochenmassenverlust kommt. Mit
dem Einsetzen der Menopause beschleunigt sich die Rate des Knochenverlustes. In den
ersten 5 bis 10 postmenopausalen Jahren verliert die Frau etwa 2 % ihrer
Knochenmasse pro Jahr. Dagegen kommt es beim Mann physiologisch nur zu einer
Verminderung von 0,5 % pro Jahr®). Pathophysiologisch kann sowohl ein mangelnder
Aufbau der maximalen Knochenmasse bis zum 30. Lebensjahr (peak bone mass) als
auch ein beschleunigter Knochenmassenverlust sowie eine Kombination aus beidem,
zur Osteoporose fuhren®),

Im Folgenden sind die verschiedenen Formen aufgelistet("7:8485):

Primare Osteoporose (95 %)
¢ Idiopathische Osteoporose junger Menschen (selten)
¢ Postmenopausale Osteoporose (= Typ |-Osteoporose)
¢ Senile Osteoporose (= Typ II-Osteoporose): W: M= 2:1
Sekundare Osteoporose (5 %)

¢ Endokrine Ursachen (Hyperkortisolismus, Hypogonadismus, Hyperthyreose,
pHPT), Malabsorbtion

¢ |Immobilisation

¢ latrogen/ medikamentds: Langzeittherapie mit verschiedenen Medikamenten:
Kortikosteroiden, Glitazonen, Protonenpumpenhemmern, Aromatasehemmern,
Antiandrogenen, Antiepileptika®587)

Erkrankungen, die mit Osteoporose assoziiert sein kénnen:
e z.B. Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn, Typ |-Diabetes, Epilepsie

Hereditare Erkrankungen:

e Osteogenesis imperfecta, Ehlers-Danlos-Syndrom, Marfan-Syndrom,
Homozysteinurie
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Risikofaktoren

Viele Risikofaktoren beglinstigen das Auftreten der Osteoporose. Ein unbeeinflussbarer
Faktor stellt das Lebensalter. Da mit zunehmenden Alter sich die Knochenmasse
verringert, verdoppelt sich das Frakturrisiko ab einem Alter von 50 Lebensjahren etwa
mit jeder Dekade. Auch das Geschlecht wirkt sich auf die Knochenmasse aus. Dabei
sind Frauen haufiger von der Osteoporose betroffen®®.

Da sich korperliche Belastung Uber den Osteozyten osteoprotektiv auswirkt, flihrt
mangelnde Belastung, etwa durch einen inaktiven Lebensstil, kdrperliche
Einschrankungen oder Hospitalisierung, zu Knochenverlust". AuRerdem begtinstigen
viele Medikamente, Ernahrungsgewohnheiten, Untergewicht, gesteigerter
Nikotinabusus sowie eine verkiirzte Ostrogenexpositionszeit (unter 30 Jahren) die
Entstehung der Osteoporose!’”).

Im nachfolgenden Teil soll kurz auf die Osteoporose in Bezug auf bestimmte
Einflussfaktoren eingegangen werden, die sich im Studiendesign wiederfinden.

Osteoporose und Ostrogenmangel

Die Entfernung der Ovarien fiihrt zu einer starken Reduktion der Ostrogenproduktion, da
in den Eierstécken Ostrogene produziert werden. Ostrogene senken die RANKL-
Expression, erhdhen Osteoprotegerin und inhibieren die Osteoklastogenese und somit
den Knochenabbau®®®. Daher fiihrt der Mangel an Ostrogenen zu einem erhdhten Level
an sRANKL im Knochenmark und zur vermehrten Bildung und Aktivierung von
Osteoklasten, die knochenresorbierend wirken®®. Auch die vermehrte Apoptose von
Osteozyten wird unter der Ovariektomie gefunden®®. Daneben wird angenommen, dass
sich ein Ostrogenmangel verlangernd auf die Uberlebenszeit der Osteoklasten auswirkt.
Diese kdnnen durch die gréRere Zeitspanne mehr Material abbauen und tiefer den
Knochen erodieren, wodurch sich die trabekulare Separation vergroRert®). Ferner
scheint die Hemmung von IL6 durch Ostrogene eine Rolle zu spielen, da IL6 mit einer
vermehrten Resorption assoziiert ist®"). Physiologisch tritt ein Ostrogenmangel bei
Frauen in der Menopause auf, der das Auftreten der Osteoporose begunstigt.

Osteoporose und Mangel-Diat

Eine Mangelernahrung an Vitamin-D und Calcium fuhrt zu rachitischen Verhaltnissen
und zur Knochenaufweichung, da der neu gebildete Knochen (Osteoid) nicht
mineralisiert werden kann. Bei einem Calciummangel wird zuséatzlich weiter Calcium aus
dem Knochen entzogen, sodass der Knochen an Calcium verarmt®?. Insbesondere
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fordert die Kombination aus Calcium-, Vitamin-D- und Ostrogen-Mangel das Auftreten
der Osteoporose(©394),

Von einigen Autoren®%) wird auch die Kombinationsform aus Osteoporose und
Osteomalazie, die sogenannte Osteoporomalazie, beschrieben. Bei ihr finden sich
sowohl Zeichen der Osteoporose, wie z.B. die geringere Knochenmasse im DXA, aber
auch die fir Osteomalazie typische Mineralisationsstérung. Bei unklaren Befunden sollte
daher eine erweiterte diagnostische Abklarung eingeleitet werden®®.

Osteoporose und Glukokortikoide

Glukokortikosteroide werden physiologisch in der Nebennierenrinde gebildet. Neben
diversen systemischen Wirkungen, besitzen sie auch einen Einfluss auf den Knochen.
Der Knochenabbau wird durch Kortikosteroide stimuliert und die Zellularitat reduziert.
Die osteokatabole Wirkung basiert auf der vermehrten Expression von RANKL. Dies
fuhrt in der Frihphase nach 3 bis 6 Monaten zur gesteigerten Knochenresorption und
langfristig zur Hemmung der Knochenneubildung®”). Daneben fiihren Glukokortikoide zu
Osteonekrose sowie zu verminderter Knochenbildung durch Induktion der Apoptose und
durch verminderte Osteoblastogenese. Die Uberlebenszeit der Osteoklasten wird
dagegen gesteigert®®. Da die Knochenbildung gehemmt und der Abbau angeregt wird,
kommt es zum Verlust an Spongiosa, was sich auf die Knochenarchitektur durch eine
minderwertige Knochenstatik auswirkt.

Einteilung der Osteoporose
Einteilen Iasst sich die Osteoporose nach metabolischen Charakteristika, charakterisiert
durch das Turnover, sowie nach Verteilungstypen und klinischen Stadien.

Typen der Verteilung
o Generalisierte Osteoporose

- Postmenopausale Osteoporose (Typ |): Spongiosabetonter Knochenverlust
- Senile Osteoporose (Typ Il): Spongiosa und Kompakta betroffen

e Lokalisierte Osteoporose bei Rheumatoider Arthritis oder Morbus Sudeck

Klinische Einteilung

Die klinische Einteilung richtet sich nach der Knochendichtemessung mittels DXA und
dem daraus ermittelten T-Score sowie nach auftretenden Frakturen. Klinisch werden 4
Stadien unterschieden, bei denen der Schweregrad im Verlauf zunimmt:
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e 0 Osteopenie (Praklinische Osteoporose): DXA -1 bis -2,5
o 1 Osteoporose (ohne Frakturen): DXA < -2,5
e 2 Manifeste Osteoporose (mit Frakturen): DXA < -2,5

e 3 Fortgeschrittene Osteoporose (multiple Wirbelkdrperfrakturen, auch
extraspinale Frakturen): DXA < -2,5

Klinische Symptomatik

Haufig aulern Patienten mit Osteoporose Knochenschmerzen, die sich uberwiegend
belastungsabhangig zeigen. Die Schmerzen sind meist Uber der Wirbelsaule lokalisiert,
wovon besonders der thorakolumbale Ubergang betroffen ist. Daneben treten
sogenannte Spontanfrakturen auf. Gerade Schenkelhalsfrakturen und Wirbelbriiche
kommen verstarkt vor. Durch das Zusammensintern von Wirbelkérpern kann es zur
Rundruckenbildung (Gibbus) mit verstarkter Kyphosierung der Brustwirbelsaule
kommen(77:83.99)

Diagnostik

Fur die Diagnostik der Osteoporose erfolgt neben der grindlichen Anamnese, der
Evaluation von Risikofaktoren und der kérperlichen Untersuchung insbesondere die
Osteodensitometrie als Goldstandard. Alternative Untersuchungen kénnen Hinweise auf
die Atiologie liefern.

Bei der korperlichen Untersuchung kénnen klinische Tests (Ott-Maf3) und klinische
Zeichen (Tannenbaumphanomen, Gibbusbildung) weitere Aufschlisse geben. Aus den
erhobenen Parametern lasst sich mit Hilfe verschiedener Kalkulationen (FRAX, Q-
Fracture Score) das Risiko ermitteln, in den nachsten 10 Jahren eine Wirbelkdrper- und
oder proximale Femurfraktur zu erleiden (DVO-Leitlinien)®%. Nach der Risikoevaluation,
bspw. Giber den DVO-Score, kann die DXA-Osteodensitometrie, ein Basislabor oder das
Rontgen zur Frakturabklarung eingeleitet werden('%). Die Diagnostik soll bei einem
Frakturrisiko von tber 20 % eingeleitet werden.

Osteodensitometrie (DXA)

Bei der apparativen Diagnostik gilt die Knochendichtemessung (Osteodensitometrie) als
Goldstandard gilt. Hierbei wird die Flachendichte des Knochenmineralgehaltes (g/cm?)
an der LWS (Mittelwert aus den Wirbelkérpern L1 bis L4), am proximalen Femur und am
Femurhals gemessen. Der Minimalwert dieser 3 Messungen gilt als ausschlaggebend
fur die Therapieentscheidung.
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Fur den Vergleich wird der T-Score ermittelt, der die Standardabweichung vom Mittelwert
der maximalen Knochendichte ("peak bone mass") einer Frau im Alter von 30 Jahren
darstellt. Im Langzeitverlauf lasst sich durch die DXA-Messung ein Verlust an
Knochenmasse ermitteln’?),

Mit Hilfe des T-Scores werden vier Kategorien der Knochendichte fir Manner und Frauen
auf Basis der DXA-Messungen am Femurhals definiert:

e Normal: T-Score > -1 SD
e (Osteopenie: T-Score zwischen -1 und -2,5 SD
o Osteoporose: T-Score < -2,5 SD

o Schwere (manifeste) Osteoporose: T-Score < -2,5 SD bei mindestens einer
Fraktur

Der T-Score gilt als wichtiger Parameter in die Risikokalkulation, in den nachsten 10
Jahren eine Wirbelkérper- oder proximale Femurfraktur zu erleiden. Bei bereits
vorliegenden Frakturen reicht zur Diagnose der Osteoporose ein T-Score von <-2,0 aus.
Daneben lasst sich aus der DXA auch der Trabecular Bone Score ermitteln, der die
Mikroarchitektur parametisiert und zur Risikoevaluation herangezogen werden kann®%.

Da die DXA als Goldstandart gilt?”'" und sich die Therapieempfehlungen darauf
beziehen, soll auf die weitere Diagnostik nur kurz eingegangen werden.

Rontgendiagnostik

Im radiologischen Bild finden sich entkalkte Wirbel mit sogenannter Rahmenstruktur
durch das Hervortreten der Grund- und Deckplatten. Daneben erscheinen die
Wirbelkérper ,langs gestreift® durch eine vermehrte vertikale Trabekulierung. Auch
Nachweise von Wirbeleinbrichen sind mit zunehmenden Schweregrad zu finden.
.Fisch-, Sanduhr- oder Keilwirbel* mit konsekutiver Kyphosierung der Wirbelsaule
kénnen resultieren('°),

Alternative Diagnostik

Fir spezielle Fragestellungen kann zusatzlich eine Knochenbiopsie empfehlenswert
sein. Daneben konnen Uber die Szintigraphie zuverlassig Regionen gesteigerten
Knochenumbaus (mittels 99mTechnetium-markierten Bisphosphonaten) dargestellt
werden. So ergeben sich Hinweise auf das dysregulierte Verhaltnis zwischen
Osteoblasten und Osteoklasten"), Alternativ kann auch die Ultraschalldensitometrie
oder die quantitative Computertomographie (QCT) herangezogen werden.
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Histologie und Histomorphometrie

Zwar spielt in der klinischen Diagnostik die Histologie eine untergeordnete Rolle, stellt
aber die Grundlage der mikro- und makroskopischen Veranderungen der
Knochenarchitektur dar und wird in dieser Dissertation naher untersucht.

Am auffalligsten bei der histologischen Untersuchung der Osteoporose ist die Reduktion
der Knochenmasse. Dazu kann das Verhdltnis des Knochenvolumens am
Gesamtvolumen (BV/TV) bestimmt werden. Normalerweise nimmt der Wert bei
gesunden jungen Menschen 20 % ein, kann aber mit zunehmenden Alter auf unter 12 %
sinken. Bei der postmenopausalen Osteoporose verringert sich insbesondere die Anzahl
der Trabekel (Tb.N.), wahrend bei der senilen Osteoporose die trabekulare Dicke
(Tb.Th.) abnimmt und auch die kortikale Knochensubstanz betroffen ist(®6.192),

Modell der Knochenumwandlung

Bei der Osteoporose wird von einem Modell des strukturellen Umbaus ausgegangen,
bei dem es zu einer Umwandlung von plattenartigen (plate-like) Trabekeln zu
stabformigen (rod-like) Formationen kommt('%3-1%) \Wahrend des Umbaus nimmt der
Anteil der stabformigen Trabekel zu und die Anzahl der Platten ab. Die stabférmigen
Trabekel sind dabei schlechter vernetzt, diinner und fragiler('®®). Bei der Osteoporose
werden besonders die horizontal ausgerichteten Knochenbalkchen abgebaut, wobei die
vertikalen Trabekel bestehen bleiben. Dies sorgt fur die gestreift wirkenden
osteoporotischen Wirbelkdrper im Rontgenbild. Durch eine inhomogene Knochendichte
der osteoporotischen Trabekeln, resultiert eine erhohte Frakturgefahr(1°7:1%)  Fir die
Bewertung der spongidsen Strukturen wurde der sogenannte ,Structure Model Index"
(SMI) entwickelt. Mit Hilfe des uCTs und spezieller Software kann daneben errechnet
werden, wie hoch der Anteil an platten- oder stabartigen Trabekeln ist(1%®11%) Der SMI
beinhaltet Werte von 0 bis 3. Der Wert 0 stellt die ideale Platte und 3 den idealen Stab
dar. Quantitative Veranderungen der Spongiosa kénnen hiermit beschrieben werden.

Serumparameter

Auch Blutwerte kénnen fur die Diagnose und atiologische Klarung hilfreich sein. Neben
dem Differenzialblutbild geben die lonenverteilung von Calcium und Phosphat wichtige
Aufschlusse Uber den Verlauf und die Abgrenzung zu Differenzialdiagnosen. Zu den
Basisparametern die evaluiert werden sollen, gehoren Entzindungswerte
(Leukozytenzahl, CRP) und weitere Parameter wie Ca?*, PO*, y-GT, ALP, Kreatinin, die
BSG und TSH basal. Eine sekundare Osteoporose kann gegebenen falls durch
Abklarung von Testosteron und Ostrogenen ausgeschlossen werden. Auch Vitamin-D,
seine Vorstufen und das Parathormon sollten bestimmt werden”),
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Des Weiteren besteht die Moéglichkeit, Marker des Knochenaufbaus oder —abbaus zu
bestimmen, auf die jedoch nicht ndher eingegangen werden soll. Daneben werden
einige Marker wie TRAP oder ALP zu den immunhistochemisch Standardfarbungen
gezahlt(,

Differenzialdiagnosen

Von der Osteoporose lassen sich verschiedene andere Krankheitsbilder als
Differentialdiagnosen abgrenzen. Dazu zahlen neoplastische Prozesse wie
Skelettmetastasen oder Knochentumore. Diese kénnen ebenfalls osteolytisch wirken
(bspw. Mamma-Karzinom Metastasen) und somit zu Knochenbrichen flhren. Auch
andere endokrine Erkrankungen wie die Osteomalazie oder der Hyperparathyreodismus
sollten ausgeschlossen werden. Zur Differenzierung kénnen Blutparameter, die BSG,
das Serum-Elektrophoresemuster und bildgebende Verfahren eingesetzt werden.

Therapie

Da sich diese Dissertation insbesondere mit der Pathogenese der Osteoporose
beschaftigt, soll auf die Therapie nicht im Detail eingegangen werden.

Kausale und symptomatische Behandlung

Ist eine Osteoporose diagnostiziert, muss sie effektiv behandelt werden. Die Therapie
richtet sich nach der Ursache der Osteoporose. latrogene und endokrine Ursachen
sollten entsprechend therapiert werden.

Neben symptomatischer und praventiver Behandlung(®® sollte die Vitamin-D
Versorgung optimiert werden. Empfohlen werden 800 IE Vit.D/d sowie etwa 1000- 1500
mg Ca/d®. Die Substitutionstherapie kann bei bestimmten Indikationen
pharmakologisch erganz werden (siehe hierzu DVO-Leitlinie Osteoporose®).

Medikamentbése Therapie

Bisphosphonate wirken bspw. antiresorptiv und versiegeln die Knochenoberflache®>112),
Strontiumranelat verbessert auf zellularer Ebene den Knochenaufbau und vermindert
den Knochenabbau('"®). Daneben kann auf den Ostrogenstoffwechsel mittels selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) Einfluss genommen werden. Ferner findet sich
der monoklonale Antikérper Denosumab, der die Wirkung von RANKL blockiert und
somit die Osteoklastogenese hemmt(''. Selbst rekombiniertes Parathormon kann
subkutan injiziert, fur komplizierte Verlaufsformen oder bei glukokortikoid-induzierter
Osteoporose eingesetzt werden’7:8%112115)  Bej allen Praparaten muss die jeweilige
Indikation geprift und auf entsprechende (teils schwerwiegende) Nebenwirkungen(12)
geachtet werden.
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1.1.7.3 Osteomalazie und Rachitis

Unter Osteomalazie versteht man eine ungenigende Mineralisation des Osteoids.
Kalzium und Phosphat werden hierbei vermindert in den Knochen eingelagert. Nach
Abschluss des Knochenwachstums wird sie als Osteomalazie, im Wachstumsprozess
als kindliche Rachitis bezeichnet. Diese betrifft insbesondere die metaphysaren
Wachstumszonen und fiihrt zur Knochenerweichung('"®).

Ursachlich ist ein Vitamin-D-Mangel, der durch Malassimilationssyndrome, mangelnde
Vitamin-D-Zufuhr oder durch unzureichende UV-Exposition entstehen kann. Des
Weiteren kann auch die korpereigene Synthese von Vitamin-D in Leber und Niere gestort
sein. Auch seltene genetische Erkrankungen, wie die Vitamin D-abhangige Rachitis
(VDDR), sind bekannt(1®),

Diagnostisch zeigen sich Veranderungen in den Blutwerten. Besonders Hypocalciamie
und eine erhdhte alkalische Phosphatase sind typisch. Je nach Atiologie kénnen noch
Zeichen der Malabsorption, wie Hypophosphatamie oder verminderte Vitamin-D-Spiegel
gefunden werden. Bei der klinischen Untersuchung koénnen Skelettschmerzen,
Knochenverbiegungen und Gehstérungen (z.B. durch Varisierung der Schenkelhalse
oder Schwache der Glutealmuskulatur), auftreten. Zusatzlich kénnen sich weitere
klinische Zeichen wie der ,rachitische Rosenkranz“, eine Schwellung der Rippen an
Knorpel-Knochen-Grenze, finden. Ein klinisches Zeichen der Hypocalciamie kann die
Tetanie, mit sogenannte ,Pfotchenstellung der Hande* sein?),

Radiologische Charakteristika sind sogenannte Looser-Umbauzonen im Rdntgenbild.
Hierbei handelt es sich um bandférmige Aufhellungen quer zur Langsachse des
Knochens als Zeichen unverkalktem  Osteoids. Auch Knochen- und
Wirbeldeformierungen kommen vor. Daneben sind ,verwaschene® Knochenstrukturen
mit Rarifizierung der Knochentrabekel aufzufinden. Als weiteres Diagnostikum kann in
bestimmten Fallen die Knochenbiopsie und Histologie indiziert sein7:11®),

Handelt es sich atiologisch um einen Vitamin-D-Mangel, kann er durch Substitution von
Viatmin-D3 behandelt werden. Liegen andere Ursachen zu Grunde, sollen sie durch
Behandlung der Grunderkrankung behoben werden. Eine Steuerung der Therapie
erfolgt durch die Uberwachung des Serumcalciums und der Calciumausscheidung”'"),
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1.2 Hypothesen und Zielsetzung

Durch die steigende Pravalenz der Osteoporose kommt der Entwicklung neuer
Therapiealternativen fir die Osteoporose selbst als auch fir die mit ihr assoziierten
Folgen, wie Frakturen, eine wachsende Bedeutung zu. Gerade der minderwertige
Knochenstatus stellt eine Herausforderung fir die Frakturversorgung dar.

Zur Untersuchung wird ein dem menschlichen Knochenstatus vergleichbares
Groldtiermodell bendétigt. Im Schafsmodell sollen daher verschiedene Formen der
Osteoporose, der postmenopausale, der Calcium- und Vitamin-D-defiziente sowie der
steroidinduzierte Phanotyp untersucht werden. Den Einfluss der jeweiligen Behandlung
soll durch histologische Parameter der Knochenstruktur und Zellularitdt analysiert
werden. Bei der Pathogenese steht die zentrale Rolle des Osteozyten, als Dirigent der
Knochenhomoostase, im Vordergrund. Die Auswirkungen der Strategien sollen mit
numerischen und morphologischen Veranderungen des Osteozyten und des OLCS in
Verbindung gebracht werden. Insbesondere die quantitativen und strukturellen
Veranderungen im Kommunikationsnetz sollen naher untersucht werden. Die
experimentellen Untersuchungen mit neuen, sowie weiterentwickelten, objektivierbaren
Methoden fir histologische Farbungen stellen neue Forschungsansatze flir Folgestudien
dar. Die Ergebnisse sollen zur Pravention und zur Entwicklung neuer, an den
osteoporotischen Knochenstatus angepasster, Biomaterialien dienen.

Es ergeben sich folgende Hypothesen, deren Uberpriifung Kernziele der Arbeit sind:

e Morphologisch wird durch die Osteoporoseinduktion eine Ausdinnung des
Trabekelwerks, eine Zunahme des intertrabekularen Abstandes sowie eine
reduzierte Knochenflache zu erkennen sein.

e Die Knochenflache wird sich unter der Behandlung in den verschiedenen
Gruppen korrelierend mit der Zellzahl und Morphologie der Osteozyten
vermindern und unterscheiden.

e Durch die Behandlung verandert sich neben der Osteozytenzahl auch deren
Morphologie, wobei die Zahl an spindelférmigen Zellen abnimmt und die Zahl
runder Zellen zunimmt.

e Wahrend es zum Anstieg von Lakunen und sphéarischen Osteozytenformen
kommt, wird das dendritische Kommunikationsnetzwerk zunehmend abgebaut.
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2 Material und Methoden

2.1 Schafsmodell

Gemal den aktuellen United States Food and Drug Administration (FDA) Richtlinien
wurde zur Untersuchung der postmenopausalen Osteoporose zuerst ein Kleintiermodell
an ovarektomierten Ratten etabliert, das danach auf das Schaf als Grofdtiermodell
ausgeweitet wurde("®.  Wahrend durch das Rattenmodell der gesteigerte
postmenopausale Abbau an spongidsem Knochen (,modeling“) dargestellt werden soll,
ist das zweite Modell ein, fur die jeweilige Fragestellung spezifisches Modell, das das
pathologische ,remodeling“ mit verminderter Knochenbildung sowie weitere Faktoren
widerspiegelt('??. Durch die praklinischen Modelle soll die Sicherheit fiir den Menschen,
etwa bei der Testung neuer antiosteoporotischer Medikamente, gewahrleistet werden.

Das Schaf eignet sich besonders als Osteoporosemodell, da es knochenstrukturell viele
Homologien zum Menschen aufweist('%? und besser auf den Menschen (bertragbar
ist(1:12Y) Im Alter von 3 bis 4 Jahren ist bei Schafen die Skelettreife und die ,peak bone
mass" erreicht('??, wonach es mit zunehmenden Alter zum beginnenden Knochenverlust
kommt. Mit 7 Jahren weisen Schafe ahnliche Knochen-Turnovermarker (Osteocalcin)
auf, wie postmenopausale Frauen im Alter von 65 Jahren. Daneben reagieren Schafe
ahnlich wie Menschen auf bestimmte endokrine Stimuli, zum Beispiel auf
Glukokortikoide mit einem Abfall des Osteocalcinspiegels!"" oder auf Ostrogenmangel
mit einer Reduktion der Knochendichte!'?". Ferner sind vergleichbare Studien

vorhanden, mit denen die Ergebnisse korreliert werden konnen('2®),

Da weiterhin ein definitiv etabliertes Grolitiermodell fehlt, soll das osteoporotische
Schafsmodell, gemaR den FDA Richtlinien("®129) in Zukunft als standardisiertes und
reproduzierbares Grundlagenmodell flr die Kompatibilitatstestung von Biomaterialien
und Implantaten sowie dem Verstandnis der Pathophysiologie der Osteoporose dienen.
Dazu soll im Grofdtiermodell (Schaf) ein osteoporotischer/ steroidinduzierter
Knochenstatus durch operative, hormonelle und diatetische Einflisse hergestellt und

durch in vivo/ ex vivo Messungen gesichert werden.

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 32 weibliche Merino Landschafe mit einem durchschnittlichen
Alter von 5,5 Jahren. Diese wurden von Zichtern aus der Region Frankfurt am Main
bezogen und in der zentralen Forschungseinrichtung der Universitat Frankfurt (ZFE)
untergebracht. Bei den Schafen, die eine Ovariektomie erhielten, erfolgte eine
zweiwochige behandlungsfreie Phase. AnschlieBend wurden die Tiere der
Experimentalgruppen didtetisch oder diatetisch und zusatzlich medikamentds behandelt.
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2.1.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden in der zentralen Forschungseinrichtung des Klinikums der Universitat
Frankfurt gehalten, die sowohl entsprechend qualifiziertes Personal als auch die
erforderlichen Genehmigungen vorweist. Nachdem die Tiere postoperativ wieder
schmerzfrei waren, erfolgte die Verlegung zum Schafshalter Dérr (Wiesbaden). Dort
standen die Schafe 8 Monate, wobei entsprechend der Versuchsplanung Biopsien zu
verschiedenen Zeitpunkten und nach 8 Monaten die Euthanasie vorgenommen wurde.

2.1.3 Versuchsanordnung und Studiendesign

Das Versuchsvorhaben des Projektes T1 des SFB/ Transregio 79 wurde nach § 8b
Absatz 3, Nummer 3 durch das Regierungsprasidium Darmstadt (Veterinardezernat
Wilhelminenstralle 1- 3, 64278 Darmstadt, Deutschland) genehmigt. Der Antrag erfolgte
nach § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes.

Die 32 weiblichen Merino Schafe im durchschnittlichen Alter von 5,5 Jahren wurden
verwandt, um Entwicklungsbedingungen der postmenopausalen Osteoporose zu
untersuchen. Dazu wurden die Tiere in vier Gruppen eingeteilt. Zwei davon stellten
Kontroll- (Abb. 6) und zwei Experimentalgruppen dar. Tiere der Kontrollgruppe wurden
nur ,schein-operiert* (K-Gruppe, n= 8), die Tiere der zweiten Kontrollgruppe bilateral
ovariektomiert (OVX-Gruppe, n=7). Ein Tier war trachtig und wurde daher von der Studie
ausgeschlossen.

Schafe der zwei Interventionsgruppen wurden bilateral ovariektomiert und zusatzlich mit
einer Calcium- und Vitamin-D-armen Spezialdiat gefuttert (OVXD-Gruppe, n= 8).
Daneben wurde einer Experimentalgruppe zusatzlich zur Ovariektomie und zur
Mangeldiat 320 mg Methylprednisolon (Glukokortikoid) intramuskular injiziert (OVXDS-
Gruppe, n= 7). Ein Tier der OVXDS-Gruppe erlitt eine Trimmerfraktur des Femurs
(dieser war dadurch fir die Analyse nicht auszuwerten), ein weiteres Schaf verstarb.

Von allen Tieren wurden Beckenkammbiopsien mit einem Durchmesser von circa 4 mm
und einer Tiefe von etwa 15 mm zu den Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monate der
Behandlungsdauer gewonnen. Daneben wurden nach der Euthanasie, zum
Endzeitpunkt nach 8 Monaten, die linken Femora und der vierte lumbale Wirbelk&rper
entnommen. Die Versuchsplanung ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Studiendesign:

Die Abbildung zeigt das experimentelle Studiendesign zur Schafstudie der Osteoporose. Die weiblichen
Merinoschafe wurden in 2 Kontroll- und 2 Experimentalgruppen unterteilt. Wahrend eine Kontrollgruppe nur eine
Scheinoperation (K) erhielt, wurde die andere ovariektomiert (OVX), ebenso wie die Experimentalgruppen.
Zuséatzlich erhielten diese eine Vitamin-D-defiziente Diat (OVXD) und eine Steroidinjektion (OVXDS). Die Euthanasie
erfolgte nach 8 Monaten. Biopsien des Beckenkamms wurden zu den Zeitpunkten: 0, 3 und 8 Monate entnommen.
(Eigene Abbildung).

2.1.4 Operationsablauf der Ovariektomie

Die operative Ovariektomie wurde durch die Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Es erfolgte
dabei der operative Zugang Uber die mediale Linie, kranial des Euters. Der Schnitt war
circa 15 cm lang. AnschlieRend wurde in die Tiefe prapariert, wobei die Linea alba langs
durchtrennt wurde. Bei den Tieren der Sham-Gruppe (Kontrolle) wurde nur eine
Laparotomie durchgeflihrt und die Bauchdecke wieder verschlossen. Bei den Tieren, die
eine Ovariektomie erhielten, wurde der Uterus intraabdominell lokalisiert und vor die
Bauchdecke luxiert. Nach Darstellung der Ovarien wurden die Ovarialarterien
durchtrennt und ligiert. AbschlieRend erfolgte das Absetzten des Ovars. Blutungen
wurden gestillt und der Uterus in situ reponiert. Die 22 ovariektomierten Tiere wurden

nochmals in 3 Gruppen aufgeteilt.

2.1.5 Diat und Glukokortikoidgabe

Die Schafe, die eine spezielle Diat erhielten (n= 8), bekamen Vitamin-D2/D3-armes Fut-
ter. Zudem war das Futter Vitamin K- und Calcium-arm, sojafrei, phytoestrogenarm, mit
geringem Phosphorgehalt und ohne Heu-Gras-Luzerne-Anteil. Die Futtermittel wurden
von der Firma Ssniff (Soest, Deutschland) bezogen. Die Gruppe der Tripleinduktion
(OVXDS, n=7) bekam eine weitere Behandlung durch die intramuskulére Gabe von Ste-
roiden. Hierfur wurden 320 mg Methylprednisolon (Depot-Medrate® ad us. vet. 40 mg/ml
Injektionslésung, Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) alle zwei Wochen ab-
wechselnd in die Vorder- oder Hintergliedmal3e intramuskular gespritzt.
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2.2 \Verarbeitung und Einbettung der Proben

Um den Knochenmetabolismus sowohl auf zellularer als auch auf interzellularer Ebene
besser analysieren zu kénnen, mussten Paraffinschnitte angefertigt werden. An ihnen
wurden anschlief3end histologische Farbungen durchgefihrt, um Knochen und Zellen
darstellen zu kénnen. Das dendritische Netzwerk wurde Uber Rhodamin eingefarbt,
jedoch nicht in Paraffin, sondern in Technovit 9100 / Polymethylmethacrylat (PMMA)
eingebettet.

2.2.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Fur die Herstellung der Paraffinschnitte wurden die bei der Euthanasie und den Biopsien
gewonnenen Knochenproben aus dem Femur, dem Lendenwirbelkdrper 4 (LWK) und
dem Beckenkamm zunachst flr 48 Stunden in 4 prozentiger Paraformaldehydlésung
(Fixierung nach Lilli) undin 0,1 M (molar) Natriumphosphatpuffer bei einem pH-Wert von
7,2 bis 7,4 im Kihlschrank fixiert.

AnschlieRend wurden die Proben sechsmal mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,2 bis
7,4 gespllt und in Einbettungskassetten umgebettet. Die Entkalkung der Proben erfolgte
in 3,4 prozentiger EDTA/ 10 prozentiger Tris-Lésung (Entkalkungszeit ca. 4 Wochen,
Lésungswechsel alle zwei Tage). Nach dem Entkalken wurden die Proben eine Stunde
unter flieRendem Leitungswasser gespilt, danach in 70 prozentigem Alkohol gelegt und
anschlielend dem Paraffin-Einbettungsautomaten (Leica TP1050, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) zugefiihrt. Dies diente der Entwasserung und
Einbringung in die Paraffinphase. Die jeweilige Verweildauer der Knochenproben in den
unterschiedlichen Medien ist in Tabelle 29 (S.126) im Anhang aufgefuhrt.

Die Proben wurden anschlieRend in Metallférmchen umgebettet und das Paraffin auf
einer Kalteplatte bei -20°Celsius zum Erstarren gebracht. Mit einem Rotationsmikrotom
(Microm HM355S Coolcutsystem der Firma Thermo Scientific, Walldorf, Deutschland)
wurden 5 pm dicke Paraffinschnitte hergestellt. Uber eine Wasserrutsche wurden die
Schnitte einem 42° Celsius warmen Wasserbad zugefuhrt. In diesem dehnten sich die
Schnitte durch die Warme aus und konnten danach auf SuperFrost Plus Objekttrager
(Firma. R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgebracht und anschliel3end
bei 37° Celsius Uber Nacht im Warmeschrank getrocknet werden.

2.2.2 Toluidinblau-Farbung

Bei Toluidinblau handelt es sich um einen blauen Farbstoff, der zur histologischen und
intravitalen Farbung eingesetzt wird. Damit 1asst sich die Knochenmikroarchitektur gut
darstellen und Aussagen Uber die Zusammensetzung des Gewebes treffen.
Mineralisiertes Gewebe stellt sich ungefarbt blassblau, Zellen, Zellkerne, Kollagenfasern
etc. in verschiedenen Blauténen und Knorpel metachromatisch rotviolett dar. Die
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unterschiedliche Blaufarbung des Gewebes hangt von der relativen Elektronendichte
des Materials ab'?Y. Das Farbeprotokoll findet sich auf Seite 126 im Anhang.

2.2.3 Silber-Farbung

Die histologische Farbung mit Silber bietet die Moglichkeit, die Knochenzellen und das
lakunokanalikulare System anzufarben. Darlber hinaus erhdlt man Informationen tber
die Morphologie und kann histomorphometrische Aussagen zur Zellularitdt und
Verteilung treffen. Somit ist die Silber-Farbung eine, fir die Bestatigung der
Untersuchungshypothesen, essentielle Farbemethode.

Zellkerne und Kanalikuli der Osteozyten werden dunkelbraun bis schwarz angefarbt.
Silber farbt zusatzlich Zementlinien im Knochen und saure Aminosauresequenzen. Auch
die Nukleolus-Organisations-Region (NOR) des Zellkerns wird durch Silber angefarbt.
Ein weiteres argyrophiles Protein ist Osteoprotegerin. Dabei scheint sich Silber an saure
Proteine anzulagern, sodass die Agglomeration weiterer Silbermoleklle angestof3en
wird?®_ Die Intensitat der Farbung hangt hierbei von der Dauer der Inkubation in der
Dunkelkammer ab. Dafur gilt es, den Zeitpunkt herauszufinden, bei dem sich die
Kanalikuli ideal anfarben und sich vom Knochen gut abgrenzen lassen. Dieser Zeitraum
wurde experimentell auf 70 Minuten festgelegt und fir alle Schnitte beibehalten.

Die Silber-Farbung der Schnitte wurde in liegendem Zustand in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Nach Entparaffinierung und Rehydrierung wurden zwei Stammldsungen
(Lésung A= 1 prozentige Ameisensaure, 2 prozentige Gelatine Low Bloom in Aqua
bidest. und Lésung B= 50 prozentiges Silbernitrat in Aqua bidest.) in einem
Mischverhaltnis von 1:2 zum Farben verwendet. Anschliefend wurde der Schnitt mit 5
prozentigem Natriumthiosulfat fixiert. Das genaue Farbeprotokoll findet sich auf Seite
127 im Anhang.

2.2.4 Herstellung von Schliffen und Schnitten mit Rhodamin-Farbung

Eine Gruppe der Fluoreszenzfarbstoffe stellen die Rhodamine dar. Sie werden
insbesondere in der Lasermikroskopie verwendet, da sie eine sehr gunstige
Quantenausbeute aufweisen. Die Quantenausbeute beschreibt das Verhaltnis von
emittierten zu absorbierten Licht, die bei Rhodaminen bei annahernd 100 % liegt. Je
nach Struktur fluoreszieren Rhodamine vom gelb-grinen bis in den orange-roten
Spektralbereich('?®). In dieser Arbeit wurde ein Rhodamin (Rhodamin 6G/ Basic Red1,

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) mit roter Fluoreszenz gewahlt.

2.2.4.1 Rhodaminschliffe der Femora
Die aus den Beckenkammbiopsien und Femora enthommenen Proben wurden in Mull
gewickelt und Uber 48 Stunden in 4 prozentige Paraformaldehyd (PFA) Lésung nach Lilli
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gegeben und fixiert. Danach wurden sie insgesamt sechs mal mit 0,1 M Na-
Phosphatpuffer (pH 7,2 bis 7,4) zum Entfernen der PFA-L6sung gesplult. Daraufhin
wurde die aufsteigende Alkoholreihe unter Rittlung bei Raumtemperatur durchlaufen (S.
129, Tab. 30). Nach der Dehydration wurden die Proben tber mehrere Schritte gehartet
und anschlieBend mit 1 prozentiger Rhodaminlésung (s. o.) infiltriert.

Nach Infiltration wurde das Knochenstlick in die Einbettungsform (Heraeus Kulzer-
Teflonform) gegeben. Diese wurde zuvor mit etwas Polymerisationslésung angeftillt und
nach Einbringung des Knochenstlicks Ubervoll gefullt und mit Parafiim luftdicht
verschlossen. Danach wurden die Proben 2 Tage bei -4°C polymerisiert.

Nach dem Ausblocken der Blécke wurden sie mit der EXAKT-Trennschleifsage (310CL
Exakt Apparatebau; PSI Griinewald, Laudenbach, Deutschland) zurechtgesagt. Eine
Seite des Blockes und ein passender Objekttrager (hier 50 mm x 100 mm x 2 mm
Plexiglas, Fa. Patho-Service, Hamburg) wurden mit P80 Schleifpapier angeraut.
AnschlieBend wurde der Probenblock mit einem Gemisch T4000/ 4002 Kleber und
PMMA Pulver auf den Plexiglas-Objekttrager aufgeklebt und in die Klebepresse
eingebracht. Der nun mit dem Trager verbundene Block wurde anschliefiend planparallel
geschliffen. Dazu wurde das EXAKT Mikroschleifsystem 400CS (Exakt Apparatebau;
PSI Grinewald, Laudenbach, Deutschland) verwendet. Nach dem Anschleifen erfolgte
die Blocktrocknung fiir 30 min bei 40°C. Mit der Mikrometerschraube konnte das Resultat
des planparallelen Schleifens vermessen und ggf. erneut korrigiert werden. Zur
Vorbereitung des Sagens wurde ein weiterer Kleber auf die andere Seite des Objektes
gebracht und als ,Sandwich® zusammengeklebt. Daflr wurde Prazisionskleber T7210
(Technovit 7210, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland) aufgetragen und
anschliefend mit Hilfe der Prazisionsklebepresse (EXAKT Prazisionspresse und
Klebevorrichtung, Exakt Apparatebau; PSI Grinewald, Laudenbach, Deutschland)
verbunden. Im Anschluss konnte der Block mit dem Trennschleifsystem 310CL (s. 0.) in
einen etwa 700 ym dicken Schnitt zersagt werden.

Nach dem Schneiden erfolgte das weitergehende planparallele Schleifen (800er
Schleifpapier) mit dem EXAKT Mikroschleifsystem 400CS (s.o.). Dies wurde mit der
Mikrometerschraube Uberprift. War die determinierte Dicke von etwa 80 um erreicht,
konnte im Anschluss dazu, mit einem 4000er Schleifpapier, der Schliff poliert werden.
Auf den fertigen, etwa 15 uym dicken Schliff der Femora, wurde Fluorescent Mounting
Medium (Dako, Hamburg, Deutschland) aufgebracht, mit einem Deckglas abgedeckt
und mit Nagellack die Rander versiegelt.

2.2.4.2 Rhodaminschnitte der Beckenkammbiopsien
Zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurden Beckenkammstanzen von ca. 4 bis 5 mm
Durchmesser und 10 bis 15 mm Tiefe gewonnen. Der Ablauf der Fixierung und Infiltration

Seite 33 von 142



2 Material und Methoden

war bei der Herstellung der Schnitte derselbe wie bei den Schliffen. Erst nach dem
Ausblocken der Rohform unterschieden sich die Ablaufe. Nach dem Ausblocken wurde
der Block mit der Trennsage zurecht geschnitten und dann in eine Mikrotomhalterung
eingespannt. Der gesamte Block wurde in 30 pm Abschnitten grob angeschnitten
(,trimmen®). Der Feinschnitt erfolgte in 5 ym dicken Schnitten. Dabei wurde der fertige
Schnitt nicht Gber ein Wasserbad gestreckt, sondern mit Hilfe einer speziell
aufgebrachten Klebefolie (KBM Kawamoto, Osaka, Japan) und eines Mikrotoms (Leica
RM2155, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) geschnitten und direkt auf den
Objekttrager aufgeklebt. Am Ende entstanden etwa 5 pm dicke Schnitte der
Beckenkammbiopsien.

2.3 Lichtmikroskopie

Die initiale Analyse der touidinblau-gefarbten Schnitte erfolgte mit einem Zeiss Axioskop
2+ Mikroskop (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland). Hierfur wurden VergroRerungen von
25x gewahlt und durch eine VergroBerung von 40x und 200x zur detaillierteren
Darstellung erganzt. Des Weiteren wurden die gefarbten Schnitte an einem
Fotomikroskop (Axioplan 2, Fa. Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
untersucht. Dieses war mit einem Photomodul Axiophot 2 (Carl Zeiss AG, Jena,
Deutschland) und einer DC500 Kamera (Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Schweiz)
ausgestattet. Betrieben wurde das System mit der Leica IM1000 Software Version 4.0
(Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd, Cambridge, UK).

Es wurden sowohl Ubersichts- als auch Detailaufnahmen angefertigt (Vergroferungen
2.5x, 5x, 10x, 20x, 40x, 100x). Anschliellend erfolgte die Bearbeitung der Fotos mit
Adobe Photoshop CS2 Version 9.0 (Fa. Adobe Systems Incorporated, Dublin, Irland).

Zur Beurteilung der Knochenstatik wurden toluidinblau-gefarbte Schnitte in
verschiedenen VergrofRerungen histologisch ausgewertet. Knochenarchitektur,
Trabekeldicke und ihre Vernetzung zeigten sich am deutlichsten unter der VergroRerung
von 2,5x, 5x und 10x. Fir die Ubersichtsbilder in Toluidinblau-Farbung wurden
VergroRerungen von 2,5x gewahlt. Die Insets der Ubersichten wurden mit einer
VergréRerung von 20x aufgenommen. Fiir die Ubersichten wurden Schnitte ausgewahlt,
die fur die jeweilige Gruppe reprasentativ waren.

Die Knochenarchitektur in der Silber-Farbung wurde ebenfalls mit Vergrélierungen von
2,5x, 5x und 10x ausgewertet. Besonderes Augenmerk lag bei der Farbemethode auf
den Knochenzellen. Diese wurden unter hoher Vergrof3erung mit 20x und 40x analysiert.
Fur die histomorphometrische Analyse wurden Bilder in 20x VergréRerung randomisiert
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ausgewahlt. Einzelne Bilder von exemplarischen Zellen wurden unter Verwendung von
Dispersionsol mit 100x VergroRerung aufgenommen.

2.4 Konfokale Laser-Mikroskopie (LCM)

Zur genauen Darstellung der Osteozyten und des OLCS wurden rhodamin-gefarbte
Bilder mittels LCM analysiert. Die Auswahl der Bilder aus Femur und Beckenkamm
erfolgte anhand reprasentativer Tiere, die unter Silber-Farbung ausgewahlt wurden. Bei
der konfokalen Laser-Mikroskopie (LCM oder LSCM) wird ein vom Objektiv fokussierter
Laserstrahl genutzt, um ein Objekt punktweise abzurastern. Dabei lassen sich
Fluoreszenzen von speziellen Markern nachweisen. Der Laserstrahl bietet den Vorteil,
genugend Licht fur eine intensive Fluoreszenzanregung auf einen Punkt zu fokussieren.
Somit wird immer nur ein geringer Bildbereich betrachtet, was die Auflésung erhdht.
Wahrend konventionelle Mikroskope mit Durchlichttechnik arbeiten, bei denen die
Gewebeschichten von unten beleuchtet werden, verwendet das konfokale
Lasermikroskop eine Auflichttechnik. Die Aufnahme wird computergesteuert und das
erzeugte Bild Giber Computermonitore wiedergegeben!'?”). Die Konfokalmikroskopie
wurde bereits fiir andere Fragestellungen am Knochen erfolgreich eingesetzt.('%®).

Fur die eigenen Untersuchungen wurde ein Mikroskop der Marke Zeiss, LSM 710 (Fa.
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) mit einer LSM 710 Imager.Z1 Kamera verwendet. Fur
die Aufnahme wurde die Fluoreszenz ALEXA Fluor 555 gewahlt. Die Wellenlage des
Laserstrahls betrug 543nm, der Gain lag bei 718nm. Randomisiert wurden 4 Bilder pro
Schliff der Femora und 3 Bilder pro Schnitt der Beckenkammbiopsien ausgewahlt und
eine Vergrofierung von 63x benutzt. Die Bilder wurden anschlielRend mit der Zen 2011
SP3 Imaging-Software (Carl Zeiss, Version 8.1, black edition) visualisiert.

2.5 Deskriptive Histologie und Gradingsysteme

2.5.1 Analyse der Spongiosastruktur in Toluidinblau-Farbung

Um die Auswirkungen der Osteoporose am Knochen zu untersuchen, wurde die
Trabekelmorphologie analysiert und mit einem entwickelten Gradingsystem bewertet.
Bei diesem stellt G1 den niedrigsten Wert mit der schlechtesten und G4 den hdchsten
Wert mit der besten Trabekelmorphologie dar. Durch das héhere Grading sollte die
groliere Stabilitdt durch die besser verbundenen Spongiosatrabekel sowie durch die
héheren Trabekeldurchmesser und die groRere Anzahl von Knotenpunkten in Anlehnung
an den Interkonnektivitats Index (ICI) von Le et al.(?®), widergespiegelt werden. Die
Kontrollgruppe wurde als Referenz herangezogen und es konnte in Zwischenstufen
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unterschieden werden. Fir die Einteilung wurde die Haufigkeit der Trabekel, die GroRke
der trabekelfreien Zone in der Spongiosa und die Trabekelseparation besonders
bericksichtigt. Die Vernetzung der Trabekel wurde durch die Anzahl der
Trabekelabgange analysiert und die Lange vernetzungsfreier Zonen (,node-to-node*
Distanz) bestimmt. Daneben wurden auch terminal endende Trabekel berticksichtigt, die
nicht mit anderen Knochenbalkchen verbunden waren. Auch die Gré3e und Morphologie
der Kavitaten, ebenso wie die Vollstandigkeit des Ausschnittes und die Intaktheit des
Schnittes wurden Uberprift. Abbildung 7 stellt die verschiedenen Gruppen des
Gradingsystem der Spongiosa dar:

SN S

A

Bt SR M

Abbildung 7: Gradingsystem Spongiosa Toluidinblau G4-G1:

Abgebildet sind Beispiele fir die jeweiligen Gradingeinteilungen der Spongiosastruktur in Toluidinblau-Farbung.
Dabei wurde das Trabekelwerk auf die Vernetzung, den internodalen Abstand, die Flachigkeit der Trabekel, die
Trabekeldicke, die intertrabekulare Separation und die Intaktheit der Trabekel untersucht. Abb. 7 G4: LWK Kontrolle
K5 mit einem typischen Muster fiir ein Grading von G4. Es zeigen sich flachige dicke Trabekel mit vielen Abgédngen
pro Trabekel. Der internodale Abstand ist reduziert und die umschlossenen Hohlrdume gering. Abb. 7 G3: Fem.
OVX3 als Beispiel fiir ein G3-Granding. Die Trabekel sind dhnlich flachig und dick wie bei G4, jedoch sind die Kavitdten
vergroBert und haufig nicht rund, sondern von polygonaler Gestalt. Der intertrabekuldre und Internodalabstand ist
vergroRert. Abb. 7 G2: Fem. OVXD4 G2: Hier zeigen sich deutlich diinnere Trabekel, die schlechter vernetzt und
voneinander distanziert sind. Es finden sich vermehrt Abbriiche und terminale Enden. Die Kavitdten sind vergroRRert
und unregelmaRig geformt. Der kavitdre Anteil dominiert deutlich die Bildflache. Abb. 7 G1: Fem. OVXDS5: Dieses
Bild zeigt ein Grading von G1. Die Trabekel sind deutlich ausgediinnt und unzusammenhangend. Es finden sich viele
terminale Endigungen und Abbriiche. Das Trabekelwerk ist aus mehreren Konglomeraten aufgebaut und zeigt kaum
kontinuierliche Trabekelverlaufe. Die Konnektivitat ist deutlich herabgesetzt und die Knochenkavitaten bilden ein
zusammenhdngendes Hohlraumsystem. (VergroRerung 20x).
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In den Abbildungen sind die Tiere anhand der folgenden Gruppenabklrzung und
Tiernummer sowie der Region gekennzeichnet. Insgesamt wurden die Schnitte der
Wirbelkérper von 30 Schafen und Femora von 29 Tieren der folgenden Gruppen
analysiert:

e Kontrollgruppe mit 8 Tieren, die keine Behandlung erhielt

e Ovariektomierte Gruppe (OVX) mit 7 Tieren (ein Tier wurde bei Trachtigkeit
ausgeschlossen)

e Eine Gruppe, die ovariektomiert wurde und eine Calcium- und Vitamin-D-freie
Diat erhielt (OVX/ Diat, n= 8)

e Eine Interventionsgruppe, die ovariektomiert wurde, eine Calcium- und Vitamin D
freie Diat erhielt und zusatzlich mit Steroiden behandelt wurde (OVX/ Diat/
Steroide; n= 6, da Tier OVXDS6 verstarb und OVXDS8 eine Trimmerfraktur des
Femurs erlitt und ausschied)

Um die rein deskriptiven Ergebnisse zu objektivieren und die Gruppen zu vergleichen,
wurde eine Haufigkeitsanalyse der Variablen angeschlossen, die die Knochenqualitat
der Gruppen berlcksichtigte. Dadurch wurden Unterschiede des Spongiosamusters
zwischen den Gruppen und zwischen den Regionen deutlich.

2.6 Analyse der Osteozytenmorphologie und -haufigkeit in Silber-
Farbung

2.6.1 Femurschnitte

Die Auswertung bericksichtigte insbesondere die Morphologie der Osteozyten sowie
das lakunokanalikuldare Netzwerk. Fir das Grading der Schnitte wurde die Anzahl der
Osteozyten erfasst und zwischen spindelférmigen (aktiven) und rundlichen (inaktiven)
Knochenzellen unterschieden. AuRerdem wurde die Anzahl leerer oder remineralisierter
Lakunen detektiert. Auch die Formation des kanalikuldaren Systems ging durch die
Vernetzung und GroRe des Dendritenbaumes in die Analyse ein. Daneben wurde fur das
Grading auch der interzellulare Abstand berlcksichtigt. Trabekelmorphologie und
Vernetzung der Knochenbalkchen gingen hier nicht ins Grading ein, sondern dienten nur
der spateren Korrelation. Insgesamt wurden in der Femurregion nur 29 Schafe
untersucht, da OVXDS8 auf Grund einer Trummerfraktur nicht ausgewertet werden
konnte.

Folgende Kriterien wurden fiur die Silber-Farbungen von Femur und LWK ausgewertet:

e Zellzahl an Osteozyten

¢ Anteil spindelférmiger Zellen
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e Anteil runder Zellen
e Anteil an leeren Lakunen
e Auspragung des kanalikularen Netzwerks

e Interzellularer Abstand

2.6.1.1 Ermittlung der Gradingsumme

Fur die Ermittlung des Gradings wurden die Analysevariablen miteinander verrechnet.
Die Anzahl der Osteozyten, Spindelform und Gréle der kanalikularen Formation gingen
positiv in die Wertung ein, wahrend runde Osteozytenmorphologien, leere Lakunen und
die Grole des zellfreien Raumes negativ verrechnet wurden. Dabei wurden flr die
jeweiligen Variablen Punkte vergeben. Die Bewertungsskala umfasst den Bereich von 1
bis 5. Jedes Kriterium ging in Abhangigkeit der Auspragungsstarke mit einer bestimmten
Punktezahl in die Gesamtsumme ein (Tab. 1).

Zur Analyse wurden die Werte entsprechend verrechnet und die Summationswerte der
einzelnen Tiere mit Hilfe einer Bewertungsskala in ein entsprechendes Grading
transkribiert (Tab. 2 und 3).

Daneben diente der gebildete Gruppenmittelwert jeder Gruppe dazu, reprasentative
Schnitte fur die Betrachtung unter dem LCM auszuwahlen. Fur die Silberschnitte der
Femora wurde hierbei eine andere Bewertungsskala gewahlt als fur die LWK, da sich
beide Regionen deutlich unterschieden und die Einteilung fir den Wirbelkdrper nicht
sensitiv genug war (s. folgende Tabellen).

Wert Auspragung Femur Lumbalwirkbelkorper (LWK)
1 Sehr selten /sehr gering Gesamtsumme Grading Gesamtsumme Grading
2 Selten/ gering <-1 1 <-3 1
3 Deutlich/ maRig 0 bis 1 2 -2 bis-1 2
4 H&ufig/ stark 2 bis4 3 0 bis 2 3
5 Sehr haufig/ sehr stark >5 4 >3 4
Tabelle 1: Auspragungsmerkmale Tabelle 2: Grading Femur Tabelle 3: Grading LWK

Die Tabelle 1 gibt die Expressionsstdrke der einzelnen Untersuchungsvariablen mittels Silber-Farbung wieder, die
anschlieBend verrechnet wurden. Daraus wurde eine Gesamtgradingsumme gebildet. Die Zuordnung der
Gesamtgradingsumme zu einem Zellgrading unterschied sich zwischen Femur und LWK (Tab. 2, Tab. 3).

Erganzend wurde durch die Analyse der Spongiosaarchitektur die Trabekelmorphologie
erfasst. Zu diesem Zweck wurde das Gradingsystem von der Toluidinblau-Farbung
Ubernommen, um es mit dem Zellgrading zu korrelieren. Insgesamt wurden 29 Schafe
der vier Gruppen untersucht.
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2.6.2 Lendenwirbelkorper (LWK)

Fur die Untersuchung der Wirbelkdrper wurden dieselben Bewertungskriterien und Ana-
lysemethoden wie flir das Femur herangezogen. Die Zuteilung der Gesamtwerte zu ei-
nem Grading musste allerdings modifiziert werden, da die Einteilung des Femurs fir den
Wirbelkérper nicht sensitiv genug schien (Tab. 3). Ohne die Modifikation des Gradings
hatten sich die Unterschiede in der Variablenauspragung nur unzureichend dargestellt.
In die Untersuchungen gingen insgesamt 30 Schafe ein.

2.7 OLCS-Analyse der Rhodaminschnitte und Schliffe

Um die Osteozytenarchitektur und besonders den Dendritenbaum hervorzuheben,
wurden Schnitte des Beckenkamms und Schliffe der Femora mit Rhodamin infiltriert und
unter konfokaler Laser-Mikroskopie ausgewertet. Deskriptiv wurde vor allem auf die
Zellularitdt der Ausschnitte eingegangen, jedoch nur die Osteozyten beriicksichtigt.
Neben der genauen Zellform wurde darauf geachtet, ob es intrazellulare Vakuolen gab
und ob diese zentral oder peripher gelegen waren. Daneben wurden der Abstand
zwischen den Zellen und die Vernetzung der Dendritenbdaume analysiert. Besonders die
Form der Dendriten, Lange, Flachigkeit und Verzweigungsrate wurden bericksichtigt.
Ebenso wurde auf lokale und terminale Verdickungen der Dendriten (sog. Humps)
eingegangen.

2.8 Histomorphometrie

Unter Histomorphometrie versteht man die Vermessung eines Gewebes nach Gestalt,
Form und weiteren Parametern. Die Histomorphometrie des Knochengewebes
ermdglicht eine quantitative Analyse der Knochenstruktur, der Zellularitat, Morphologie
und Mineralisation. Strukturelle Parameter, wie beispielsweise die Trabekeldicke
(Tb.Th.), ermdglichen es, objektive Aussagen uber die Knochenqualitat zu treffen.
Daneben bietet das Verfahren die Mdoglichkeit, Ergebnisse von uCT und
Histophathologie zu bekraftigen. Die Messungen werden mit Hilfe einer Analysesoftware
(hier ImagedJ) quantifiziert. Damit stellt sie ein niutzliches Werkzeug zur Diagnostik und
Bewertung metabolischer Knochenerkrankungen dar". Durch Biopsien und
histomorphometrische Auswertung koénnen verlassliche Aussagen Uber die
Knochenstruktur, die Knochenqualitat und den Umbau (Turnover) getroffen werden('?),
Gerade auch flir die Bewertung des osteoporotischen Knochenstatus ist sie
bedeutsam(130.131),

Bei der histomorphometrischen Analyse der silbergefarbten Schnitte aus Femur und
LWK wurde neben der Knochenflache, die Zellzahl und die Morphologie der Osteozyten
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bestimmt. Ebenso wurde eine Mikropartikelanalyse der Rhodamin-Farbungen
durchgefuhrt, wobei die Flache des OLCS analysiert wurde. Hierfir wurden
reprasentative Tiere anhand der Silber-Farbung ausgewahlt.

2.8.1 ImageJ

Fur die Analyse von Zellmorphologie, Zellzahl und Knochenflache wurde das semi-
automatische Bildbearbeitungsprogramm Imaged (Imaged software version 1.47,
National Institutes of Health, Wayne Rasband, USA) verwendet. In die Untersuchung
gingen die silber-gefarbten (AgNOs) Paraffinschnitte ein. Von jedem Objekttrager
erfolgte die randomisierte Auswahl von 20 Bildern. Fur die bestmdgliche Auflosung
wurden bis zu 15 Einzelbilder zu einem Gesamtbild zusammengefiigt, sodass fur die
histomorphometrische Auswertung 1180 einzelne Fusionsbilder aus etwa 18.000 Bildern
generiert wurden. Die Aufnahme erfolgte dabei unter 20x VergréRerung, der sich die
weitere Auswertung mit dem Programm FIJI (Imaged) anschloss. Die einzelnen
Bearbeitungsschritte mit ImagedJ sind im Anhang dargestellt (S. 131ff).

2.8.1.1 Ermittlung der Trabekelflache

Fir die Vermessung der trabekularen Knochenflache mittels ImageJ wurden die
Schnittbilder mittels FIJI gedffnet und anschlielRend die Skala eingestellt. Fur die Bilder
wurde ein Verhaltnis von 3 Pixeln= 1 ym ermittelt und im Programm justiert. Danach
musste die Knochenflache identifiziert werden. Durch die manuelle Setzung der ,region
of interest* (ROI) mit dem ,Polygonal Selection Tool“ wurde die Knochenflache markiert
und nicht-kndécherne Anteile ausgeschlossen. Als Nachstes wurde die Knochenflache
ermittelt. Dies geschah durch die Konversion in ein Binarbild mittels Zuordnung von
Schwarz- und Weildwerten im ROI. Bei der Auswertung wurde die Knochenflache der 20
Einzelbilder von jedem Tier zusammengefasst. AnschlielRend erfolgte eine statistische
Analyse der Ergebnisse mit SPSS. Die Einzelschritte sind im Anhang (S. 131ff) genau
beschrieben und dargestellt.

2.8.1.2 Ermittlung der Zellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden die Osteozyten in ImageJ in drei Kategorien
unterschieden (Abb. 8) und einer Kategorie von 1 bis 3 zugeordnet. Danach wurde jede
einzelne Zelle manuell einer Kategorie zugeteilt. Insgesamt wurden in beiden Regionen
Uber 80.000 Zellen kategorisiert. Fur die Analyse wurde aus den 20 Einzelbildern die
Gesamtzahl der Zellen pro Tier errechnet. Zudem konnte die Zellzahl auf die
Knochenflache in Bezug gesetzt und somit ein besserer Vergleich getroffen werden. Eine
genaue Beschreibung und Bebilderung der Einzelschritte findet sich auf Seite 134f. im
Anhang.
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2.8.1.3 Osteozytenkategorien
1. Spindelférmig:

Hierzu wurden Osteozyten gezahlt, die eine langliche ,spindelférmige®
Zellform aufwiesen und sich in der GréRRe hervorhoben. Die Zelllange
betrug etwa das Dreifache des Durchmessers. Daneben mussten sie ein
deutlich ausgepragtes Dendritenwerk ausbilden (Abb. 8a/ d).

2. Intermediar Typ:

Diese Form umfasste alle Zellen, die nicht klar zu 1 oder 3 zuteilbar
waren. Intermediare Formen wiesen einen rundlichen bis olivenférmigen
Zellleib auf, unterschieden sich jedoch in der GrofRe von den Spindeln.
Daneben war das dendritische Netzwerk schwacher ausgebildet und die
Kanalikuli kiirzer. Ein Zellkern war nicht deutlich abgrenzbar (Abb. 8b).

3. Sphérischer Typ/ Lakune:

Diese Zellen waren rundlich und pragten ein reduziertes Dendritenwerk
aus. Der Nukleus war nicht abgrenzbar und die Zellflache gering. Auch
mikropetrotische Formen wurden gezahlt (Abb. 8c).

Abb. 8: Osteozytenmorphologien, Silber-Firbung:
Die Bilder zeigen Aufnahmen von Osteozyten in 100x
VergroRerung mit  Dispersionsdl.  Verschiedene
Osteozytenkategorien sind erkennbar: 1) Spindelform
(Abb. 8a), 2) Intermediartyp Abb. 8b), 3) Sphérische
Form oder Lakune. Lakunen finden sich insbesondere in
Abb. 8c. Von leeren Lakunen werden keine Dendriten mehr ausgebildet. Abb. 8d zeigt verschiedene Spindelformen.
Links ist die asymmetrische Dendritenexpression dargestellt. Die Dendriten gehen von einem linearen Hauptdendrit
ab und streben vermehrt dem Endost zu. Die rechte Teil-Abb 8d zeigt einen deutlichen, flaschenbirstenartigen
Verlauf. Die spindelférmige Zelle besitzt lineare Hauptdendriten, die sich parallel zur Knochenoberflache ausrichten.
Von diesem gehen radidre Dendriten rechtwinklig ab und streben dem Endost zu. (VergroBerung 100x).
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2.8.1.4 Partikelanalyse

An die deskriptive Analyse schloss sich eine histomorphometrische Mikropartikelanalyse
an. Fur die Berechnung der osteozytaren Zellflache und des dendritischen Netzwerks
wurden die rhodamin-gefarbten Schnitte und Schliffe unter dem LCM-Mikroskop mit 63x
VergroéRerung analysiert und ebenfalls mit ImageJ ausgewertet. Nach entsprechender
Skalierung der Bilder (20 um= 118 Pixel) konnte das Bild in die einzelnen Farbkanale
aufgetrennt werden. Zum Teil musste der Grenzwert dazu erneut korrigiert werden.
Ebenso wurden Bildartefakte manuell ausgeschlossen. Anschlieliend konnten Partikel
einer vorher definierten Grolie dargestellt und berechnet werden. Aus reprasentativen
Tieren einer Gruppe wurden von den Femora pro Tier 4 Bilder und von den
Beckenkdmmen 3 Bilder aufgenommen. Eine genaue Beschreibung und Bebilderung
der Einzelschritte findet sich im Anhang auf Seite 136f.

2.9 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte zur Beurteilung der verschiedenen Variablen mit dem
Programm SPSS Version 21.0 (IBM SPSS Statistics, New York, USA). Es wurden
folgende Parameter gemessen: Zahl der Osteozyten, Anzahl der spindelférmigen Zellen,
Anzahl der sphérischen Osteozyten (Lakunen) und die Knochenflache. Weiterhin gingen
fur die Analysen der deskriptiven Auswertungen die Zellzahl, die Zahl runder und
spindelférmiger Osteozyten, die Anzahl leerer Lakunen, die Auspragungsstarke des
kanalikularen Systems und die Grof3e der zellfreien Zonen ein.

Die deskriptiven Daten der Knochenarchitektur von toluidinblau-gefarbten Schnitte
wurden mittels Histogramm, Quantil-Quantil-Diagramm (Q-Q-Plot) und Kolmogorov-
Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. Aufgrund fehlender Normalverteilung und
des ordinalen Datenniveaus wurde der Kruskal-Wallis-Test fir mehrere unabhangige
Stichproben gewahlt und innerhalb der Gruppen einer Region auf Unterschiede
getestet('3?. Danach wurde ein Dunn-Bonferroni-Post-Hoc-Test angeschlossen und ein
adjustierter p-Wert von 0,05 als Signifikanzniveau gewahlt. Durch den ersten Test wird
die exakte zweiseitige Signifikanz innerhalb der Region geprtft und durch den zweiten
Test die genauen Gruppenunterschiede bestimmt. Die Adjustierung des
Signifikanzlevels wirkt der Kumulierung des Fehlers erster Art bei mehrfachem Testen
entgegen. Um die zwei Regionen zu vergleichen, wurde ein Mann-Whitney-U-Test
verwendet, der die einzelnen Gruppen beider Regionen untersuchte. Gleiches Vorgehen
wurde auch zur Analyse der deskriptiv ausgewerteten Silberschnitte herangezogen und
auf die gleichen Tests zurtckgegriffen.

Das intervallskalierte und normalverteilte Datenniveau der histomorphometrischen
Zellzahl- und Knochenflachen-Daten aus den Silberschnitten, die mittels Imaged
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erhoben wurden, konnten mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet
werden. Zur Uberpriifung der Varianzhomogenitdt wurde der Levene- und bei
Inhomogenitat der Welch- und Brown- Forsythe Test verwendet. An die ANOVA schloss
sich eine Post-Hoc-Testung nach Bonferroni bei gleicher Stichprobengréfie und
Varianzhomogenitat sowie eine Testung nach Games Howel flir inhomogene Varianzen
an(®3), Letztere Testung wurde jedoch nur bei einer Variablen verwendet. Die ANOVA
zeigte Signifikanzen innerhalb der vier Gruppen auf, bedurfte jedoch des Post-Hoc-Tests
zur Ildentifikation der jeweiligen Gruppe. Um zwischen den Regionen zu unterscheiden,
wurde flr die jeweilige Variable bei Normalverteilung ein t-Test durchgefihrt.

Fur die statistische Auswertung der histomorphometrischen Daten zur Berechnung des
dendritischen Netzwerks wurden die Flache der Zelle und deren Fortsatze ermittelt und
zur Knochenflache in Bezug gesetzt. Untersucht wurden die Proben des Zeitpunkts 8
Monate bei den Femora und der Zeitpunkte 0, 3 und 8 Monate bei den Beckenkammen.
Im Femur erlaubte das intervallskalierte, jedoch nicht normal-verteilte Datenniveau die
Auswertung mit dem Kruskal-Wallistest und der Dunn-Bonferroni-Korrektur mit
adjustiertem p-Wert von 5 %. Damit konnten Unterschiede zwischen den Gruppen zu
einem Zeitpunkt aufgezeigt werden. Fir die wiederholten Messungen im Beckenkamm
wurden die Analysedaten mit dem Friedeman-Test fur abhangige Stichproben und Dunn-
Bonferroni-Korrektur ausgewertet('39). Hierdurch konnten Unterschiede innerhalb der
Gruppen zwischen den Zeitpunkten detektiert werden.

Die Daten wurden in Grafiken uUbertragen. Fir die ordinalskalierten Daten der
deskriptiven Analysen wurde der Median und das 95 % Konfidenzintervall dargestellit.
Fur die intervallskalierten Daten der histomorphometrischen Ergebnisse aus Silber- und
Rhodamin-Farbung wurden Mittelwerte und der mittlere Standardfehler (SE)
ausgegeben. Das Signifikanzniveau wurde in den Grafiken als a: p= 0,05, b: p= 0,001
und c: p= 0,0001 dargestellt.
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3.1 Toluidinblau-Farbung zeigt Veranderungen in der
Knochenarchitektur zwischen den Gruppen
Die Mikroarchitektur des spongitésen Knochens des Femurs und der Wirbelkérper wurde
mit Hilfe der Toluidinblau-Farbung analysiert, um die Veranderungen des Knochens nach
acht Monaten unter den jeweiligen Behandlungen zu beurteilen. Fir die Analyse des
Trabekelwerks wurde das Spongiosagradingsystem verwendet, das die Trabekel
anhand ihrer Charakteristika in verschiedene Gradinggruppen einteilt (Abb. 7, S. 36).
Bei der histologischen Analyse der Schnitte fielen spezielle Trabekelmuster auf, die sich
in den Schnitten wiederholten und spezielle Organisationsformen des spongidsen
Knochens widerspiegelten. Drei verschiedene Formen konnten anhand des
Balkenmusters und der Kavitatenform voneinander abgegrenzt werden.

Abbildung 9: Toluidinblau OVX6 Femur:

»Lakundr ausgestanztes Muster”:

Besonders im oberen kortikalen Bildbereich fallt ein
flachiges Knochenareal auf, das in die
Spongiosatrabekel Ubergeht. Hier zeigen sich in den
Ubergangsbereichen kleine rundliche Kavititen von
geringer Flache. Der Knochen nimmt den GroRteil des
Bildes ein, wahrend die Kavitaten daraus ausgestanzt
wirken. Im unteren Bildbereich finden sich dlinnere
Trabekel, die gut vernetzt sind, jedoch groRere
Knochenhohlen umschlieBen. OVX6 bezeichnet hier
Schaf Nummer 6 der ovarektomierten Gruppe
(VergroRerung 20x).

Abbildung 10: Toluidinblau OVX7 LWK:
»Schweizer-Kdse-Muster*:

Der Knochen weist eine gut vernetzte
Knochenarchitektur auf. Dabei fallt das groblakunare
Muster der Knochenhohlen auf. Dieses wurde in
Anlehnung an andere histopathologische Muster als
,Schweizer-Kdse-Muster” bezeichnet. Hier steht die
kavitare Flache im Vordergrund. Es finden sich
anndhernd runde Hohlrdume, die verschieden groRe
Flachen einnehmen. Dabei werden die Kavitdten von
einem flachigen Trabekelwerk umfangen. Es besteht
eine hohe Konnektivitdit und der intertrabekuldre
Abstand sowie der internodale Abstand sind gering.
(VergroRerung 20x).

Abbildung 11: Toluidinblau Kontrolle3 Femur:
,Backsteinmuster”:

Das Bild zeigt eine UbersichtsvergréRerung des
zentralen Anteils aus dem Querschnitt des
Femurkopfes von Schaf K3 der Kontrollgruppe. Es ist
ein ,backsteinartiger” Balkchenverlauf erkennbar.
Dieser ist durch parallele Trabekel gekennzeichnet, die
Uber Querverbindungen quaderartige Hohlraume
einschlieRen. Vor allem in zentralen Bildbereichen der
héheren Therapiegruppen werden sie vermehrt
gefunden. Die Haupttrabekel sind entsprechend der
Knochenachse ausgerichtet und Uber anndhernd
rechtwinklige Quertrabekel vernetzt. (VergrofRerung
20x).
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Reprasentative Ubersichten mit Inset Femur:

Kontrolle

Abbildung 12: Ubersichten Spongiosa Femurkopf Toluidinblau-Farbung mit Inset:

Die Bilder zeigen einen Querschnitt durch die Femurkdpfe der Schafe nach 8 Monaten. Es wurden reprasentative
Schnitte aus den Gruppen ausgewahlt. Neben dem Querschnitt ist ein vergrofRertes Inset des Tieres dargestellt,
das die Trabekelcharakteristika besser wiedergibt. Fur die Kontrollgruppe wurde Schaf K1 mit einem Grading von
G4 gewahlt. Hier findet sich ein flachiges, gut vernetztes Trabekelwerk. Das Schaf der OVX-Gruppe zeigt ein
dhnliches Trabekelwerk mit etwas diinneren Trabekeln, was sich auf die Gesamtstruktur bezogen als G3 dulert.
Auch Tier OVXD8 weist ein Grading von 3 mit gut vernetztem Trabekelwerk auf. Die Trabekel wirken flachig, zeigen
jedoch einige Abbriiche. Daneben finden sich Inhomogenitaten der Spongiosa. Kopfnah gibt es vermehrt kleine
lochartige Kavitdten, die sich auf der lateralen Schaftseite in groRere, teils ,,backsteinartige” Formen wandeln. Tier
OVXDS2 wurde als G2+ gewertet. Es zeigt sich ein deutlich diinneres Trabekelnetz mit vielen terminalen
Endigungen und Abbriichen. Daneben finden sich vereinzelt geloste Balkenkonglomerate. Das Trabekelwerk
verbleibt gut vernetzt, wirkt aber fragil und schwacher als bei den vorigen Tieren. (K: Kontrolle, OVX: Ovarektomie,
OVXD: Ovarektomie + Didt, OVXDS: Ovarektomie/ Didt/ Steroid. VergroRerung Inset 20x, Bild 2,5x. Weitere
Einzelheiten siehe Text).
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Reprasentative Ubersichten mit Inset Lendenwirbelkorper 4:

Kontrolle

Abbildung 13: Ubersichten Spongiosa Wirbelkdrper Toluidinblau-Farbung mit Inset:

Die Bilder zeigen einen Querschnitt durch den vierten Lumbalwirbelkdrper nach 8 Monaten. Hierbei wurden
reprdsentative Schnitte aus den Gruppen ausgewahlt und mit einem vergroBerten Inset zur Darstellung des
Trabekelwerks abgebildet. Fir die Kontrollgruppe wurde Schaf K5 ausgewahlt. Es wurde auf Grund der guten
Vernetzung des Trabekelwerks mit dem hier vorliegenden , Schweizer-Kase-Muster” als G4 gewertet. Es zeigen
sich flachige Trabekel und eine runde Kavitatenform. Aus der OVX-Gruppe wurde Schaf OVX7 als reprasentativ
im Grading von G3 ausgewahlt. Die Trabekel zeigen sich dhnlich dick, die umschlossenen Kavitaten sind jedoch
vergroRert und von polygonaler oder quaderartiger Gestalt. Der Internodalabstand ist etwas vergroBert. Auch
OVXD7 wurde noch als G3 gewertet, aber als G3- abgestuft. Die Kavitaten sind vergrofRert und es zeigen sich
etwas diinnere Trabekel. Zudem stellen sich vereinzelt Abbriiche dar. Auch hier ist die intertrabekulare Separation
nur gering. Im Unterschied dazu weist OVXDS2 ein G2+ Grading auf. Besonders deutlich ist die stark reduzierte
Trabekeldicke bei dhnlich gutem Vernetzungsgrad. Der internodale Abstand und die intertrabekuldre Separation
unterscheiden sich nur geringfiigig. Das gut vernetzte Trabekelwerk grenzt sich durch die reduzierte trabekuldre
Flache jedoch von den Vorgruppen ab. (VergroRerung Bild 2,5x, Inset 20x).
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3.2 Femur — Abnahme der trabekularen Vernetzung und
Trabekelzahl von Kontroll- zu OVXDS-Gruppe

3.2.1 Kontrollgruppe

In der Kontroligruppe zeigten die meisten Schafe eine gute Mikroarchitektur der
Spongiosa. Der Median lag bei 3, zwei Tiere wiesen ein hohes Grading von 4 auf. Die
Werte eins und zwei fanden sich nicht. Bei den Tieren mit dem Grading von vier gab es
ein gut vernetztes Trabekelmuster, das durch viele Abgange und flachige Verbindungen
gekennzeichnet war und sich im Verlauf darstellen lie. Abbriche waren selten
vorhanden. Die Hohlrdume zwischen den Trabekeln erschienen klein und wirkten
lochartig ausgestanzt, sodass die intertrabekularen Abstande gering waren. Vereinzelt
wurden die Hohlrdume in zentralen Bildbereichen etwas gréfRer und polygonal bis
backsteinartig. Die durchweg gute Knochenstatik resultierte im Grading G4 (Abb.12
Femur Kontrolle). Das Trabekelmuster mit dem Grading G3 fand sich bei sechs Tieren
der Kontrollgruppe. Hier waren die Trabekel zwar dick und kraftig, im Vergleich zu G4
allerdings duinner oder sparlicher ausgepragt. Zudem schienen sie weniger gut vernetzt
und die Maschenweite war vergroRert. Die Kavitaten nahmen polygonale Formen ein,
wirkten weniger ausgestanzt und bildeten zentral meist langliche Formationen. Schaf K3
zeigte daneben eine inhomogene Architektur. Kortikal fand sich ein eng vernetztes
Muster, das durch runde Hohlrdume gebildet wurde und von flachigen und kraftigen
Trabekeln umrahmt wurde. Zentral fand sich dagegen ein paralleles ,Backsteinmuster®
(Abb. 11 Backsteinmuster) und einige terminale hakenférmige Trabekel.

3.2.2 OVX-Gruppe

In der OVX-Gruppe wiesen vier der sieben Tiere ein Grading von G3, eins ein G2+ und
zwei ein Grading von G2 auf. Bei einigen G3-Tieren, wie Schaf OVX3, fanden sich
knocherne Unterschiede zwischen kortikalen und zentralen Bildbereichen. Wahrend die
kortikalen Bereiche der Spongiosa flachige und breite Trabekel aufwiesen, waren die
zentralen Trabekel weniger flachig und eher lamellar aufgebaut, aulRerdem zeigte sich
ein groferer Internodalabstand (Abb. 12 Femur OVX). Gerade kortikal fanden sich
rundliche Hohlrdume mit geringer Flache und vereinzelt ein schmaler Streifen mit lakunar
ausgestanztem Porenmuster (Abb. 9). Wahrend sich die Kavitaten zentral hin
ausdehnten, nahm die Vernetzung der Trabekel ab, die sich trajektoriell zum
Femurschaft ausrichteten. Dagegen wies das, als G2 klassifizierte Schaf OVX6 zwar
eine grolRe trabekuldre Flache auf, jedoch einen gréReren Internodalabstand. Die
Knochenhohlen waren von polygonaler Gestalt und dominierten die Bildflache. Auch
andere Tiere desselben Gradings (bspw. OVX4) wiesen ein ahnliches Muster mit einer
groReren Maschenweite auf. Die Trabekel waren allerdings dunner und schlechter
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vernetzt. In zentralen schaftnahen Zonen fand sich haufig eine ,backsteinartige®
Spongiosa.

3.2.3 OVXD-Gruppe

In der Doppelinduktionsgruppe lag der Median bei 2,5, die Spannweite zwischen 2 und
4. Gerade im Vergleich zu den anderen Tieren wiesen die G4 Schafe (OVXD2, OVXD5)
ein breiteres Trabekelmuster mit kraftigere, besser vernetzten Trabekeln und einer
geringeren intertrabekuldren Separation auf. Schafe der G3-Gruppe (oder G2+ Gruppe)
zeigten ein weniger dichtes Netz an Knochenbalkchen. So fand sich bei Schaf OVXD8
(Abb. 12 Femur OVXD) ein inhomogenes Knochenbild. Wahrend kortikale Bereiche nur
selten ein lakunar ausgestanztes Trabekelmuster zeigten, fielen in schaftnahen
Knochenbereichen grofe kubische Knochenkavitaten auf. Gerade bei OVXD8 (G3)
dominierte ein backsteinartiges Muster. Im Vergleich zu den G4 Tieren war die
trabekulare Flache vermindert und der intertrabekuldre Abstand vergréf3ert. Die
Knochenarchitektur der G2-Schafe war im Gegensatz dazu reduziert (OVXD4, Abb. 7
G2) und wies eine schlechtere Mikroarchitektur des Knochens auf. Die merklich
dinneren Trabekel grenzten sich deutlich von OVXD8 ab. Dabei waren die
Knochenbalkchen zwar gut verbunden, das kavitdre System war jedoch deutlich
flachiger und wies einen haufig wabenartigen Verlauf auf. Daneben schienen die
Trabekel diinner und von geringerem Anteil. Auch inkomplette Trabekel mit terminalen
Endigungen waren haufiger ausgebildet.

3.2.4 OVXDS-Gruppe

Eindricklich stellte sich die OVXDS-Gruppe neben den anderen Gruppen dar. Die
Spongiosastruktur war besonders reduziert, was sich im geringeren Median von 2 und
den niedrigeren Gradingwerten ausdrickte. Insbesondere wurde dies bei dem G1-Schaf
OVXDS5 deutlich, das kein zusammenhangendes Trabekelwerk (Abb. 7 G1) ausbildete.
Die Knochenbalkchen stellten einzelne unzusammenhangende, fragile Konglomerate
dar. Teilweise waren sie zentral und im Halsbereich zu saulenartigen Strukturen
angeordnet. Der intertrabekulare Abstand war vergréRert und die Konnektivitat deutlich
reduziert. Die Knochenbalkchen lie3en sich meist nicht im ganzlichen Verlauf darstellen,
sondern brachen ab. Das Trabekelwerk von G1+-Schaf OVXDS1 war gegenuber
OVXDS5 besser vernetzt, wenn auch dinn und mit grolen Maschenweiten. Die
Hohlrdume nahmen den Grofdteil des Bildes ein und wurden von dinnen Trabekeln
umgeben. AulRerdem fiel der heterogene Knochenstatus auf. Stellenweise ergaben sich
besser vernetzte Knochenbadlkchen und kleinere Kavitdten. In anderen Bereichen
uberwogen deutlich die knochenfreien Zonen. Eine lageabhangige Zuordnung der
unterschiedlichen  Trabekelmuster  konnte nicht erfolgen.  Backsteinartige
Trabekelformationen fanden sich zentral. Gerade die intertrabekulare Vernetzung war

Seite 48 von 142



3 Ergebnisse

insgesamt geringer und die Abgange pro Trabekel reduziert. Des Weiteren ergab sich
ein vergroRerter Abstand der Vernetzungspunkte. Auch andere Tiere der
Dreifachbehandlungsgruppe zeigten ein inhomogenes, teils unzusammenhangendes
Trabekelmuster, sodass in der OVXDS-Gruppe der Knochenstatus deutlich reduziert
wirkte.

3.3 LWK - Abnahme der trabekularen Dicke bei erhaltener
Konnektivitat

Bei den 30 Tieren wurde durchschnittlich ein hohes Grading von G3 erzielt (Median 3,
SWhwediane 2,25— 3,25). Daneben kamen hohe Gradingwerte deutlich haufiger vor. Die
Spongiosastruktur war sehr flachig ausgebaut, sodass nur kleine Kavitaten gebildet
wurden. Das ,Backsteinmuster” fand sich im Gegensatz zum ,Schweizer-Kase-Muster®
selten.

3.3.1 Kontroligruppe

In der Kontrollgruppe zeigte sich eine sehr gut vernetzte Trabekelstruktur. Der
Gruppenmedian lag bei 3,25, wobei drei Tiere als G4 und eines als G3+ eingestuft
werden konnte. Das Spongiosagerlst wies eine sehr hohe Konnektivitat mit vielen
Abgangen pro Trabekel und einem sehr geringen internodalen Abstand auf. Durch die
breite Trabekelflache und die geringen intertrabekularen Abstidnde dominierte der
knocherne Bildanteil. Die Kavitaten waren zumeist von runder Form und geringer Flache.
Lakunar ausgestanzte Hohlrdume fanden sich vor allem bei K4 und K5. Schaf K5 wurde
dabei als reprasentatives Bild fur ein G4 gewahlt (Abb. 7 G4 und Abb. 13 Kontrolle). Bei
den Tieren des Gradings G3 zeigten sich etwas grofere Hohlrdume und die Trabekel
waren zum Teil geringflgig dinner ausgepragt. Die Maschenweite war im Vergleich zur
Gruppe G4 etwas vergroRert und von heterogener Morphologie. Durch die runden
Kavitaten, die von den Trabekeln ringférmig eingeschlossen wurden, ergab sich haufig
ein ,Schweizer-Kase-Muster® (Abb. 10). Daneben fanden sich auch runde und
polygonale Trabekelformen bei geringer kavitarer Flache. Abbriche oder saulenartige
Trabekelformen waren kaum ausgebildet.

3.3.2 OVX-Gruppe

Bei der ovariektomierten Gruppe lag der Median bei 3, die Spannweite bei 2,5- 4, sodass
durchschnittlich ein hohes Grading erzielt wurde. Das G4 Schaf (OVX6) wies dicke
kraftige Trabekel auf, die das Gesichtsfeld flachig ausfiillten und Hohlrdume von geringer
Grofle umrahmten. Diese waren zumeist rund oder oval geformt und erinnerten an das
bereits beschriebene ,Schweizer-Kase-Muster”. Tier OVX5 wurde als G3+ gewertet, da
es im Unterschied zu Schaf OVX6 eher langlich und etwas gréRere Hohlrdume besal3.
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Schaf OVX7 (G3) pragte eine teils inhomogene Knochenstruktur aus. Die Trabekel
waren zwar Uberwiegend gut vernetzt, unterschieden sich jedoch in einigen Arealen in
ihrer Dicke und in der Flache des intertrabekularen Raumes (Abb. 13). In zentralen
Bildbereichen stellte sich ein lochartiges Muster dar, das zu den lateralen Seiten eher
backsteinartig auslief, sodass die Kavitaten in den peripheren Bereichen vergrofliert
waren. Der Vernetzungsgrad wirkte gruppenibergreifend hoch und der
Internodalabstand gering.

3.3.3 OVXD-Gruppe

In der Doppelinterventionsgruppe fanden sich ein sehr homogenes Grading, wobei die
meisten Schafe als G3 (n= 6) und zwei als G3- gewertet. Die Kompakta wirkte
ausgedunnt, wahrend das Mark zellreich erschien. Das Trabekelwerk war gut vernetzt
und flachig ausgepragt. Breite Trabekel umgaben Maschen von geringer Weite. Die
Knochenkavitaten waren jedoch langlicher, von unterschiedlicher Gré3e und stellten sich
nicht lakunar dar. Das ,Schweizer-Kase-Muster* war in dieser Gruppe seltener
ausgepragt als in den Vorgruppen, fand sich aber vereinzelt zentral (Abb. 10). Auch
lakunar ausgestanzte Muster waren kaum ausgepragt. Dafiir zeigten sich haufiger
terminale Trabekel sowie haken- und bogenférmige Abbriche (Inset Abb. 13 LWK
OVXD). Auch wenn die Trabekel weiterhin gut vernetzt waren, schienen sie im Vergleich
zu der Kontrollgruppe vermindert und in ihrer Flache reduziert. Einzelne Tiere (OVXD6)
zeigten innerhalb der Gruppe eine reduzierte Spongiosastruktur, die aber auf Grund des
hohen Vernetzungsgrades noch einem G3- entsprach. Auch hier zeigten sich innerhalb
des Querschnittes heterogene Spongiosabereiche. Dabei waren zentrale Areale besser
vernetzt als kortikale Areale und wiesen einen geringeren Intertrabekularabstand aus.
Terminale abbrechende Trabekel waren eher selten vorhanden. Ebenso unterschied sich
die trabekulare Dicke in Abhangigkeit der Lokalisation im Knochen. Zentrale Trabekel
waren bei OVXD7/ 8 gegeniber den peripheren Trabekeln verbreitert. Morphologisch
wurden vor allem ovale und langliche Maschen ausgebildet.

3.3.4 OVXDS-Gruppe

Deutliche Unterschiede gegenuber den anderen Gruppen fanden sich unter der
Dreifachbehandlung. Hier wies nur ein Schaf ein Grading von 3 auf, wahrend der Median
bei zwei lag. Es zeigten sich insbesondere dinnere Trabekel als in den Vorgruppen. Das
G2 Muster wies feine, fragile Knochenbalkchen auf, die zum Teil terminal ,blind“ endeten
oder als einzelne Konglomerate erschienen. Das Trabekelgerist wirkte zwar gut
verstrebt, die Hohlrdume waren allerdings deutlich gréer. Trotz guter Quervernetzung
war der Abstand zwischen den Trabekeln vergréRert. Die Maschenform variierte bei den
Tieren stark von gréReren rund-ovalen bis kubisch polygonalen Formationen. Vereinzelt
konfluierten sie zu gréBeren Hohlrdumen. In Abbildung 13 LWK OVXDS ist der
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Wirbelkérper von Schaf OVXDS2 (G2+) dargestellt. Dieser weist ein gut vernetztes
Trabekelwerk auf, das an ein ,Schweizer-Kase-Muster“ erinnert, sich jedoch in der
Trabekeldicke von ihm unterscheidet. Hier nahm die spongiése Flache nur einen
geringen Bildanteil ein, die rundlichen Kavitaten Gberwogen deutlich. Aufgrund der guten
Vernetzung war der internodale und intertrabekulare Abstand nur geringfligig vergroRert.
Die Trabekel erschienen wegen der deutlich reduzierten Dicke aber fragil. Das als G3
gewertete Schaf OVXDS4, besallen hingegen besser vernetzte Knochenbalkchen.
Besonders fiel die grofRere Trabekeldicke auf, sodass sie flachiger und weniger fragil
wirkten. Zudem zeigten sich weniger Abbriiche und langstreckigere Trabekel.

3.4 Statistische Analyse der Spongiosaarchitektur in Toluidinblau-
Farbung spiegelt abnehmende Knochenqualitat wider

Mit der statistischen Auswertung sollten die Ergebnisse der deskriptiven Histologie
objektiviert und miteinander verglichen werden. Dabei zeigt sich eine Veranderung der
Spongiosastruktur mit zunehmender Therapiestarke. Die folgende Abbildung 14 stellt
das Knochengrading zwischen den Gruppen und zwischen den Regionen gegenuber.

a Gruppe

4 T B Kontrolle
Bovx
Covxp
ClovxDs

] Fehlerbalken 95% Konfidenzintervall
1] a: p=0,05

Gruppenmedian Spongiosagrading

LWK Femur

Abbildung 14: Gruppenmedian Spongiosagrading, Toluidinblau-Farbung:

Dargestellt sind die statistischen Gruppenmediane des Knochen-Grading im Lendenwirbelkdrper und Femur. Daneben
ist das 95% Konfidenzintervall angegeben. Es zeigt sich in beiden Regionen eine starke Abnahme des Gradings von der
Kontroll- zur OVXDS-Gruppe. Im Wirbelkorper grenzt sich die OVXDS-Gruppe signifikant von der Kontrollgruppe ab
(p=0,007). Die Mediane liegen im LWK héher als im Femur, was sich auch durch die Konfidenzintervalle in den hdheren
Gradingwerten darstellt. Eine signifikante Unterscheidung zwischen den Regionen findet sich nicht. (p=0,05).

Anhand von Abbildung 14 zur Verteilung der Mediane (Meq) im Spongiosagrading lasst
sich erkennen, dass die Kontrollgruppen beider Regionen, das hdochste Grading mit der
besten Vernetzung der Knochenbalkchen aufweisen. Im Femur fand sich ein Median von
3, im WK von 3,25. Mit Zunahme der Behandlungsstrategien nahm dabei die Qualitat
der Spongiosaarchitektur ab. Die Dreifachbehandlungsgruppe wies ein niedriges
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Durchschnittsgrading auf und bildete somit innerhalb der Region die schlechteste
Spongiosaarchitektur aus (Fem 2, WK 2,25).

Im Femur fand sich ein deutlicher Unterschied des Medians zwischen der Kontroll- und
OVXDS-Gruppe (K: Meg=3, Kl= 2,5- 4; OVXDS: Meg=2, Kl= 1- 3), der die abnehmende
Knochenqualitat verdeutlichte. Daneben zeigte sich, dass die OVX-Gruppe des Femurs
zwar ebenfalls ein Median von 3 aufwies, jedoch das Konfidenzintervall, im Gegensatz
zur Kontrollgruppe niedriger, zwischen 2 bis 3 lag und somit im Vergleich (K: 2,5 bis 4)
die Spongiosaarchitektur schlechter ausgebildet war.

Im Lendenwirbelkérper lagen die Mediane durchschnittlich héher. Besonders in der
Kontrollgruppe stellte sich ein Median von 3,25 dar, wobei auch héhere Gradingwerte
erzielt wurden (KI 2,5 bis 4). Die Gradingmediane nahmen ebenso von der
Kontrollgruppe bis hin zur OVXDS-Gruppe auf 2,25 ab. Im Wirbelkorper war der Kontrast
zwischen der Kontroll- und OVXDS-Gruppe signifikant (p= 0,007) ausgepragt. Relativ
homogen zeigte sich die OVXD-Gruppe, die ein enges Konfidenzintevall (KI 2,5- 3)
aufwies. Im Gruppenverlauf wurde die abnehmende Knochenqualitat durch
abnehmende Gradingwerte widergegeben.

Im Vergleich zwischen den Femora und den Lumbalwirbelkdrpern unterschieden sich
beide Regionen deutlich, jedoch nicht signifikant voneinander. Hohere
Gradingeinteilungen und somit eine besser vernetzte Knochenstruktur fanden sich bei
den Wirbelkdrpern. Ebenso zeigten diese eine homogenere Knochenstruktur, die durch
das geringere Kofidenzintervall verdeutlicht wurde. Daneben kam es im LWK zu einer
grolleren Abnahme der Gradingwerte (bei engerem Kl) als im Femur. In beiden
Regionen wurde jedoch besonders der Unterschied zwischen unbehandelten (Kontrolle)
und dreifach behandelten Tieren (OVXDS) deutlich (Abb. 14).

3.5 Analyse der Knochenflache und Osteozytenmorphologie

3.5.1 Femur — Abnahme an Spindeln bei Zunahme des interzelluldaren
Abstandes und leerer Lakunen

Um neben der Trabekelmorphologie die zellularen Veranderungen zu untersuchen,

wurden mittels Silber-Farbung die Osteozyten und das kanalikulare Netzwerk

dargestellt. Dargestellt sind hier vergroRerte Ausschnitte der randomisiert

aufgenommenen Bilder, sodass der Bildausschnitt nur einen Teil des Gesamtknochens

und der Zellularitat widerspiegelt.
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3.5.1.1 Kontrollgruppe

Von den acht Tieren der Kontrollgruppe wiesen funf Schafe ein Grading von G4 auf und
zeigten somit eine hohe Auspragung an Spindelformen und eine gute interzellulare
Vernetzung. Die folgenden Tabellen bilden die Analyse, sowohl flr das Osteozyten- (Tab.
4) als auch fir das Knochengrading (Tab 5.) und die Haufigkeitsverteilung der
Einzelwerte ab (Tab. 6).

Grading P Grading P
Femur Zellen Haufigkeit Femur Knochen Haufigkeit
Kontrolle ) 1 Kontrolle 25 )
n=8 n=8
3 2 3 4
Median= 4 4 5 Median= 3 4 2
Tabelle 4: Osteozytengrading Kontrolle Femur Tabelle 5: Spongiosagrading Kontrolle Femur
- . - Zellfreie
Femur Bewertung Auspragung Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
K Il
ontrofle 1 sehr schwach - - - 6 - 5
n=8
2 schwach - - - - - -
maRig/
3 deutlich 1 ) > 2 > 3
viel/
4 4 - -
stark 8 3 3
5 sehr viel/ 3 i i i i i
stark
Modus 4 4 3 1 3 1

Tabelle 6: Osteozytengrading Kontrolle Femur:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der Kontrollgruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die hdufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 5 und 6 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt.

In der Kontrollgruppe fanden sich die meisten Schafe mit einem Zellgrading von G4 (n=
5) wieder (Tab. 4). Dies beruhte auf einer zellreichen Mikrostruktur, da viele bis sehr viele
Osteozyten aufgefunden wurden. Durch die hohe Zellularitdt waren die interzellularen
Abstande gering (Modus= 1). Funf Tiere wiesen einen sehr geringen Abstand auf (1), bei
drei Tieren fand sich eine zum Teil leicht vergrof3erte Distanz zwischen den Osteozyten
(3). Gerade spindelférmige Osteozyten wurden in starkem Male angetroffen. Wahrend
uberwiegend spindelférmige Zellen ausgebildet wurden, traten runde Morphologien zwar
auf, waren jedoch deutlich seltener anzutreffen. Runde Osteozyten waren bei drei Tieren
haufig und bei funf Tieren in nur maligem Verhaltnis anzutreffen. Lakunen fanden sich
sehr selten (Modus= 1). Die in den Knochenkanalchen ausgepragten Dendriten lieRen
sich meist deutlich (3) und bei drei Schafen haufig (4) darstellen. Daneben zeigte sich,
dass vor allem kortikal vermehrt spindelférmige Zellen vorkamen. Diese wiesen mehr
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Kanalikuli auf, die sich im Verlauf gut anfarbten. Die Osteozyten waren reihenartig
ausgerichtet. Zentral im Knochen wurden mehr rundliche Zellen gefunden. Allerdings
unterschieden sich die Tiere innerhalb der Anschnitte, sodass nicht in jedem Anschnitt
die beobachteten Phanomene anzutreffen waren.

Bei der Untersuchung des Spongiosawerks (Tab. 5) zeigten sich Uiberwiegend flachige
Trabekel, die sich im Verlauf vollstandig darstellten und gut vernetzt waren. Die
Knochenbalkchen waren breit verbunden und wiesen das bereits beschriebene grob
lakunare Muster auf. Die Knochenkavitaten waren tberwiegend klein, in ihrer Form aber
inhomogen. Stellenweise fanden sich gréliere lakunare Formen und polygonale,
grol¥flachigere Hohlraume. Haufig unterschieden sich die zentralen Knochenanschnitte
von den kortikalen. Hier zeigte sich dickeres Trabekelwerk, das sich zentral lichtete,
saulenartig fortsetzte und verjiingte.

Bei den finf Tieren mit dem Osteozytengrading 4 fanden sich in den angeschnittenen
Knochenbalkchen sehr viele Osteozyten wieder, die insbesondere kortikal spindelférmig
waren (Bild 16, K8, S. 60). Runde Formen kamen zwar auch hier vor, jedoch in
geringerem Male. Besonders in zentralen Trabekelbereichen waren sie anzutreffen.
Leere Lakunen traten dagegen sehr selten auf und waren zum Teil bereits remineralisiert
(Mikropetrose). Diese Lakunen waren bereits mit neuem Knochenmaterial gefiillt, hoben
sich aber durch Farbunterschiede ab und wurden von einer feinen Zementlinie
abgegrenzt. Kanalikuli konnten bei ihnen nicht mehr dargestellt werden. Das
kanalikulare Netzwerk pragte sich bei den vitalen Osteozyten starker aus, die
Verzweigungen waren haufiger und das Dendritenwerk umfangreicher. Auch das
Jlaschenblrstenartige® Muster konnte dargestellt werden. Die Osteozyten einer
Mineralisationsschicht ordneten sich linear an. Auch ihre Kanalikuli verliefen parallel (Bild
16). In tieferen Mineralisationsschichten erschienen die Zellen dagegen vermehrt
ungeordnet und die Dendriten reduziert, teils auch mit abweichender Orientierung.

Besonders Schaf K4 war fir diese Gruppe reprasentativ und wurde mit einem Grading
von 4 bewertet. Es pragte zahlreiche spindelférmige Osteozyten aus (4), die eng
benachbart, aber leicht versetzt angeordnet waren. Auch rundliche Osteozyten kamen
in gleichem Ausmaly vor (4). Es zeigten sich zwar leere Lakunen (1) und zellfreie
Bereiche (3), allerdings waren diese vermindert und letztere mit Kanalikuli stark
durchsetzt. Die Kanalikuli lieBen sich in den zellfreien Zonen keiner Zelle direkt
zuordnen. Auch ,Flaschenbirsten-Formationen® wurden angetroffen.

Schaf K5 und K6 wurden ebenso als G4 eingeteilt, wobei besonders bei K5 die Kanalikuli
hervortraten (4). Auch im Knochengrading wurde bei diesen Schafen ein Grading von
G4 vergeben, da ein engmaschiges, sehr flachiges Trabekelwerk mit lakunar
ausgestanzt wirkenden Hohlrdumen vorhanden war. Es fanden sich breit verbundene
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Knochenbalkchen mit vielen Abgangen pro Trabekel. Insgesamt nahm die trabekulare
Flache den Grofteil des Gesichtsfeldes ein.

Schaf K2 (hier nicht dargestellt) grenzte sich als einziges Schaf mit einem
Osteozytengrading von G2 deutlich ab. Die Osteozyten (2) waren zu gleichen Teilen
spindelférmig oder rundlich (je Auspragung von 4). Leere Lakunen kamen zwar vor, aber
nur in maRig starkem Ausmaf} (3). Die dendritischen Auslaufer wiesen terminale
Auftreibungen und einen kirzeren Verlauf auf. Insgesamt schien das kanalikulare
Netzwerk reduziert. Die Osteozyten fanden sich bei Schaf K2 selten in Reihen
angesiedelt, sodass sich gréRere zellfreie Raume ergaben. Auch die Knochenstruktur
wurde als G2+ eingeteilt. Die Trabekel stellten sich zwar flachig, jedoch nur maRig
vernetzt dar. Daneben ergaben sich gréf3ere Hohlrdume von meist polygonalem und
vereinzelt lakunarem Muster. Die Knochenbalkchen lieRen sich haufig nicht im Verlauf
verfolgen, da sie abbrachen und als haken- oder bogenférmige Ausziehungen endeten.

Abb. 15: Femur K6, Silber-Farbung: Abb. 16: Femur K8, Silber-Farbung:

Das Bild zeigt Schaf K6, welches ein Zellgrading von G4
aufweist. Dabei zeigen sich kortikal vor allem vermehrt
Spindelformen. Diese weisen viele Kanalikuli und
meist einen deutlichen Zellkern auf. Dabei gehen von
einem parallel mit der Mineralisationslinie
verlaufenden Stammdendriten, radiare
Nebendendriten ab, die dem Endost zustreben. Zum
Knocheninneren  hin ist die  Dendritenzahl
asymmetrisch vermindert. Daneben wird die lineare
Anordnung der Zellen in den verschiedenen
Mineralisationsschichten  deutlich, die  durch
Zementlinien getrennt sind. Zentral im Knochen finden
sich eher rundliche Osteozyten mit einer
verminderten Dendritenanzahl. (VergroBerung 20x).

Das Bild zeigt Schaf K8 mit einer Gradingeinteilung
von G4. Im Vergleich zu K6 zeigt sich in dem
dargestellten Bildausschnitt zwar eine leicht
verminderte Zellzahl, jedoch sind in anderen
Anschnitten gleich viele Osteozyten anzutreffen. In
diesem  Anschnitt  finden sich  endostnah
Spindelformen mit zunehmender Abrundung
endostfern. Des Weiteren werden die
unterschiedlichen Zellvolumina und Dendritenzahlen
der verschiedenen Morphologien deutlich. In einigen
zentralen Zonen stellt sich die Interzellulardistanz
vergroRert und kanalikulidrmer dar. (VergroRerung
20x).
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3.5.1.2 OVX-Gruppe
In der ovariektomierten Gruppe lag der Modus bei einem Grading von G3. Zwei Tiere
wiesen ein besseres Zellgrading von G4 und zwei ein G2 auf (Tab. 7).

Grading Grading

Femur Zellen Haufigkeit Femur Knochen Haufigkeit
0oVX 0oVX
=7 2 2 =7 2 2
3 3 2,5 1
Median= 3 4 2 Median= 3 3 4
Tabelle 7: Osteozytengrading OVX Femur Tabelle 8: Knochengrading OVX Femur
« . - Zellfreie
Femur  Bewertung Auspragung Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
OVX 1 sehr schwach - - - 2 - 3
n=7
2 schwach - 1 - 1 - -
maRig/
3 deutlich 3 3 > 3 > 4
4 viel/ 4 3 2 - 2 -
stark
sehr viel/
- 1 - - 1 -
> stark
Modus 4 3 3 3 3 3

Tabelle 9: Osteozytengrading Femur:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVX-Gruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 7 und 8 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt.

Bei den ovariektomierten Schafen kam das Grading G3 am haufigsten vor. Die Schnitte
schienen zellreich (Modus 4), die meisten anderen Variablen aber nur maRig stark aus-
gepragt. Spindelformen kamen haufiger als runde Osteozyten vor. Lakunen waren im
Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe etwas haufiger ausgepragt (Tab 9).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Zellzahl vermindert, jedoch waren bei der Mehr-
heit der Tiere (n= 4) eine haufige Osteozytenauspragung zu finden (4) (Tab. 9). Daraus
resultierend zeigte sich der Abstand zwischen den Zellen leicht vergrof3ert, wobei de-
zente Unterschiede zwischen den Tieren bestanden. Das lakunokanalikuldre System
war im Vergleich zur Kontrollgruppe schwacher ausgebildet. Die Schafe wiesen ein re-
duzierteres Netzwerk aus (3), in dem allerdings auch Flaschenblirsten-Formationen ge-
funden wurden. Die Zytoplasmaauslaufer schienen hier kiirzer und weniger verzweigt.
Terminal fanden sich zum Teil Auftreibungen (Schaf OVX3, Bild 18 S.57). Bei zwei Tie-
ren pragte sich das OLCS zwar geringer als in der Kontrollgruppe aus (4), jedoch mit
reichlich Kanalikuli, welche flaschenbirstenartig imponierten oder den Knochen durch
parallele Anordnung gestreift erscheinen lieRen (OVX1, OVX5).
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Die Tiere mit G3 waren charakterisiert durch zahlreiche Osteozyten mit deutlicher Ver-
netzung und maRigem interzellularem Abstand (Abb. 17). Bei OVX5 und OVX6 war die-
ser zudem stark vermindert. In der Ubersicht stellten sich die zellfreien Areale, gegen-
Uber der Kontrollgruppe, vergroRRert dar (3). Die Osteozyten waren nicht linear, sondern
haufiger versetzt angeordnet. Die Form schien kortikal eher langlich und zentral oval
oder rund zuzulaufen. Zudem nahm die Zahl der angefarbten Kanalikuli von kortikal nach
zentral ab. Zentral waren sie sparlicher ausgepragt, plump und kurz, kortikal dagegen
flachiger und besser vernetzt. Runde Zellformationen gingen haufiger mit einer reduzier-
ten Anzahl von Dendriten und einer kiirzeren Lange einher. Daneben waren die kanali-
kularen Auslaufer im Inneren vermehrt quer getroffen und stellenweise endstandig auf-
getrieben. Zentrale Knochenbereiche beinhalteten daneben mehr leere Lakunen sowie
verschieden orientierte Mineralisationslinien (OVX3, Abb. 18).

Die Spongiosastruktur war in der OVX-Gruppe recht homogen (Tab. 8) Sechs der sieben
Tiere wurden als G3 klassifiziert, da sie ein gut vernetztes Trabekelmuster mit kraftigen
Balkchen aufwiesen. Haufig fand sich ein grob lakunéres Muster (,Schweizer-Kase-Mus-
ter) mit guter Vernetzung, aber gréReren Kavitaten, die in zentraleren Bereichen oft po-
lygonal ausliefen. Saulenformationen und tubuldre Ausziehungen waren ebenso ver-
mehrt anzutreffen.

Abb. 18: Femur OVX3, Silber-Farbung:
Hier zeigen sich einige leere Lakunen (Pfeil), zum Teil
noch mit Kanalikulianschnitten. Das Grading betragt

Abb. 17: Femur OVX2, Silber-Farbung:
Das Tier wurde im gesamten als G3 gewertet. Im Bild
zeigen sich vor allem olivenféormige, teils

spindelformige Osteozyten die vermehrt endostnah
lokalisiert sind. In anderen Anschnitten iberwiegen
deutlich runde und olivenférmige Zellen. Der Abstand
zwischen den Zellen ist vermindert und es werden
reichlich parallele Dendriten ausgebildet, die
besonders kortikal auffallen. Zentraler im Knochen
wirken die Osteozyten runder und separierter.
(VergroRerung 20x).

G2. Gerade im Unterschied zu OVX2 fallt die
sparlichere Dendritenzahl auf. Zudem wirkt das
Netzwerk stellenweise verplumpt und terminal
aufgetrieben (Kasten). Die Zellen sind von ovaler
Form. Klassische Spindelzellen (Typl) finden sich
nicht. Der interzelluldre Abstand ist ebenso
vergroBert.  Auch  mikropetrotische Lakunen
kommen vor (Pfeilkopf). (VergréRerung 20x).
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3.5.1.3 OVXD-Gruppe

Unter der Doppeltbehandlung wurden von acht Schafen drei Tiere als G3, drei als G2
und zwei Tiere als G1 gewertet. Der Gruppenmedian lag somit bei 2 (Tab. 10). Im Kno-
chengrading lag der Median dagegen bei 2,5 (Tab. 11).

Grading PR Grading
Femur Haufigkeit dufigkei
Zellen g Femur Knochen Haufigkeit
OVXD OvVXD
n=8 1 2 =8 2 2
2 3 2,5
3
Median= 2 3 3 Median 2,5 4 1
Tabelle 10: Osteozytengrading OVXD Femur Tabelle 11: Knochengrading OVXD Femur
. . I Zellfreie
Femur  Bewertung Auspragung Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
OVXD 1 sehr schwach - 1 - 2 1 1
n=8
2 schwach - 1 - 1 - -
maRig/
4 2 4 1
3 deutlich > >
4 viel/ 3 2 6 1 5 2
stark
sehr viel/

> stark i i i i 1 i

Modus 3 3 4 3 4 3

Tabelle 12: Osteozytengrading OVXD Femur:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVXD-Gruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 10 und 11 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt.

Aus der Gradingtabelle der Osteozyten (Tab. 10) wurde ersichtlich, dass in der OVXD-
Gruppe zwei Modi bei G2 und bei G3 vorlagen. Zwei weitere Tiere wiesen eine vermin-
derte Zellstruktur (G1) auf. Betrachtet man dabei nicht den Modus sondern den Median,
so lag dieser bei 2. In der OVXD-Gruppe lag daher ein schlechteres Zellmuster als in
den Vorgruppen vor. Die Anzahl der Osteozyten in den Anschnitten war nur noch maRig
hoch (3). Eine Verschiebung fand sich ebenso in den Zellmorphologien. Hier verschob
sich das Verhaltnis von Spindelformen (3) zu runden Zellen (4). Spindelformen waren
besonders haufig kortikal anzutreffen, wurden aber seltener ausgepragt. Lakunen stell-
ten sich deutlicher dar (3). Bei der Analyse des kanalikularen Systems fiel dagegen auf,
dass dieses trotz verminderter Zellzahl und reduzierten Spindelformen stark ausgepragt
war. Der Abstand zwischen den Zellen wirkte allerdings vergrof3ert (3) (Tab. 12).

Die Tiere des zweier Gradings besallen, mit Ausnahme von OVXD2, weniger
Osteozyten (3) (Abb. 19). Auch Spindelformen kamen in nur dezentem, teilweise
geringem Malde vor. OVXD2 besal’ sehr wenig spindelférmige Zellen, daflir aber viele
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rundliche Osteozyten, die auch kortikal aufzufinden waren. Eine lineare Anordnung lief3
sich nur selten darstellen. Dennoch war das OLCS stark ausgepragt (4) und nahm reich
verzweigte Formationen an. Auch andere Schnitte des G2-Gradings wiesen vermehrt
Kanalikuli auf, waren jedoch zellarm und mit vergroRertem Interzellularabstand.
Besonders OVXD6 und OVXD8 hoben sich durch erweiterte Interzellularabstande
hervor (4). Die Osteozyten von OVXD6 variierten daneben im Zellvolumen. Einige Zellen
wirkten vom Zellvolumen verdoppelt, was besonders fiir kortikale, spindelférmige
Osteozyten zutraf.

Die Knochenstruktur von Schaf OVXD2 wurde als G4 gewertet, wahrend die meisten
anderen Schafe als G3 klassifiziert wurden. Zellular zeigte sich ein G2-Grading (Abb.
18). OVXD2 wies ein flachiges Trabekelwerk auf, das kleine Knochenkavitaten umgab.
Der intertrabekulare Abstand war hier verringert. Viele andere Schafe wiesen ansonsten
einen leicht vergroRerten Trabekelabstand und dinnere Trabekel auf. Daneben fanden
sich groRere Kavitdten und Trabekelkonglomerate, die nicht mit anderen
Knochenbalkchen verbunden waren.

Insgesamt schien die Zellzahl im Vergleich zu den Vorgruppen vermindert zu sein, wobei
vermehrt ovale Formen vorgefunden wurden (Abb. 19). Spindelformen kamen seltener
vor. Die Lakunenzahl war besonders bei OVXD4 deutlich vergroRert und der
interzellulare Abstand in den Femora beider Tiere erhoht. Ferner zeigten sich bei vielen
Tieren wie bspw. OVXD3 (Abb. 20) groRRere Bereiche, in denen kaum Osteozyten oder
Kanalikuli anzutreffen waren. Auch das OLCS war schwacher ausgepragt, sodass das

Tier als G1 klassifiziert wurde.

- s ';ﬂ.\-’.,-/- ". Wk
Abb. 19: Femur OVXD2, Silber-Firbung: Abb. 20: Femur OVXD3, Silber-Férbung:
Endostnah fallen bei diesem G2-Tier viele kleine runde Im Vergleich zu OVXD2 wirkt die Zellzahl deutlich
Osteozyten auf. Vereinzelt kommen peripher Spindeln vermindert und der interzelluldre Abstand vergréRert.
vor. Im Anschnitt sind die Kanalikuli hervorgehoben, Morphologisch sind fast nur runde Osteozyten
die dem Endost zustreben. Hier fillt vor allem der anzutreffen.  Spindeln finden sich nicht. Das
langstreckige unverzweigte Verlauf auf. In anderen kanalikuldre System ist dabei nur gering ausgepragt.
Bereichen imponieren dagegen zellfreie Zonen. Das Schaf wurde als G1 eingestuft. (VergroRerung 20x).

(VergroRerung 20x).
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3.5.1.4 OVXDS-Gruppe
Unter der Dreifachbehandlung zeigte sich im Femur nur eine niedrige Gradingeinteilung
fur die Osteozyten (Median= 1) und die Spongiosa (Median= 2) (Tab. 13/ 14).

Grading PR Grading
Femur Haufigkeit aufigkei
Zellen g Femur Knochen Haufigkeit
OVXDS OVXDS
n=6 ! > n=6 1 1
Median= 1 2 1 15 1
2 2
Tabelle 13: Osteozytengrading OVXDS Femur 2,5 1
Median=2 3 1
Tabelle 14: Osteozytengrading OVXDS Femur
- . - Zellfreie
Femur Bewertung  Auspragung  Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
OVXDS 1 sehr schwach - 2 - - 2 -
n=6
2 schwach - 4 1 1 - -
maRig/
- 1 1 1
3 deutlich 3 3
4 viel/ 3 - 4 4 3 3
stark
5 sehr viel/ i i i i i i
stark
Modus 3 2 4 4 4 3

Tabelle 15: Osteozytengrading OVXDS Femur:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVXDS-Gruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 13 und 14 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt.

Uberwiegend fanden sich in der OVXDS-Gruppe Tiere, die vom zelluldren Muster als G1
klassifiziert wurden. Der Modus lag bei 1 (Tab. 13). Die Zahl der Osteozyten war gering,
wahrend die Interzellularabstéande vergréRert waren (Modi 3/ 4). Die Zellen waren in ihrer
Gréle inhomogen und von Uberwiegend runder Morphologie (4). Morphologisch waren
Spindeln seltener (2) und Lakunen haufiger (4) als in den Vorgruppen anzutreffen. Ver-
starkt zeigten sich olivenférmige oder abgerundete Zellen. Die runden Osteozyten waren
von geringer GroRe und pragten ein sparliches kanalikulares Netzwerk. Diese waren
wenig verflochten und haufig terminal aufgetrieben. Parallele Dendritenverlaufe fanden
sich selten (Tab. 15).

Daneben zeigten sich interindividuelle Unterschiede in der Auspragung des kanalikula-
ren Systems. Wahrend bei den Schafen OVXDS1, OVXDS2 und OVXDS3 das Dendri-
tenwerk vermehrt (4) ausgebildet war (Abb. 21), war dies bei den anderen Tieren deutlich
reduziert. Ferner zeigten sich intraindividuelle Unterschiede (OVXDS2) in der Zellularitat
und Kanalikuli-Expression. In Trabekeln mit weniger Knochenkanalchen fanden sich
eine geringer Zelldichte (Abb. 22). Lakunen fanden sich gehauft. Auch die interzellularen
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Abstande waren vergroert (Abb. 23). Die OVXDS-Gruppe zeigte knochenstrukturell ein
G2 Muster. Die Trabekel wirkten briichig und schlecht vernetzt. Es fanden sich parallele
Saulenmuster und vereinzelt backsteinartige Formationen. Der intertrabekulare Abstand
schien vergrofRert, wobei die Kavitaten zu grofieren Hohlraumen konfluierten.

Abb. 21: Femur OVXDS2, Silber-Farbung:

Im Anschnitt sind nur wenige Osteozyten
anzutreffen, die eine ovale oder runde Form
besitzen (4). Spindelformen kommen nicht vor.
Daneben zeigen sich bei diesem Tier viele Lakunen,
die zum Teil schon remineralisiert wirken
(Mikropetrose, siehe Pfeil). Eine geordnete
Anordnung der Zellen liegt nicht vor. In vielen
Bereichen sind die GréRenunterschiede zwischen
den einzelnen Zellen bzw. Lakunen auffdllig. Des
Weiteren bestehen groRere zellfreie Areale, die
lediglich mit Kanalikuli durchsetzt sind. Die
Dendriten sind verzweigt und von kurzer Lange. Das
Tier wurde als G1 gewertet. (VergroRerung 20x).

Abb. 22: Femur OVXDS4, Silber-Farbung:

Der Trabekel dieses Tieres weist viele Lakunen
(Pfeil) und einige mikropetrotische Lakunen
(Pfeilkopf) auf. Die Zellzahl ist stark reduziert. Das
kanalikuldare Netzwerk lasst sich lediglich in einigen
Mineralisationsschichten darstellen. Dabei fallen
parallel laufende Dendriten auf, die von einem
Stammdendrit  abgehen. Auch dendritische
Auftreibungen lassen sich identifizieren. Diese sind
hier nahe am Stammdendriten organisiert.
(VergroRerung 20x).

Abb. 23: Femur OVXDS7, Silber-Farbung:

Schaf OVXDS7 weist ebenfalls ein Grading von G1
auf, pragt dabei allerdings mehr Knochenzellen aus.
Diese sind insbesondere rund oder oval
Spindelformen zeigen sich nur in sehr geringem
AusmaR (hier nicht abgebildet). In diesem Anschnitt
sind die Kanalikuli vor allem quergetroffen, sodass
das OLCS wenig flachig wirkt. Daneben fallen
groRere zellfreie Areale auf, in denen die Dichte der
Kanalikuli vermindert ist (unterer linker Quadrant).
(VergroRerung 20x).

Seite 61 von 142



3 Ergebnisse

3.5.2 LWK - Abnahme der Spindeln bei Zunahme runder Osteozyten

Trotz gleicher Bewertungskriterien und Analysemethoden fiir die Wirbelkérper, musste
die Zuteilung der Gesamtwerte zu einem Grading modifiziert (Grading LWK) werden, da
die Einteilung des Femurs (Grading Femur) fiir den Wirbelkdrper nicht sensitiv genug
war. Insgesamt wurden 30 Schafe untersucht.

3.5.2.1 Kontroligruppe
In diese Gruppe gingen insgesamt 8 Schafe ein, die wie folgt charakterisiert wurden:

Grading Haufigkeit Haufigkeit Grading o
Lwka Zellen Grading LWK  Grading Femur B Knochen A

Kontrolle n=8 1 2 5 Kontrolle 2,5 2

n=8
2 4 3 3 2
3 1 - 3,5 1
Median=2 4 1 - Median 4 3

3,25

Tabelle 16: Osteozytengrading LWK Kontrolle mit modifiziertem Grading Tabelle 17: Knochengrading LWK
(Grading LWK) und nicht modifizierter Einteilung (Grading Femur) Kontrolle
. . - Zellfreie
LWK4 Bewertung Auspragung  Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
Kontrolle 1 sehr ) ) ) i ) )
n=8 schwach
2 schwach - - - - 1 -
maRig/
2 2
3 deutlich 6 3 3 >
viel/
4 stark 1 5 5 5 2 4
5 sehr viel/ 1 i i 1 i 5
stark

Modus 3 4 4 4 3 4

Tabelle 18: Osteozytengrading LWK Kontrolle:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der Kontrollgruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 16 und 17 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt. Zur
Analyse der Zellstruktur wird im LWK ein modifiziertes Grading (Grading LWK) verwendet.

Aus den Analysetabellen (Tab. 16-18) wurde ersichtlich, dass in der Kontrollgruppe der
Lendenwirkbelkorper, das Knochengrading nicht mit dem Zellgrading korrelierte. Kno-
chenstrukturell wiesen alle Tiere eine sehr gut vernetzte Spongiosa auf, die durch fla-
chige und breit vernetzte Trabekel mit hoher Konnektivitdt und geringer ,node-to-node®
Distanz gekennzeichnet war. Die Knochenkavitaten waren von geringer GréfRe und wirk-
ten haufig lochartig ausgestanzt. Bei 4 Tieren (vor allem G3) fanden sich grob lakunare
Muster mit vergroRerten Kavitaten (,Schweizer-Kase-Muster). Abbriiche der Trabekel
waren nicht darstellbar. Bei einzelnen Tieren (K7, G2+) wurden zentral saulenartige
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Trabekel ohne viele Verknipfungspunkte aufgefunden. Alle Tiere zeigten jedoch durch-
gehend ein stark verflochtenes, dichtes Balkchengerust auf (Median 3,25).

Dem gegenlber wiesen die Tiere im Zellgrading (Tab. 16) nur sehr niedrige Werte auf
(Median 2). Es zeigte sich eine Dissonanz zwischen Knochenstruktur und Zellularitat,
woduch der Wirbelkdrper deutlich von den Regionen des Femurs abgegrenzt wird. Im
Wirbelkérper fanden sich nur maRig viele Zellen, die in der Kontrollgruppe sowohl spin-
del- als auch runde Morphologie besal3en. Einzelne Tiere wiesen Uberwiegend runde
Zellen auf (K3, K5, K7). Spindelformen fanden sich besonders kortikal, waren jedoch von
unterschiedlichem Zellvolumen. Lakunen waren ebenfalls stark ausgepréagt (4), wahrend
das OLCS im Knochen vermindert ausgebildet war (3). Die Zellen wirkten weniger gut
verflochten und es gab groRere zellfreie Raume (4) (vgl. Ubersichten TB zum Spon-
giosamuster: Abb. 13, S. 46 sowie Abb. 24 bis 26).

Abb. 24: Ubersicht Kontrolle, Silber-Firbung:
Das Bild stellt Schaf K7 dar und weist ein Knochengrading
von G3- auf. Es finden sich viele gut verbundene Trabekel,
die rundliche bis polygonale Hohlrdume umgeben. Zur
dorsalen Seite des Wirbelkorpers werden die Kavitaten
groRer und es finden sich einzelne tubuldre Ausziehungen.
Ventral ist das Spongiosagerist dicker und die Kavitaten
kleiner. Abb. 25: LWK K7, Silber-Farbung: Bei diesem Tier
finden sich viele leere Lakunen und nur wenig vitale
Osteozyten. Die Zellularitat ist stark reduziert und es
ergeben sich groRere zell- und dendritenfreie Zonen. Die
Lakunen bilden keine Dendriten aus und wirken vereinzelt
remineralisiert. Das Bild verdeutlicht den Unterschied zwischen einem hohen Knochengrading von G3- und niedrigem
Zellgrading von G2. Abb. 26 K2, Silber-Farbung: Hier findet sich ein zelluldres Grading von G2 (Knochengrading G3-).
Im Bild sind wenige, ovale Osteozyten anzutreffen. Die Dendritenbdume stellen sich deutlicher dar. Die Osteozyten
wirken linear zur Mineralisationslinie angeordnet. Durch die verschieden orientierten Mineralisationslinien wirkt der
Knochen lamellenartig. Vereinzelt stellen sich Lakunen dar. (VergréRerung Ubersicht 2,5x, Abb. 25/26 20x).
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3.5.2.2 OVX-Gruppe

In der ovariektomierten Gruppe lag der Modus bei G2. Allerdings fanden sich auch zwei
Tiere als G3 und zwei als G4 wieder, sodass der Median bei 3 lag. In der OVX-Gruppe
stellte sich somit eine andere Zellularitat als in der Kontrollgruppe dar. Das Knochengra-
ding bildete eine gut vernetze Spongiosa ab (Median= 3) (Tab. 20).

. Haufigkeit Haufigkeit Grading P
LWK4 Grading Zellen Grading LWK  Grading Femur LWK Knochen Haufigkeit
OoVvX ovXx4
n=7 1 - 2 he7 2,5 2
2 3 2 3 3
3 2 2 3,5 1
Median= 3 4 2 1 Median 3 4 1
Tabelle 19: Osteozytengrading LWK OVX mit modifiziertem Grading Tabelle 20: Knochengrading LWK OVX
(Grading LWK) und nicht modifizierter Einteilung (Grading Femur).
« . - Zellfreie
LWK4 Bewertung  Auspragung  Zellzahl  Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
OVX 1 sehr schwach - - - - - -
n=7
2 schwach - - - 1 - -
maRig/
2 2 2
3 deutlich > 3 3
4 viel/ 5 4 2 3 3 4
stark
sehr viel/
- 1 - 1 1 -
> stark
Modus 4 4 3 4 3 4

Tabelle 21: Osteozytengrading LWK OVX-Gruppe:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVX-Gruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 19 und 20 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt. Zur Analyse
der Zellstruktur wird im LWK ein modifiziertes Grading (Grading LWK) verwendet.

Wie aus der Gradingtabelle 19 ersichtlich, unterschieden sich die Tiere der OVX-Gruppe
stark in ihrer Zellularitdt, wahrend die Knochenstruktur recht homogen war (Tab. 20).
Drei der sieben Schafe (OVX1, OVX5, OVX6) wurden als G2 eingeteilt. Bei diesen war
die Zellzahl gering (3) und es fanden sich mehr ovale Osteozyten als Spindelformen. Die
ovalen Osteozyten wiesen ein gelichtetes Dendritenmuster auf. Es fanden sich zwar
l&ngliche Dendriten, zumeist waren sie allerdings verdickt und verkirzt, sodass die Zel-
len weniger vernetzt wirkten. Auch Lakunen waren haufig ausgepragt. Besonders auffal-
lend waren daneben die vergréRerten zellfreien Zonen. Von den genannten Schafen ho-
ben sich deutlich OVX2 und Schaf OVX4 ab. Diese wurden als G4 eingeteilt, da sich
eine héhere Zelldichte mit flachigerem Kanalikuli-Muster zeigte. Insgesamt fanden sich
mehr Osteozyten. Kortikal waren sie spindelférmig, zentral von ovaler Morphologie.
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Lakunen kamen dagegen seltener (2) und Kanalikuli deutlich haufiger vor (5, 4). Fla-
schenbirstenartige Dendritenbdume wurden vereinzelt aufgefunden. Durch die héhere
Zellzahl waren die interzellularen Abstande geringer ausgebildet (3). Die Tiere im Gra-
ding von 3 besalten weniger spindelférmige Zellen als G4 Schafe. Ebenso wurden mehr
Lakunen ausgepragt (4). Die Kanalikuli wirkten gegenlber den G4-Schafen reduziert,
Flaschenbursten konnten seltener angetroffen werden (bspw. OVX6). Ansonsten pra-
sentierte sich das Dendritenwerk gelichtet und plump. Diskrepanzen zwischen Knochen-
und Zellgrading fanden sich bei Schaf OV X2, das in seiner Spongiosa als G2+, zellular
hingegen als G4 gewertet wurde. Die anderen Schafe wiesen Uberwiegend korrespon-
dierende Gradingergebnisse auf.

Als reprasentativ flr die OVX-Gruppe konnte Schaf OVX7 gewertet werden (Abb. 27).
Es wies in beiden Einteilungen ein Grading von 3 auf. Die Trabekel zeigten sich dinn,
jedoch gut vernetzt und umgaben ovale bis polygonale Waben. Somit ergab sich ein gut
vernetztes Trabekelgeflecht. Kortikal waren die Kavitaten lakunar ausgestanzt, zentral
eher gréRer und konfluierend. Zellular fanden sich haufig Osteozyten (3), wobei sie eher
oval als spindelférmig waren. Auch runde Formationen waren anzutreffen. Der interzel-
lulare Abstand war gegenuber der Kontrollgruppe allerdings vergrofert (4) und es zeig-
ten sich mehr leere Lakunen (4). Daneben wirkten die Kanalikuli gelichtet (3), das OLCS
schien weniger verflochten und die Dendriten kirzer und aufgetrieben. Stellenweise wur-
den nur sehr wenig Kanalikuli aufgefunden, sodass es grof3ere zell- und kanalikulifreie

Knochenbereiche gab. Flaschenburstenartige Dendriten wurden seltener gefunden (vgl.
Tab. 21).

Abb. 27: LWK OVX7, Silber-Firbung:

Der Anschnitt zeigt ein Trabekel des Schafes OVX7, das
zellular und knochenarchitektonisch als G3 gewertet
wird. Es stellen sich nur maRig viele Knochenzellen in
den einzelnen Mineralisationsschichten dar. Diese
bilden wenige Dendriten aus. In anderen Bereichen
des Knochens finden sich weniger Osteozyten und
eher abgerundete Zellen mit dysarrangierten
Dendritenmuster. Die Osteozyten wirken hier weniger
linear orientiert. Dabei zeigen sich stellenweise zell-
und kanalikuliarme Trabekelbereiche. Deutlich wird
auch das inhomogene Zellvolumen zwischen den
spindelférmigen und runden Osteozyten. Ebenso fallt
das unterschiedlich stark ausgepragte
Dendritenmuster  zwischen den verschiedenen
Morphologien auf. In diesem Anschnitt liegen die
Spindelzellen endostferner als die kleineren runden
Osteozyten. (VergréRerung 20x).
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3.5.2.3 OVXD-Gruppe

Die Schafe unter Ovariektomie und diatetischer Behandlung wiesen einen Median von
drei bei einer, gegenuber der OVX-Gruppe, vergrofierten Spannweite (SW 1- 4) mit nied-
rigeren Gradingwerten auf (Tab. 22) Wahrend sich die Tiere im Osteozytengrading he-
terogen darstellten, resultierte ein homogenes Knochengrading von G3 (Tab. 23).

. Haufigkeit Haufigkeit Grading P
LWK4 Haufigkeit
Lwk4 ClCueps s Grading LWK  Grading Femur Knochen 5
oVXD . 5 5 OVXD 2,5 2
n=8 n=8
2 1 4 Median 3 3 6
3 3 - Tabelle 23: Knochengrading LWK OVXD
Median=3 4 2 2
Tabelle 22: Osteozytengrading LWK OVXD mit modifiziertem Grading
(Grading LWK) und nicht modifizierter Einteilung (Grading Femur)
. . - Zellfreie

LWK4 Bewertung  Auspragung  Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen

OVXD 1 sehr schwach - - - - - -
n=8
2 schwach - - - 1 2 -
maRig/
3 deutlich i 6 2 3 1 4
4 viel/ 6 1 5 3 3 4
stark
5 sehr viel/ 5 1 1 1 5 i
stark

Modus 4 3 4 3 4 3

Tabelle 24: LWK OVXD-Gruppe:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVXD-Gruppe fiir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die hadufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 22 und 23 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt. Zur
Analyse der Zellstruktur wird im LWK ein modifiziertes Grading (Grading LWK) verwendet.

In der dualen Interventionsgruppe ergaben sich interindividuelle Unterschiede im Oste-
ozytengrading. Der Median (und Modus) dieser Gruppe lag bei einem Grading von G3
(n= 3), wobei in der Gruppe alle Gradingeinteilungen vorkamen (SW 1-4, Tab. 22). Alle
acht Schafe prasentierten daneben ein homogenes Spongiosagrading von G3, da ein
gut vernetztes Trabekelmuster mit hoher Konnektivitat ausgebildet war (Tab. 23). Dem

homogenen Knochengrading stand somit ein heterogenes Zellgrading gegenuber.
Im Vergleich zu den Vorgruppen wirkten die einzelnen Knochenbélkchen dinner und

weniger flachig. Sowohl die Maschenweite als auch die Trabekeldurchmesser waren in-
homogen. Terminale Enden wurden nur selten vorgefunden. Das kavitare ,Schweizer-
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Kase-Muster* konnte haufig identifiziert werden, wohingegen nur vereinzelt lakunar aus-
gestanzt Kavitaten zu finden waren. Kortikal zeigten sich bei einigen Tieren (OVXD4)
langliche Hohlrdume, wahrend zentral verkleinerte Kavitaten zu finden waren.

Wie aus Tabelle 24 ersichtlich, fand sich eine hdhere Zellularitat des Knochens (4) als
in der Kontrollgruppe. Es wurden zwar spindelférmige Osteozyten ausgepragt (3), aller-
dings war das Verhaéltnis bei vielen Schafen zu Gunsten der runden Knochenzellen ver-
schoben (4). Auch Lakunen waren ausgebildet (3), im Vergleich zur OVX-Gruppe aber
leicht vermindert. Dagegen zeichneten sich mehr Kanalikuli ab (Abb. 28). Besonders
terminal fanden sich globuléare Erweiterungen der Dendriten (Abb. 29, Pfeil). Des Weite-
ren waren gré3ere Bereiche nicht von Osteozyten durchsetzt. Bei Schafen mit héherem
Grading konnten Flaschenblirsten und ein verdichtetes Dendritenwerk gefunden werden
(OVXD2 G4). Andere Tiere pragten besonders stark Lakunen und nur wenige vitale Os-
teozyten aus. Bei diesen Tieren waren der zellulare Anteil sowie die Auspragung des
OLCS stark herabgesetzt (Abb. 30), was sich in einem niedrigeren Grading widerspie-
gelte. Insgesamt waren die Tiere der Gruppe sehr inhomogen in der Zellularitat bei ho-
mogenen Knochengrading.

Abb. 28: LWK OVXD2, Silber-Farbung: Das Schaf wird
auf Grund der zellreichen Knochenareale als G4 ge-
wertet. Im Anschnitt zeigen sich Gberwiegend spindel-
formige Zellen sowie einige rundliche Osteozyten. Un-
terschiedlich stellt sich der Dendritenbaum abhéangig
von der Zellmorphologie dar. Korrelierend zeigt sich
das Knochengrading ebenso als G4. Abb. 29: LWK
OVXD7, Silber-Farbung: Das Schaf wird als G3 gewer-
tet. Im Vergleich zu OVXD2 werden weniger Osteozy-
ten ausgepragt. Morphologisch sind diese liberwie-
gend rund. Gerade zentral fallen auch terminale Auf-
treibungen der Dendriten auf (Pfeile). Abb. 30: LWK
OVXD3, Silber-Farbung: Dieses Tier wird wegen der
geringen Zellzahl an runden Osteozyten sowie der sehr
geringen Dendritendichte und des groRRen interzellula-
ren Abstands als G1 gewertet. Knochenstrukturell
weist es hingegen ein G3 auf. (VergréRerung 20x).
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3.5.2.4 OVXDS-Gruppe

Unter dreifach induktiver Behandlung wurden die meisten Schafe als G2 klassifiziert
(n=3). Der Median lag in dieser Gruppe mit 2 und einer Spannweite von 1 bis 3 niedriger
als in den Vorgruppen und bildet eine verminderte zellulare Knochenstruktur ab (Tab.
25). Knochenstrukturell lag der Median bei 2 (Tab. 26).

. Haufigkeit Haufigkeit Grading e
LWK4 Grading Zellen Gl IR @l Ry LWK4 Knochen Haufigkeit
OVXDS 1 2 4 OVXDS 15 1
n=7 n=7
2 3 3 2 3
Median= 2 3 2 2 2
edlan= ) Median 2 3 1
Tabelle 25: Osteozytengrading LWK OVXDS mit modifiziertem Grading Tabelle 26: Knochengrading LWK
(Grading LWK) und nicht modifizierter Einteilung (Grading Femur) OVXDS
- . - Zellfreie
LWK4  Bewertung  Auspragung Zellzahl Spindel Rund Lakune Kanalikuli Zonen
OVXDS 1 sehr schwach - - - - 1 -
n=7
2 schwach - - - - - -
maRig/
4 1 1 1 1
3 deutlich >
4 viel/ 3 2 3 4 4 5
stark
5 sehr viel/ i ) 3 ) 1 1
stark
Modus 3 3 4 4 4 4

Tabelle 27: Osteozytengrading LWK OVXDS-Gruppe:

Die Tabelle gibt die Merkmalsauspragungen der OVXDS-Gruppe fir die untersuchten Variablen in der Silber-Farbung
wieder. Daneben ist die haufigste Auspragungsform (Modus) dargestellt. In Tab. 26 und 27 sind zudem das
Gesamtgrading und die Haufigkeit der einzelnen Gradingwerte von Osteozyten und Knochen dargestellt. Zur Analyse
der Zellstruktur wurde im LWK ein modifiziertes Grading (Grading LWK) verwendet.

Von den vorigen Untersuchungsgruppen unterschied sich diese Gruppe merklich. Zellu-
lar wurde ein deutlich schlechteres Muster ausgepragt, das sich in den meisten Analy-
sevariablen widerspiegelte (Tab. 27). Unter zuséatzlicher Steroidgabe wurde somit eine
verminderte zellulare Knochenqualitat ausgebildet. Auch die Spongiosaarchitektur war
schlechter ausgepragt.

Bedingt durch die geringe Zahl von Osteozyten, wirkte der Knochen zellarm und die in-
terzellularen Abstande entsprechend ausgedehnt. Da Spindelformen nur selten vorka-
men, war das morphologische Verhaltnis zur Seite der runden Osteozyten verschoben.
Diese waren sehr stark ausgepréagt (5). Auch leere Lakunen imponierten verstarkt und
kamen bei zwei Schafen (OVXDS4, OVXDS?7) in sehr grol3er Anzahl vor (5). Das kanali-
kuldre Expressionsmuster préasentierte sich inhomogen. Dendriten waren zwar deutlich

Seite 68 von 142



3 Ergebnisse

ausgepragt, wiesen jedoch einen verkirzten Verlauf und interindividuelle Schwankun-
gen auf. Bei Schaf OVXDS5 waren sie nur in sehr schwachem Mafie vorhanden (1)
(Abb. 32). Gegenliber den Vorgruppen war die Auspragung des OLCS im Wirbelkorper
nur unwesentlich verandert, gegentiber dem Femur aber deutlich reduziert.

Als reprasentative Schnitte konnten in der zellularen Analyse Schaf OVXDS2 als G2
(Abb. 31) und OVXDS5 (Abb. 32) als G2+ identifiziert werden. Knochenstrukturell fand
sich ein dinnes, fragiles Trabekelwerk, das nur maRig vernetzt schien. Die Knochen-
balkchen waren von reduzierter Dicke, zeigten haufig terminale Abbriiche oder Auszie-
hungen und umgaben vergréf3erte Knochenhdhlen. Die Kavitaten nahmen eine hexago-
nale bis polygonale Form an, die an Waben erinnerten. Der Grof3teil der Bildflache wurde
von den Knochenkavitaten eingenommen, da das Trabekelwerk stark ausgedinnt war.
Beide Schafe wiesen nur geringe Zellanzahlen auf (3), bei denen insbesondere runde
Osteozyten (5) und leere Lakunen (3) sichtbar wurden. Der Knochen wirkte zellarm und
dendritisch schlecht vernetzt. Die zellfreien Zonen waren vergroRRert (4) und die Kanali-
kuli nur sparlich ausgepragt (3). Die Dendriten erschienen in ihrer Lange reduziert und
terminal aufgetrieben. Flaschenbursten oder perpendikuldre Formationen der Dendriten

waren nur selten ausgebildet.

Abb. 31: LWK OVXDS2, Silber-Farbung: Abb. 32: LWK OVXDSS5, Silber-Farbung:
Hier zeigen sich nur wenige Osteozyten von runder Hier fallt vor allem der sehr dinne
Morphologie. Die Dendritenbdume sind meist gut Trabekeldurchmesser auf. Dieser wird aus nur
ausgebaut. Daneben finden sich einige Zellen mit we- wenigen Mineralisationsschichten aufgebaut. Es
nigen Auslaufern. Durch die geringe Anzahl der Oste- zeigen sich im Inneren einige, vereinzelt
ozyten ergeben sich groRere zellfreie Knochenberei- spindelformige Osteozyten. Die Gesamtzahl der
che. Vereinzelt sind diese von Kanalikuli durchzogen. Osteozyten ist allerdings gering und  der
Interzellularabstand vergroRert. Die

Auffdllig sind auch die verschiedenen Mineralisati-
onslinien sowie einige leere Lakunen. Knochenstruk-
turell wird das Schaf als G3, zellular als G2 gewertet.
(VergroBerung 20x).

Dendritenbdume sind hier besser darstellbar und
streben perpendikuldr dem Endost zu. In einigen
Mineralisationslinien lassen sich keine Osteozyten
mehr finden. Andere Anschnitte zeigen dagegen
vermehrt Osteozyten, sodass dieses Tier als G2+
gewertet wurde. (VergroRerung 20x).
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3.6 Heterogenitat des Wirbelkorpers bei linearer Gradingabnahme
im Femur

Das nachfolgende Diagramm (Abb. 33) zeigt die Gruppenmediane der Grading-Analy-
sen nach Region. Bei der Darstellung der ordinalskalierten Daten wurde sich fir die An-
gabe des Medians entschieden. Dieser gibt einen besseren Uberblick tiber die Variab-
lenauspragungen als der Modus. Zudem kamen in einigen Gruppen mehrere Modi vor.
Fur die Analyse innerhalb der Gruppe ist jedoch der Modus aussagekraftiger (siehe Er-
gebnisteil Silber-Farbung). Durch die veranderte Translation zwischen Femur und LWK
(mod) ist kein direkter Regionsvergleich méglich. Lediglich die Gruppen kénnen inner-
halb einer Region unterschieden werden (Balken). Um zwischen den Regionen verglei-
chen zu kénnen, wurde ebenso das nicht modifizierte Femur-Grading (Grading LWK,
gepunkteter Balken) dargestellt.

M osteozytengrading Femur
M osteozytengrading LWK mod
[Hosteozytengrading LWK

Fehlerbalken: 95% Konfidenzintervall

= Unterschiede zwischen Gruppen
----- Unterschiede zwischen Regionen
a:p<0,05

b: p< 0,001

Gruppenmedian Osteozytengrading

Kontrolle OVX OVvXD OVXDS

Abbildung 33: Ubersicht Gradingsysteme zur Darstellung der zelluldren Veranderungen:

Das Diagramm zeigt die verschiedenen Gradingsysteme abhangig von der Region fiir das Osteozytengrading in

der Silber-Farbung. Im Wirbelkorper (LWK) wird ein modifiziertes Grading (LWK mod) eingefiihrt. Dadurch lassen

sich die Gruppen in dieser Region besser unterscheiden, jedoch ist ein Regionsvergleich mit dem Femur nicht

mehr moglich. Fir den Vergleich der Regionen kann aber die nicht modifizierte Einteilung (LWK) herangezogen

werden. Mit zunehmender Therapiestarke nimmt dabei der Unterschied zwischen den Regionen ab. (p= 0,05).
Aus dem Gradingdiagramm wird ersichtlich, dass in den Femora das Grading homogen
von der Kontrollgruppe zur OVXDS-Gruppe abnimmt. In der Kontrollgruppe findet sich
hierbei das héchste Osteozytengrading mit der besten Zellularitéat. Es sind am meisten
Spindelformen und am wenigsten Lakunen ausgepragt und gleichzeitig liegt ein stark
vernetztes Dendritenwerk vor, sodass sich diese signifikant von der OVXDS-Gruppe un-
terscheidet (p< 0,001). Auch die OVX-Gruppe grenzt sich signifikant ab (p= 0,022).
Anders verhalten sich die Gradingwerte im Wirbelkérper. Hier liegt keine lineare Ab-
nahme des Gradings und innerhalb der Region kein signifikanter Unterschied vor. Die
Kontrollgruppe weist ein niedrigeres Grading als die OVX- und OVXD-Gruppe auf. In der

Kontrollgruppe werden weniger Zellen mit vor allem runder Morphologie gefunden. Auch
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Lakunen kommen haufig vor. Daneben féllt besonders im Wirbelkdrper die vergréRerte
Spannweite auf. Zellulér stellt sich dieser somit heterogen dar. Im Kontrast dazu liegt in
den einzelnen Gruppen des Wirbelkdrpers eine sehr gute Knochenarchitektur vor (Abb.
14 S. 51). Mit zunehmender Behandlungsintensitat wirkt lediglich die trabekuléare Dicke
reduziert, die Vernetzung davon allerdings wenig beeintrachtigt. Somit finden sich zwi-
schen dem Knochengrading im Wirbelkérper und den osteozytaren Kriterien wenige Zu-
sammenhange unter geringer Therapiestarke. Im Femur scheint dagegen der makro-
skopische Knochenstatus gut mit der mikroskopischen Zellqualitat zu korrelieren.

Im Regionsvergleich, dargestellt durch Grading Femur und Grading LWK, fanden sich
starke Kontraste, insbesondere in der Kontrollgruppe in der zellularen Knochenqualitat
(p=0,001). Das Femur pragt ein deutlich dichteres Zellmuster als der Wirbelkorper aus.
Die htheren Therapiegruppen nahern sich dagegen im Grading wieder an, wobei im
LWK ein héheres Grading als im Femur erzielt wird. Im Femur findet sich hingegen eine
starkere Beeinflussung der Zellularitat durch die zusatzlichen Interventionen.

3.7 Statistischer Vergleich von Femur und Wirbelkorper

Das folgende Diagramm 34 zeigt die Analysevariablen fir Femur und LWK in Silber-
Farbung. Da es sich nur um die Betrachtung der einzelnen Variablen und nicht um das
Gesamtgrading der Regionen handelt, ist ein direkter Regionsvergleich moéglich. Zur
genaueren Untersuchung der Gruppen wurde der Median berechnet.

Die Osteozytenzahl zeigte im Femur eine abnehmende Tendenz von der Kontrollgruppe
zu den Interventionsgruppen hin. Im Wirbelkérper fand sich dagegen die hdchste
Zellzahl in der OVXD- und OVX-Gruppe. In der Kontroligruppe des LWK waren, im
Vergleich zur OVXD-Gruppe, signifikant weniger Osteozyten ausgepragt (p= 0,027).
Zwar lagen in der Kontroll- und OVXDS-Gruppe des WK die gleichen Mediane von 3 vor,
jedoch wies die Kontrollgruppe eine groRere Spannweite zu hdheren
Merkmalsauspragungen und somit mehr Osteozyten auf (Abb. 34.1). Der Vergleich
beider Regionen zeigte in den Kontrollgruppen einen signifikanten Unterschied in der
Osteozytenzahl (p= 0,034), wobei das Femur mehr Zellen aufwies (Balken in Diagramm
nicht dargestellt). Insgesamt stellte sich die Femurregion homogener dar, was an den
geringeren Spannweiten deutlich wurde.

Der grofite Unterschied fand sich im Femur zwischen der Kontroll- und OVXDS-Gruppe,
was sich durch eine signifikante Abnahme der Spindeln (p< 0,001) und Zunahme der
Lakunen (p= 0,007) und des Interzellularabstandes (p= 0,017) zeigte. Auch die
ovariektomierten Tiere unterschieden sich in der Spindelzahl von den OVXDS-Tieren
signifikant (p= 0,01). Daneben fand sich in beiden Regionen eine zunehmende
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Auspragung von runden Osteozyten. Ebenso wies der Wirbelkdrper im Verlauf eine
deutliche Reduktion an spindelférmigen Zellen, bei allerdings erhéhter interindividueller
Variabilitdt und daher vermutlich mangelnder Signifikanz auf (Abb. 34.3).

Im Vergleich beider Regionen zeigte sich daneben, dass sich die Auspragungsstarke
leerer Lakunen sowohl in der Kontroll- (p= 0,001) als auch in der OVX-Gruppe (p= 0,032)
signifikant unterschied (Abb. 34.5, Signifikanzbalken nicht dargestellt). Auch der
Interzellularabstand war im Wirbelkdrper in der Kontroll- (p= 0,001) und OVX-Gruppe
(p= 0,02) im Vergleich zu den Femora signifikant erhéht. Daneben lagen in der OVXD-
Gruppe des Femurs weniger Osteozyten (p= 0,013) und in der OVXDS-Gruppe weniger
Spindeln (p= 0,001) vor (Balken nicht dargestellt).

In der Ausbildung des kanalikularen Netzwerks konnten auf Grund der Inhomogenitat
keine signifikanten Veranderungen zwischen den Gruppen oder Regionen gefunden
werden (Abb. 34.6). Es zeigte sich in beiden Regionen eine verstarkte Auspragung in
den hoéheren Interventionsgruppen, bei allerdings vergrof3erten Spannweiten (1 bis 5).
Das Femur wies eine mittlere Netzwerkauspragung (Median) von 3,25, der Wirbelkérper
von 4 auf. Die Variabilitdt der OLCS-Auspragung innerhalb der Behandlungsgruppen
einer Region ist in Abb. 34.6 dargestellt.

34.1 34.2
5

Median Osteozytenzahl
Median Interzellularabstand

Femur Femur

T
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|
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Abbildung 34: Haufigkeitsanalyse der zelluldren Parameter, Silber-Farbung:

Die Diagramme stellen die Ergebnisse der Haufigkeitsanalyse von deskriptiv erworbenen Analysevariablen der
silbergefarbten Schnitte aus Femur und LWK dar. Es handelt sich somit nicht um absolute Werte. Bei der
Untersuchung wird auf die Zellzahl (34.1), die Morphologie der Osteozyten: Spindelférmig (34.3), rund (34.4) sowie
auf leere Lakunen (34.5) und den Interzellularabstand (34.2) eingegangen. Daneben wird die Flachigkeit des OLCS
bewertet (34.6). Entsprechend der Expressionsstarke werden Werte von 1- 5 zugeordnet. Durch die Diagramme
werden zelluldre Verdanderungen des Knochens in den verschiedenen Gruppen im Zuge der Osteoporose
abgebildet. Weitere Einzelheiten sind im Text dargestellt. (Signifikanzniveau p= 0,05).

3.8 Histomorphometrie: Veranderung der Knochenflache und
Osteozytenmorphologie am deutlichsten in OVXDS-Gruppe

Die semi-automatisierte Analyse mittels Imaged objektivierte die Aussagen zu
Veranderungen des osteoporotischen Knochens in seiner Flache und Zellularitat. Bei der
Auswertung der silbergefarbten Knochenschnitte aus Femur und Wirbelkérper zeigte
sich, dass es zu einer starken Abnahme der Knochenflache unter Behandlung kam.

Im Wirbelkdrper fand sich eine homogene Reduktion der Knochenflache von der
Kontrollgruppe zur OVXDS-Gruppe hin. Eine starke, signifikante Abnahme liel3 sich ab
Stufe der Doppelintervention (p< 0,001), am starksten in der Triplelintervention
gegenuber der Kontrollgruppe (p< 0,001) finden. Im Femur stellte sich die Knochenflache
hingegen inhomogener dar. Dabei zeigte die OVX-Gruppe eine, gegeniber der Kontroll-
und OVXD-Gruppe, niedrigere Knochenflache. Nur bei der OVXDS-Gruppe war die
Knochenflache noch geringer ausgepragt. Die OVXD-Gruppe wies die durchschnittlich
grote Knochenflache pro Analysefeld von 1279993,74 um? auf (Abb. 35.1).

Die ermittelte Gesamtzahl der Osteozyten in 20 Bildern eines Tieres lag in den Femora
mit 1544,87 Zellen deutlich héher als in den Wirbelkdrpern, mit durchschnittlich 1150,53
Zellen. Im Regionsvergleich unterschieden sich alle Gruppen signifikant (p< 0,04)
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(Balken nicht dargestellt), wobei im Femur mehr Zellen ausgepragt waren. Mit
zunehmender Starke der Interventionsstrategien fand sich in beiden Regionen eine
abnehmende Zellzahl (Abb. 35.3). Besonders im Femur hob sich die dreifach behandelte
Gruppe signifikant von der Kontroll- (p= 0,012) und der OVXD-Gruppe (p= 0,004) ab.
Die OVX-Gruppe unterschied sich dabei nicht signifikant. In beiden Regionen wurde
daneben in der OVXD-Gruppe eine leicht erhdhte Zellzahl gefunden, die einen grolien
Kontrast zur Dreifachbehandlungs-Gruppe bildete (Femur p= 0,004, LWK p= 0,051).

Durch die Normalisierung der Osteozytenzahl auf die Knochenflache, lieRen sich
bessere Aussagen uber die Zellularitat des Knochens treffen. Im Wirbelkdrper ergab sich
eine homogene Zunahme der Zellen pro Knochenflache, sodass die Zellularitat des
Knochens anstieg (Abb. 35.2). Die OVX-Gruppe unterschied sich von den hdheren
Therapiezweigen (p< 0,009) ebenso, wie die OVXD-Gruppe von der OVXDS- (p= 0,038)
und Kontroll-Gruppe (p= 0,014). Die Dreifachbehandlungsgruppe wies signifikant mehr
Osteozyten als alle anderen Gruppen pro Flache auf (p< 0,038). Dabei nahm bei
annahernd gleich bleibender Osteozytenzahl pro Tier (auBer OVXDS) die
Knochenflache zur OVXDS-Gruppe ubermaRig stark ab (Abb. 35.1).

Im Femur verminderte sich dagegen die Zellularitat des Knochens. Die grofite Reduktion
zeigte sich in der Zelldichte zwischen der Kontroll- und OVXDS-Gruppe. Die OVX-
Gruppe stach hingegen durch eine merklich erhdhte Zelldichte, bei ebenso erhéhter
Variabilitat, hervor (Abb. 35.2). Die geringe Knochenflache und hdéhere Zellularitat
resultierte in einer erhohten Zelldichte in dieser Gruppe. Die Inhomogenitat fiihrte
allerdings zu einer mangelnden Signifikanz zu den anderen Gruppen.

Unterteilte man die Zellformen in die bereits beschriebenen drei Typen zeigte sich, dass
die Zahl spindelférmiger Osteozyten im Wirbelkérper zur OVXDS-Gruppe hin deutlich
abnahm. Im Femur kam es hingegen zum Anstieg der Spindeln. Der Anteil
spindelférmiger Zellen an der Gesamtzellzahl zeigte im Wirbelkérper eine abnehmende
Tendenz, sodass sich, mit zunehmender Behandlungsstarke, der Anteil an Spindeln
verringerte. Im Femur kam es dagegen zum Anstieg des Quotienten, da in den héheren
Therapiezweigen vermehrt spindelférmige Osteozyten zu finden waren (Abb. 35.6).

Die Osteozyten vom Typ 2 (Intermediartyp) waren im Femur, aulBer in der OVXDS-
Gruppe, haufiger als im LWK vorhanden (p< 0,018). Bis auf die OVXDS-Gruppen, die
ahnlich niedrige Osteozytenzahlen aufwiesen, unterschieden sich die Regionen in allen
Gruppen signifikant (p< 0,018). Komplementar zur abnehmenden Zellzahl fand sich eine
signifikant reduzierte Anzahl an Intermediartypen in der OVXDS-Gruppe im Vergleich zur
OVXD-Gruppe (LWK p= 0,001, Femur p=0,039). Daneben unterschied sich die OVXDS-
Gruppe im Femur von der Kontroll- (p= 0,001) und im LWK von der OVX-Gruppe (p=
0,017, Abb. 35.4). Gemeinsamkeiten zwischen beiden Regionen fanden sich bei der
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Zahl von Typ3 (spharischen, lakunaren) Osteozyten (Abb. 35.7). Im Femur pragte sich
eine deutliche Zunahme der Zellen mit Starke der Intervention aus, sodass sich die
OVXDS-Gruppe signifikant von der Kontrollgruppe (p= 0,038) unterschied. Im
Wirbelkérper hob sich insbesondere die OVXD-Gruppe signifikant von den niedrigeren
Interventionsgruppen ab (p< 0,01). Auch die OVXDS-Gruppe wies deutlich mehr
Lakunen als die ersten beiden Gruppen auf. Im Vergleich der absoluten Lakunenzahl
ergab sich im LWK im Durchschnitt eine leicht, jedoch nicht signifikant verminderte
Lakunenzahl gegeniber dem Femur (Femur 171,17; LWK 167,70) (Balken nicht
dargestellt).

Bezog man die Veranderungen der Lakunen auf die Gesamtzahl der Osteozyten, stellte
sich in beiden Knochenregionen eine sehr starke Verschiebung der Morphologien, zu
sphéarischen Formen hin, dar (Abb. 35.8). Gerade im Wirbelkdrper wurde signifikant
deutlich, dass sich die OVXDS-Gruppe von der Kontroll- und OVX-Gruppe unterschied
(p< 0,001). Gleiches galt ebenso fur die OVXD-Gruppe (p< 0,001). Im Femur hob sich
alle Gruppen stark von der Tripleinterventionsgruppe ab (p< 0,001), deren lakunarer
Anteil deutlich erhéht war. Die folgende Abbildung 35 zeigt die Auspragung der
histomorphometrischen Analysevariablen in beiden Regionen.

35.1 35.2
1.500.000 £ = 0,25
S
®
T S 0,201
= =
@ 1.000.000- &
= S E 0,15
g H
E l_-H
8 € 0,0
£ 500.000- %
% 0,05
o
0,00-
LVWIE Farmur
35.3 354
2.000- - = < 2:000-
i &
E‘ 1.500+ 5 1.500-
& 5
é 2
E E 1.000-
E
% £
% 500
£
=
L_§ u_
LWE Farmur LWE Femur

Seite 75 von 142



35.5

60+

50+

40

Mittelwert spindelférmiger Osteozyten
(Typ1)

Femur

35.7
300+
2}
=3
=
Ll
c
@
£
5
=]
&
a
=
@
2
@
E
=

LWK

B Kontrolle
BMovx

Femur

Hovxbp
[JovxDps

Abbildung 35: Histomorphometrie Silber-Farbung:
Die Diagramme zeigen die Untersuchungsvariablen der histomorphometrischen Analyse der silbergefarbten
Schnitte aus Femur und LWK. Dazu ist die Knochenflache (35.1) sowie die Mittelwerte der absoluten Zellzahlen an
Osteozyten (35.3) und der verschiedenen Morphologien dargestellt. Daneben wird die Zellzahl auf die
Knochenflache normalisiert (35.2) und der Anteil spindelférmiger (35.6) und spharischer Osteozyten (35.8) auf
die Gesamtzahl bezogen. Gerade im Wirbelkorper zeigt sich eine stark abnehmende Knochenflache (35.1) und
eine verminderte Spindelzahl in der OVXDS-Gruppe (35.5). Daneben wird die abnehmende Osteozytenzahl und
die zunehmende Lakunenzahl in beiden Regionen deutlich (35.7, 35.8). Gerade die OVXDS-Gruppe stellen sich in
vielen Variablen deutliche Unterschiede zu den Vorgruppen dar. Signifikanzbalken der Regionsvergleiche sind
nicht dargestellt. (Signifikanzniveau p=0,05).
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3.9 Rhodamin-Farbung erlaubt Analyse des Dendritenbaums

Um die Osteozytenarchitektur und den Dendritenbaum des OLCS hervorzuheben,

wurden Schnitte des Beckenkamms und Schliffe der Femora mit Rhodamin infiltriert und

nach LCM Mikroskopie mittels Mikropartikelanalyse ausgewertet. Die Bilder wurden
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randomisiert aufgenommen und anhand reprasentativer Tiere aus der Silber-Farbung
ausgewahlt.

Die deskriptive Analyse bezog sich insbesondere auf die Zellularitat der Osteozyten, die
Morphologie, den Interzellularabstand, intrazellulare Vakuolen und speziell auf die
Auspragung des Dendritenwerks. Besonders die Verflechtung der Dendritenbaume, die
Form, Lange, Flachigkeit und Verzweigungsrate der Dendriten wurden bericksichtigt.
Ebenso wurde auf die terminalen Verdickungen der Dendriten (sog. Humps)
eingegangen.

3.9.1 Femur — Unterschiedliche Vernetzungsgrade des OLCS bei
Zunahme an terminalen Verdickungen

3.9.1.1 Kontroligruppe

Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen eine Uberwiegend hohe Zellularitdt mit
spindelférmigen bis ovalen Osteozyten auf. Endostnahe Osteozyten waren vermehrt
spindelférmig, wahrend zentrale Zellen in endostferneren Knochenbereichen rundliche
Formen annahmen. Anschnittsabhangig variierte die Zellzahl leicht im Mikroskopiefeld.
Bei Schaf K5 fanden sich sowohl Bereiche mit verminderter Zellzahl als auch
stellenweise eine erhohte Zelldichte (Abb. 36 Kontrolle, S. 78). Aufgrund der erhdhten
Zellzahl und der geordneten Anordnung war der Interzellularabstand gering.
Intrazelluldre Lakunen fanden sich nur selten und zentral im Zellleib. Der Dendritenbaum
war Uberwiegend stark ausgebildet und gut vernetzt. Die Dendriten strebten parallel zum
Endost hin und gingen meist von einem Hauptdendriten ab, der mit der Osteozytenachse
ausgerichtet war. Terminale Auftreibungen konnten angetroffen werden, jedoch eher als
Verbindungsstelle verschiedener Osteozyten (Kasten Abb. 36 Kontrolle). Terminal
endende, aufgetriebene Dendriten kamen nur selten vor.

3.9.1.2 OVX-Gruppe

Die Tiere der ovariektomierten Gruppe unterschieden sich nur geringfigig von der
Kontrollgruppe. Die einzelnen Anschnitte stellten sich zum Teil heterogen dar.
Stellenweise war die Zellzahl vermindert. Die Vernetzung und die Organisation der
zelluldren Auslaufer unterschieden sich jedoch kaum. Zellmorphologisch fanden sich
insbesondere Spindeln, die linear aufgereiht waren. Die meisten Tiere wiesen ein dichtes
Dendritennetzwerk auf, das die Zellen eng miteinander verknupfte. An den
Mineralisationslinien endeten die Dendriten, wobei sie sich hier haufig als Auftreibung
darstellten (Pfeilspitze). Ferner wurden ,flaschenburstenartige Dendritenbdume
angetroffen (Abb. 36 OVX unten links). Durch den parallelen Dendritenverlauf, die radiar
dem Endost zustrebten, ergaben sich ,leitersprossenartige“ Formationen.
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3.9.1.3 OVXD-Gruppe

In dieser Gruppe fanden sich weniger Knochenzellen im Bildbereich als in den
Vorgruppen und ein daraus resultierender vergrélerter Interzellularabstand. Das
Dendritenwerk wirkte insgesamt verkurzt und dicker. Terminale Auftreibungen konnten
bei den Schafen haufiger aufgefunden werden. Daneben wurden auch in der
Doppelinterventionsgruppe gréflere interindividuelle Unterschiede deutlich. Gerade
innerhalb des Tieres OVXD3 zeigten sich schnittabhangige Unterschiede. Abbildung 36
OVXDa wies insbesondere endostnah spindelformige Zellen mit parallelem
Dendritenverlauf, zentral hingegen eher runde Osteozyten und vermehrt terminale
Verdichtungen auf. Besonders deutlich zeigte sich an den unterschiedlichen
Mineralisationslinien die abweichende, jedoch reihenartige Anordnung der Osteozyten.
Perinukleare Vakuolen liel3en sich nur selten darstellen. Abbildung 36 OVXDb zeigt ovale
Osteozyten mit quer angeschnittenen Dendriten. Diese wirken deutlich verkirzt und
verdickt. Daneben sind sie meist unvernetzt und heterogen im Durchmesser.

3.9.1.4 OVXDS-Gruppe

In der Gruppe der Tripleintervention war die Zellzahl anschnittsweise deutlich reduziert.
Gruppenubergreifend fanden sich vermehrt abgerundete oder ovale Zellformen (bspw.
OVXDS2, OVXDS3). Spindelformen waren seltener. Auf Grund der reduzierten Zellzahl
war der interzellulare Abstand groRer. Weniger flachig und dinner schien das
Dendritensystem mit ausgedinnten und faserigen Fortsdtzen (OVXDS3). Die
Zellfortsatze waren vermehrt gekrimmt und die Dendritenlange verkiirzt. Untereinander
wirkte der Dendritenbaum weniger verflochten, was insbesondere bei OVXDS2
dargestellt werden konnte (Abb. 36 OVXDSb). Im abgebildeten diinnen Trabekel des
selben Tieres war die Zellzahl dagegen stark reduziert. Andere Bereiche stellten deutlich
mehr Osteozyten dar, die eine ovale bis spindelférmige Morphologie besaf’en. Dabei
fielen besonders terminale Verdickungen der Dendriten auf (Abb. 36 OVXDSa Kasten).

Kontrolle
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OVXDS a

OVXDS b

Abbildung 36: Rhodamin-Farbung Femur Osteozytenmorphologie und OLCS:

Die reprasentativen Bilder stellen Schliffe aus dem Femur der einzelnen Gruppen nach 8 Monaten dar. Fir einige
Gruppen sind zwei Bilder ausgewahlt, da sich das OLCS hier heterogen darstellt. Bild Kontrolle: Schaf K5 Hier
fanden sich Gberwiegend spindelformige Osteozyten mit reich vernetztem Dendritenbaum. Daneben fallt eine
Asymmetrie in der Zahl der Dendriten pro Osteozytenseite auf. Zu den peripheren (endostnahen) Bildrandern
werden vermehrt Dendriten exprimiert, zentral sind sie sparlicher. Im weillen Kasten sind verdickte terminale
Dendriten (Humps) dargestellt, die mit Nachbardendriten vernetzt sind. Bild OVX (OVX4) zeigt ebenso ein reich
vernetztes OLCS. Gerade im unteren Bildbereich finden sich linear angeordnete Osteozyten einer
Mineralisationsreihe  mit anndhernd parallel ausgebildeten Dendriten. Zwischen den einzelnen
Mineralisationslinien verlaufen Zementlinien (Pfeilspitze). Bei Schaf OVXD a (OVXD4) wirken die Dendriten etwas
kirzer und plumper. Zudem erkennt man verschiedene Anordnungsrichtungen der Zellen. Diese sind liberwiegend
spindelférmig. OVXD b (OVXD3) zeigt vermutlich quer getroffene Dendriten, die sich um die sternférmigen
Osteozyten gruppieren. Hier werden ebenso GrofRenunterschiede zwischen den Dendritenanschnitten und
intrazellularen Vakuolen deutlich. Schaf OVXDS2 weist eine heterogene Struktur auf. Stellenweise finden sich gut
vernetzte Zellen mit reichem Dendritenwerk (OVXDS a), wahrend die Zellzahl in anderen Bereichen des Femur
stark reduziert ist (OVXDS b). Auch hier fallen terminale Verdickungen der Dendriten auf (Kasten). (VergroBerung
63x).

Seite 79 von 142



3 Ergebnisse

3.9.2 Beckenkammbiopsien — Veranderungen des Dendritenwerks bei
Progression der Osteoporose

Die Schnitte der Beckenkammbiopsien demonstrierten die Progression der Osteoporose
im Knochen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten: T1= 0 Monate, T2= 3 Monate und
T3= 8 Monate. Zwischen den Schnitten und Schliffen differierte jedoch die Bildqualitat.
In den Beckenkammschnitten waren das Dendritenwerk und auch die Zellen zum Teil
durch Knochenmatrix Uberlagert, die sich schlechter heraussubtrahieren lie3. Die
Dendritenbaume waren weniger stark infiltriert und hoben sich in geringerem Male von
der umgebenden Matrix ab. Es stellten sich schnittabhangige inter- und intraindividuelle
Unterschiede dar, sodass sich die Gruppen nur in geringem Malie unterschieden. Im
Vergleich zu den Femora schien die Zellzahl deutlich vermindert (Abb. 37).

3.9.2.1 Zeitpunkt 0 Monate

Die Beckenkammbiopsien aller Gruppen, die zum Zeitpunkt T1 entnommen wurden,
unterlagen den gleichen Einflussfaktoren, da die verschiedenen Interventionsfaktoren
hier noch nicht einwirken konnten. Es zeigten sich allerdings interindividuelle
Unterschiede in der Zellzahl und im Kommunikationsnetz. Ein Vergleich der Tiere wurde
durch die heterogene Zellularitat erschwert. Die teils schlechte Darstellbarkeit der
Dendriten erschwerte die Zuordnung eines Musters zu einer Zellmorphologie.

Tiere der Kontrollgruppe wiesen eine geringe Zellzahl auf, wobei insbesondere Spindel-
und ovale Zellformen ausgepragt wurden. Daneben fanden sich gehauft intrazellulare
Vakuolen. Das Dendritennetzwerk war sparlich ausgepragt, die Dendriten meist kurz
aber verzweigt. Bei einzelnen Zellen pragten sich langere Dendriten aus, die sich zur
Knochenoberflache hin orientierten. Die Zellzahl der ovariektomierten Schafe schien
ebenso reduziert zu sein. In den Osteozyten zeigten sich zentrale perinukleare Vakuolen
und ein ausgedinntes Dendritenwerk. Vereinzelt stellten sich Osteozyten mit
»laschenbulrstenartigen“ Dendritenbaumen dar (Abb. 37, OVX5, T1).

In der OVXD-Gruppe zeigten die Tiere eine ahnliche Zellzahl mit meist ovalen, vereinzelt
auch spindelférmigen Zellen. Die Dendriten waren sparlich, wobei ein perpendikularer
Verlauf zur Knochenoberflache hin beobachte werden konnte. Daneben fanden sich
terminale Verdickungen der Dendriten an den Kittlinien. Auch zentrale und periphere
Vakuolen der Osteozyten konnten dargestellt werden. Gleiches wurde bei den Tieren der
OVXDS-Gruppe beobachtet. Hier lagen insbesondere spindelférmige und ovale
Osteozyten vor. Die zellulare Vernetzung konnte auf Grund der reduzierten
Dendritenzahl nur selten deutlich dargestellt werden, wahrend sich terminale
Auftreibungen gehauft fanden. Ebenso waren intrazellulare Vakuolen vorhanden (Abb.
37, OVXDSS, T1).
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3.9.2.2 Zeitpunkt 3 Monate

Drei Monate nach Interventionsbeginn wurden erneut Beckenkammbiopsien
entnommen. Bei der Analyse zeigte sich eine geringe Anzahl an Osteozyten in den
Schnitten. Zwischen den Gruppen fand sich jedoch ein leichter Unterschied in der
Zellmorphologie. Tiere aus der Kontrollgruppe wiesen zwar wenige, aber tberwiegend
spindelférmige und stellenweise ovale Zellen auf. In den anderen Gruppen fanden sich
Uberwiegend ovale Zellformen. Zwar wurden in allen Gruppen auch spindelférmige
Osteozyten ausgepragt, jedoch waren sie weniger zahlreich als in der Kontrollgruppe.
Auf Grund des reduzierten dendritischen Netzwerks, wirkten die Zellen untereinander
schlecht oder nur geringfiigig vernetzt. Im Allgemeinen war das Dendritenwerk wenig
flachig und stellte sich unverzweigt, verkirzt und verplumpt dar. Ein paralleler, dem
Endost zustrebender Verlauf der Zellfortsatze fand sich nur vereinzelt (Abb. 37, K5, T2).
Flaschenburstenartigen Dendritenformationen wurden kaum vorgefunden. Dagegen
prasentierten sich endstandige Verdickungen der Zellfortsatze bei den ovariektomierten
Tieren und in der dualen Interventionsgruppe (OVXD2, T2). Besonders an Kittlinien
schienen sie vermehrt ausgebildet zu sein. Bei den zusatzlich mit Steroiden behandelten
Tieren waren Humps seltener. In allen Gruppen konnten des Weiteren intrazellulare
Lakunen identifiziert werden. Zum Teil waren sie peripher in der Zelle, bei einigen Tieren
wie bspw. OVXDS4 (T2) jedoch auch perinuklear oder zentral gelegen.

3.9.2.3 Zeitpunkt 8 Monate

Nach 8 Monaten fand sich eine verminderte Anzahl an Osteozyten gegenuber den
vorigen Zeitpunkten wieder. Die einzelnen Gruppen unterschieden sich in der
Zellmorphologie, jedoch nicht in der Zellzahl. Ovale Zellen und vereinzelte
Spindelformen wurden insbesondere in der Kontrollgruppe gefunden. In den anderen
Gruppen fanden sich vermehrt runde Osteozytenformen. Perinukleare Hohlrdume
konnten sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der OVXD-Gruppe dargestellt werden.
Schafe der OVX-Gruppe wiesen kleinere periphere und in der OVXDS-Gruppe eher
zentrale Vakuolen auf (Abb. 37, OVXDS1, T3).

Gruppenubergreifend war das dendritische Netzwerk sparlich ausgepragt. In allen
Gruppen fanden sich verkiirzte Dendriten, deren Anzahl pro Zelle vermindert schien. Die
Schafe der Kontrollgruppe pragten vereinzelt perpendikulare oder flaschenbirstenartige
Dendriten aus, wahrend sie in den anderen Gruppen kaum vorkamen. Insbesondere in
der OVXDS-Gruppe wirkte das Netzwerk stark reduziert. Hier schienen die Auslaufer
ausgedunnt und verkirzt. Ahnlich stellte sich dies auch bei den Schafen der OVXD-
Gruppe dar, wahrend sich bei den ovariektomierten Tieren verdickte und verkurzte
Dendriten sowie terminale Auftreibungen fanden. Gerade an Kittlinien verdickten und
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akkumulierten die Dendriten. Mit Hohe des Interventionszweiges schien die Anzahl der
terminalen dendritischen Auftreibungen zuzunehmen. Die folgenden Bilder zeigen die
Progression der Osteoporose zu den verschiedenen Zeitpunkten in den Gruppen.

T3 8 Monate

T1 0 Monate T2 3 Monate
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Abb. 37: Rhodamin-Farbung Beckenkammbiopsien im zeitlichen Verlauf: Osteozytenmorphologie und OLCS:
Dargestellt sind die Stanzen der verschiedenen Gruppen zu den Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monate mittels Rhodamin-
Farbung in 63x VergréRerung. In der Kontrollgruppe stellen sich zu Beginn (K2) mehrere Osteozyten mit rundlicher
Morphologie dar. Die Dendriten ragen von den Zellen sternférmig weg. Daneben fallen zentrale Vakuolen auf. Im
Anschnitt nach 3 Monaten finden sich ovale bis spindelférmige Zellen, die sich entsprechend der
Mineralisationslinie anordnen. Es wird ein perpendikularer Dendritenverlauf und die ,Flaschenbirsten-
Morphologie” gefunden (K5). Ahnliche Zellformen finden sich auch nach 8 Monaten, wobei hier die Dendriten
weniger deutlich darstellbar sind und die Osteozyten dysarrangiert wirken (K1). Schaf OVXS5 zeigt bei 0 Monaten
nur wenige Osteozyten, deren flaschenblirstenartiger Dendritenbaum stellenweise deutlich wird (Kasten). Im
Teilbild 37, OVX T2 werden anndhernd linear angeordnete Osteozyten mit rundlicher Morphologie sichtbar, deren
Dendritenbaum parallel der Knochenoberflache zustrebt (OVX1). Zum Zeitpunkt T3 finden sich ovale Osteozyten
mit eher sparlichem Dendritenwerk. Die Osteozyten besitzen teilweise ein vergroRertes Zellvolumen (OVX6).
Schaf OVXD8 weist bei T1 nur sehr wenig Osteozyten auf. Diese sind von rundlicher Morphologie und orientieren
sich parallel Gber der Mineralisationslinie. Im Bild wird ein perpendikularer Dendritenverlauf deutlich. Bei T2
(OVXD2) finden sich ovale bis spindelformige Zellen mit merklich reduziertem Dendritennetz. Daneben sind
dendritische Auftreibungen und intrazellulare Hohlrdume sichtbar. Auch nach 8 Monaten scheint das
Dendritenwerk sparlich ausgepragt. Bei den hier dargestellten spindelférmigen Zellen findet sich ein sehr feines,
aber langstreckiges OLCS (OVXD7). In der OVXDS-Gruppe fallen nach 0 Monaten ungeordnete, rundliche
Osteozyten mit plumpen Dendritenwerk und zellularen Vakuolen auf (OVXDS8). Nach 3 Monaten zeigen sich bei
OVXDS4 dagegen heterogene Zellmorphologien. Deutlich werden intrazellulare Hohlrdume und das etwas
markanter darstellbare Dendritenwerk. Die Dendriten verlaufen in Abhdngigkeit der Mineralisationslinie parallel
auf die Zementlinie zu (Pfeilspitze). Auch zum Zeitpunkt T3 werden die zelluldaren Hohlrdume sichtbar. In diesem
Bild sind weniger Osteozyten mit eher rundlicher Formation sowie plumpere Dendriten und mehr terminale
Auftreibungen dargestellt (OVXDS1). (VergréRerung 63x).

3.10 Mikropartikelanalyse zeigt geringste OLCS-Flache bei OVXDS-
Gruppe im Femur

Bei der Untersuchung der osteozytaren Flache im Femur unter konfokaler Laser-
Mikroskopie fand sich eine deutliche Reduktion im Gruppenverlauf (Abb. 38.1).
Insbesondere die OVXDS-Gruppe wies eine deutlich geringere Osteozytenflache auf.
Daneben stellte sich durch die vergréRerten Abweichungen die Heterogenitat dar. Fir
die Knochenflache zeigte sich eine Reduktion im Gruppenverlauf, sodass sich die
OVXDS-Gruppe signifikant von der Kontroll- und OVX-Gruppe (pk= 0,017; povx= 0,008)
unterschied (Abb. 38.3). Bezog man die gesamte osteozytodendritische Flache auf die
Knochenflache, ergab sich die Gréflie des OLCS im Knochen (Abb. 38.2) und somit der
zellulare Anteil des Knochens. Es lieRen sich insbesondere Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den anderen Interventionsgruppen erkennen. Der Anteil des OLCS
am Knochen nahm von der Kontrollgruppe zu den anderen Gruppen hin merklich ab.
Dabei imponierte die OVX-Gruppe am niedrigsten. In Abbildung 38.2 wird der starke
Kontrast der Kontrollgruppe zu den anderen Gruppen deutlich. Daneben fallt in der
Kontrollgruppe die erhohte Variabilitdt auf, die durch den mittleren Standardfehler
dargestellt ist.
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Abbildung 38: Mikropartikelanalyse Femur:

38.3 Das erste Diagramm (38.1) zeigt die Veranderung der

Knochenflache [pm?]

Osteozytenflache, die sich sowohl aus der Flache des
Osteozyten als auch aus dem dendritischen Netzwerk
ergeben. Es stellt sich eine nicht signifikante Reduktion
der Osteozytenfliche in der OVXDS-Gruppe zu allen
anderen Gruppen dar. Diagramm 38.3 zeigt die
signifikante Reduktion der Knochenfldche zwischen
OVXDS und den anderen Gruppen. Aus dem Bezug der
Osteozytenflache zur Knochenflache ergibt sich in
Diagramm 38.2 die zelluldre Verflechtung des
Knochens. Es findet sich ein groRer Kontrast zwischen
der Kontrollgruppe und den (ibrigen Gruppen. Der
Anteil des OLCS am Knochen nimmt von der Kontroll-
Gruppe deutlich ab. Dargestellt sind die Diagramme
Kontrolle  OVX OVXD OvXDs zum Zeitpunkt 8 Monate (T3) mit Fehlerbalken +/- SE
und dem Signifikanzniveau (a) p=0.05.
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3.11 Heterogene Dendritennetzwerke im Beckenkamm

Im Beckenkamm sollte die Progression der Osteoporose durch wiederholte Messungen
abgebildet werden. Zu den verschiedenen Zeitpunkten fanden sich jedoch in der Analyse
dieser Region nur geringe Unterschiede in der Auspragung des OLCS zwischen den
einzelnen Gruppen. Nach 8 Monaten war die mittlere OLCS-Flache aller Gruppen am
niedrigsten, normalisiert jedoch nach drei Monaten, da sich zwischen T2 und T3 nur eine
geringe Veranderung der Osteozytenflache, bei gleichzeitig gréRerer Veranderung der
abgebildeten Knochenflache ergab (s. Tab.28).

Besonders in Abbildung 39.1 und 39.2 wird die inhomogene OLCS-Flache deutlich.
Bereits in der Kontrollgruppe zeigten sich starke Schwankungen zwischen den Tieren,
die keinem Behandlungseffekt unterlagen. In den héheren Interventionszweigen stellte
sich jedoch nach 8 Monate eine Verminderung des OLCS dar. Der Ausgangswert war in
diesen Gruppen zum Zeitpunkt T1 allerdings geringer, sodass die erfasste Flache
zwischen T1 und T2 leicht zunahm.
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Zwischen 3 und 8 Monaten zeigte sich, dass es in den Gruppen zu einem erhohten
zellularen Anteil im Knochen kam (Abb. 39.3). Daneben fand sich in allen Gruppen,
auller OVX, eine Reduktion des OLCS-Anteils zwischen dem Zeitpunkt T1 und T2.
Signifikante Unterschiede pragten sich zwischen den einzelnen Therapiezweigen nicht
aus. Die Heterogenitat wurde unter anderem durch die signifikanten Unterschiede
innerhalb der OVXD-Gruppe zwischen Zeitpunkt 1 und 2 in der normalisierten
Osteozytenflache (Abb. 39.3 p= 0,029, Balken im Abb. 39.4 nicht dargestellt) und in der
OVX-Gruppe bezlglich der Knochenflache zwischen T2 und T3 (p=0,014) deutlich (Abb.
39.3 u. 39.5).

Auch die Knochenflache zeigte keine homogene Veranderung auf. Mit zunehmender
Einwirkzeit der Behandlung stellte sich lediglich in der Kontrollgruppe eine Verminderung
dar. Die anderen Therapiezweige wiesen dagegen eine sogar vermehrte Flache auf. In
der OVX- und OVXD-Gruppe fand sich nach 8 Monaten eine deutlich vergrofierte Flache
(Abb. 39.5). Im weiteren Verlauf ergaben sich keine entsprechenden signifikanten
Veranderungen zwischen den Variablen.

Einen Uberblick tiber die mittlere Variablenauspragung zu den Zeitpunkten gibt Tabelle
28, wahrend Abbildung 39 die einzelnen Variablen innerhalb der Gruppen und zu den
Zeitpunkten aufschlisselt. Die Variabilitdt innerhalb der Beckenkammschnitte mindert
somit die Aussagekraft bei der statistischen Analyse zur Veranderung des dendritischen
Netzwerks im Rahmen des osteoporotischen Progresses.

?:l::)pnl;rt‘:; Variable Mittelwert [um?] Standar;i::::\;eichung
T Osteozytenflache 1170.55 2289.70
0 Monate Knochenflache 17851.68 10914.07
Osteozytenfldche /Knochenflache 0.0921 0.1039
2 Osteozytenflache 695.66 470.19
3 Monate Knochenflache 17215.00 12394.43
Osteozytenfldche /Knochenflache 0.0511 0.0700
13 Osteozytenflache 612.86 549.98
8 Monate Knochenflache 23025.83 9357.53
Osteozytenfldche /Knochenflache 0.0890 0.1309

Tabelle 28: Mikropartikelanalyse Beckenkamm:

Tabelle 28 gibt einen Uberblick tiber die Verdnderungen des OLCS beim osteoporotischen Progress im Knochen.
Dargestellt ist der Mittelwert aller Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten. Dabei wird die Osteozytenflache,
Knochenflache sowie das Verhaltnis beider erfasst. Daneben ist die Standardabweichung der Mittelwerte
angegeben. Mit zunehmender Dauer der Behandlung nimmt die osteozytare Flache ab, wobei der Anteil des OLCS
am Knochen zwischen T1 und T8 annahernd konstant bleibt. Zu beriicksichtigen ist jedoch die erhohte
Standardabweichung als Ausdruck der interindividuellen Inhomogenitaten.
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Abbildung 39: Histomorphometrische Partikelanalyse Rhodamin:
Die Diagramme zeigen die Ergebnisse aus den histomorphometrischen Analysen der rhodamin-gefarbten Schnitte
der Beckenkammbiopsien zu drei Zeitpunkten. Dargestellt ist die Flache des OLCS wahrend der Progression der
Osteoporose in den verschiedenen Interventionszweigen. Daneben wurde die Knochenflache erfasst, um den
Flachenanteil des OLCS am Knochen bestimmen zu kénnen. Das OLCS zeigt im Beckenkamm keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Zeitpunkten. Ebenso ist die Entwicklung der Knochenflachen innerhalb der Gruppen
unterschiedlich. Daneben fallen die vergroRerten Fehlerbalken und somit eine Inhomogenitat auf. (a: p= 0,05).
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3.12 Zusammenfassung der Ergebnisse

Unter der Behandlung zeigte sich ein osteoporosetypischer Knochenumbau in den
verschiedenen Untersuchungsregionen. Die unterschiedliche Belastung der Regionen
spiegelte sich sowohl an der Spongiosaarchitektur als auch in der Zellularitat wider.
Insbesondere in der OVXDS-Gruppe war die Auswirkung auf den Knochen am
deutlichsten. Die Knochenstruktur schien in ihrer Qualitdt durch die Behandlung
beeinflusst zu werden, da sich sowohl histologisch, als auch histomorphometrisch ein
Umbau der Spongiosa zeigte. Im Femur kam es zum Verlust der Horizontaltrabekel und
zur starken Rarifizierung der trabekularen Anzahl, wahrend im Wirbelkorper die Trabekel
besonders unter Dreifachbehandlung an Dicke verloren, jedoch gut vernetzt blieben. In
der Kontrollgruppe der Wirbelkorper bildeten die Trabekel schalenartige Formen aus, die
sich mit Zunahme der Therapieregime zu dinneren Staben umwandelten.

Daneben wurden zellulare Veranderungen des Osteozyten deutlich. In beiden Regionen
fand sich durch die zusatzliche Steroidgabe eine signifikante Reduktion der
Knochenzellen. Bezogen auf die Flache nahm der zellulare Anteil im Femur ab, wahrend
er im Wirbelkorper, bedingt durch die Gbermallige Knochenflachenreduktion, zunahm.
Des Weiteren zeigte die Analyse unterschiedliche Osteozytenmorphologien in
Abhangigkeit der Lokalisation und Behandlungsstarke. Besonders endostnah im
Trabekel fanden sich in den Regionen vermehrt spindelférmige Osteozyten mit gut
vernetztem OLCS. Im Wirbelkorper ergaben sich unter der Behandlung Hinweise darauf,
dass die Anzahl spindelférmiger Osteozyten ab- und die runder Zellen bzw. leerer
Lakunen zunahm. Letztere wurden besonders in den OVXDS-Gruppen beider Regionen
vermehrt gefunden. In den Kontrollgruppen war die Anzahl runder Osteozyten und
Lakunen dagegen vermindert, wobei sie besonders in zentralen Trabekelbereichen
gefunden wurden.

Histologisch stellte sich die Auspragung des OLCS inhomogen in Abhangigkeit zur
Zellmorphologie und Interventionsgruppe dar. Die Vernetzung der Osteozyten und die
Flachigkeit des OLCS wirkten in den Behandlungsgruppen des Femurs deutlich
reduziert, wobei insbesondere terminale Verdickungen des Dendritenwerks auffielen.
Diese waren vermehrt an Kittlinien, vereinzelt auch zu anderen Osteozyten ausgebildet.
Wahrend spindelférmige Osteozyten einen flachigen und weit verzweigten
Dendritenverlauf aufwiesen, war die Anzahl der Auslaufer bei runden Osteozyten oder
Lakunen stark vermindert. Die Beckenkammstanzen, die zur Darstellung der
Progression des Knochenmasseverlustes untersucht wurden, wiesen neben zellularen
Veranderungen auch groRere interindividuelle Inhomogenitaten auf. Neben der
signifikant hoheren Lakunenzahl bei den mit Steroiden behandelten Tieren, fanden sich
ebenso vermehrt intrazellulare Vakuolen. Gerade auch mikropetrotische Lakunen
konnten in der OVXDS-Gruppe in verschiedenen Regionen dargestellt werden.
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Die systemische Skeletterkrankung Osteoporose ist eine multifaktoriell bedingte Erkran-
kung mit steigender Pravalenz in der europaischen Bevolkerung®!®). Kennzeichnend fiir
die Erkrankung ist eine Reduktion der Knochenmasse, die zu einer verschlechterten
Mikroarchitektur des Knochens fihrt. Die daraus resultierende Frakturanfalligkeit spie-
gelt sich vor allem im Wirbelkorper, distalen Radius und Schenkelhals wider”. Nach
erfolgreicher Osteoporoseinduktion der Schafe im experimentellen Studiendesign, zeigt
sich eine minderwertige Knochenstruktur, die sich in der spongiésen Knochenstatik und
in zellularen Veranderungen widerspiegelt.

4.1 Verstarkte Knochenreduktion durch additiven Effekt der
Interventionen

Als Kleintiermodell der Osteoporose werden haufig Ratten zur Untersuchung der
postmenopausalen und glukokortikoid-induzierten Osteoporose herangezogen. Hierfur
werden Uberwiegend Sprague Dawley Ratten verwendet'®®). Durch eine Ovariektomie
|&sst sich bei diesen nach kurzer Zeit eine Osteoporose erzeugen. Nach 30 Tagen wurde
dabei im Femurhals und nach 60 Tagen im Wirbelkérper eine signifikante Reduktion des
Knochens erreicht werden®). Nach der erfolgreichen Etablierung mehrerer OVX-
Rattenmodelle zur Osteoporose('*-13%) konnten diese, gemal den FDA-Leitlinien, auf
ein Grofdtiermodell Gbertragen werden.

Der Vorteil des Schafes als Groldtiermodell der Osteoporose liegt in der besseren
Ubertragbarkeit auf den Menschen. Der Schafsknochen weist im Gegensatz zur Ratte
mehr Gemeinsamkeiten im strukturellen Aufbau, der Morphologie und der
Knochenumwandlung auf"". Um bei Schafen eine Osteoporose zu erzeugen, flihrte Wu
et al. eine Ovariektomie zur Ostrogendeprivation durch, sodass sich eine Reduzierung
des BMD um 30 % nach einem Jahr erzeugen lie('39, Dies reichte jedoch nicht aus, um
einen mit der Osteoporose vergleichbaren Knochenverlust zu erzielen#?. Daher musste
die Ovariektomie mit weiteren Strategien gekoppelt werden('*®. Zur Minimierung des
Beobachtungszeitraums und zur Verstarkung des Knochenverlustes entwickelten
Egermann et al.® und Lill et al.("*" ein mit dieser Studie vergleichbares Modell, in dem
sie ovariektomierte Schafe einer Calcium- und Vitamin-D-freien Diat unterzogen und
zusatzlich Steroide verabreichten. Hierdurch konnte ein Knochenverlust von 30 % (des
BMD) schon nach 6 Monaten induziert werden®.

AulRerdem mussen die Interventionen Uber eine ausreichende Zeitspanne einwirken
kénnen. Ding et al. legte mit Hilfe seiner Forschungsergebnisse den minimalen Zeitpunkt
der Dreifachbehandlung auf 7 Monate fest. Erst nach dieser Zeit wurde mit einer
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zusatzlichen Glukokortikoidgabe (Prednisolon 0,6 mg/Kg/d x5/w) ein signifikanter
Knochenverlust in der Wirbelsaule erzielt”. Bei der sich einstellenden glukokortikoid-
induzierten Osteoporose zeigte sich ein typischer zweiphasiger Verlauf. Im ersten Jahr
kam es zu einem ,High-Turnover® mit erhdhtem Umsatz von bis zu 12 %, wohingegen
sich danach ein langsamerer Umsatz (,Low-Turnover*) einstellte(142.143),

Der erhoéhte Knochenumsatz in der kurzen Untersuchungszeit (8 Monate) unterstreicht
somit die Rolle der kombinierten Applikationen im eigenen Schafsmodell. Der additive
Effekt der Strategien®123147 f3llt besonders in den Wirbelkérpern auf, wobei diese vor
allem durch die Steroidgabe in ihrer Wirkung potenziert werden.

4.2 Starkste Reduktion der Knochenflache in OVXDS-Gruppen

Die verminderte Knochenqualitat im Zuge der erfolgreich induzierten Osteoporose Iasst
sich an strukturellen Parametern zeigen, die sich gut in der Toluidinblau-Farbung
darstellen lassen. Histologisch wurde insbesondere eine Verminderung des
Trabekelwerks und eine reduzierte Vernetzung der Spongiosa unter der Behandlung
deutlich. Mit abnehmendem spongiésen Knochenvolumen wurden die Knochenkavitaten
grolRer und der Gehalt an Adipozyten im Knochenmark nahm zu. Besonders unter
Steroiden schienen die Fettzellen vermehrt, wobei gezeigt werden konnte, dass sich
Glukokortikoide — stimulierend auf die Adipozytogenese auswirken™4.  Die
histomorphometrisch berechnete Knochenflache zeigte zwischen den Gruppen eine
signifikante Reduktion, die sowohl in der Silber-Farbung als auch in der Rhodamin-
Farbung dargestellt werden konnte. Die starke Abnahme der trabekularen Flache wurde
vor allem in der OVXDS-Gruppe im Wirbelkorper (-50 %) und in milderer Form auch am
Femur sichtbar und deutet auf eine vermehrte Knochenresorption hin. Auch Zarrinkalam
et al. untersuchte, unter anderem histomorphometrisch, am Schafsmodell die
Auswirkungen der Osteoporose und kam ebenfalls zum Ergebnis, dass sich der Anteil
des spongitésen Knochens reduziert. Unter sechsmonatiger Tripleinduktion kam es im
Wirbelkdper zu einer Reduktion des trabekularen Volumens von 27 %'*®. Er sah dabei
ahnliche Veranderungen in der Mikroarchitektur des Schafes und des Menschen und
legte daher die Verwendung des Schafsmodells nahe.

Um den Abbau der Spongiosa nachvollziehen zu kdnnen, wird hdufig das Bone Volume/
Tissue Volume (BV/TV) verwendet'® das beim osteoporotischen Umbau eine
Reduktion des mineralisierten Anteils am Gesamtvolumen gut wiedergibt. Dieser
Parameter kann sowohl mit dem pCT als auch histomorphometrisch bestimmt werden.
Bei der Untersuchung des osteoporotischen Knochens von postmenopausalen Frauen
konnte in verschiedenen Korperregionen eine Reduktion des spongidsen Knochens

nachgewiesen werden. Daneben zeigte sich ein struktureller Umbau zu einem
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minderwertigeren Knochengerist!'%'4") Auch am Schafsmodell wurden ahnliche
Ergebnisse gefunden('?®, die mit den eigenen Ergebnissen libereinstimmen.

Die in den eigenen Analysen gefundene starkere Abnahme der Knochenflache des
Wirbelkorpers unter Steroidapplikation deckt sich mit Aussagen von van’t Hof et al., der
postulierte, dass Wirbelkorper starker von Osteoporose betroffen seien als die Femora.
Dies flhrte er auf den hoéheren Anteil an Spongiosa im Wirbelkérper zurlick, sodass
diese starker affektiert wirden". Dabei bezog sich van’'t Hof et al. auf Studien von
Modder et al.("8 und Yao et al.'"*?, bei denen die Abnahme der BMD mittels DXA und
pQCT in verschiedenen Knochenarealen bei Mausen untersucht wurden. Hier konnte
gezeigt werden, dass im Wirbelkérper der BMD um bis zu 10 % abnahm, wahrend im
Femur nur von einer 5 %igen Abnahme ausgegangen werden konnte. Mittels
Dreifachtbehandlung kam es im Schafsmodell sogar zu einer Reduktion des BMD von
25 % im LWK4%), Der trabekulare Knochenverlust in der Studie von Zarrinkalam et al.
war jedoch im Wirbelkdrper geringer als im Femur (33 % WK, 42 % PF), was sich aber
nicht auf den BMD bezog*®. Dies deutet auf ein unterschiedlich starkes Ansprechen
der Regionen hin.

Weitere Autoren erzielten dagegen Ubereinstimmend einen groReren Effekt im
Wirbelkorper als im Femur(™'1%9)  Auych die eigenen Ergebnisse, mit einer
Flachenreduktion von etwa 50% und Abnahme des BMD um 32 % im LWK und um 29
% im Femur, legen dies nahe. Daneben klassifizieren sie den Knochen als
osteoporotisch, da ein reduzierter BMD von Uber 25 % in etwa einem negativ
abweichendem T-Wert von -2,5 entspricht?3'5) Die beobachtete starkste
Knochenreduktion unter Dreifachinduktion in verschiedenen Regionen hebt besonders
die potenzierende Wirkung!'#? der Steroide hervor.

4.3 Reduzierte Mikroarchitektur unter Osteoporoseinduktion

Die verminderte Knochenqualitat zeigte sich insbesondere durch eine minderwertige
Statik der Spongiosa. Dies wurde an verschiedenen Trabekelparametern deutlich. Im
eigenen Modell wurde versucht, durch die Behandlung einen postmenopausalen osteo-
porotischen Phanotyp (Typ 1) zu erzeugen. In der histologischen Analyse zeigten sich
im Femur deutliche Tendenzen zur Abnahme der trabekularen Anzahl (Tb.N.) und im
LWK zur Dickenreduktion der Trabekel (Tb.Th.) (Bild 12/ 13 S. 45f), wogegen der Ab-
stand zwischen ihnen (Tbh.Sp.) in beiden Regionen zunahm. Bonucci und Ballanti stellten
dies ebenso bei der Untersuchung von verschiedenen Formen der Osteoporose fest. Bei
dem postmenopausalen Typ 1 fand sich eine signifikante Abnahme der trabekularen An-
zahl, wahrend die senile Verlaufsform (Typ 2) eine Reduktion der trabekuldren Dicke
aufwies!'%?), Ebenso fand Bouvard et al. bei der glukokortikoid-induzierten (sekundaren)
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Osteoporose eine reduzierte trabekuléare Dicke('%?). Die vor allem unter Steroidgabe be-
obachtete Dickenabnahme legt somit deren Einfluss am eigenen Modell nahe. Gluko-
kortikoide wirken sich auf eine verstarkte Knochenresorption aus und hemmen gleich-
zeitig die Knochenbildung®?. Die Folge ist ein vermehrter Abbau der Trabekel. Fir die
glukokortikoid-induzierte Osteoporose besteht jedoch noch eine inhomogene Datenlage
zu den einzelnen Parametern('3).

Auf Grund der reduzierten trabekularen Anzahl und Flache im eigenen Modell ist von
einem Mischtyp eines High-Turnovers zwischen postmenopausaler und glukokortikoid-
induzierter Osteoporose auszugehen. Die reduzierte Trabekeldicke kdnnte jedoch in ge-
ringerem Male auch auf Einflisse einer senilen Form hinweisen, da einzelne altere
Schafe im Alter von 9 Jahren in die Studie eingeschlossen wurden. Auch bei diesen wa-
ren demnach eine reduzierte Trabekeldicke zu erwarten!'%?. Des Weiteren konnte die
Anschnittsebene das Ergebnis beeinflusst haben(199.14%),

Der Abbau der Spongiosa im Zuge der Osteoporose wurde durch viele weitere Auto-
ren(102.103,105,145,147) hegchrieben. Wronski et al. demonstrierte im Rattenmodell unter Ost-
rogendefizienz die Entwicklung eines postmenopausalen Typ |, mit reduzierter Trabekel-
dicke, Vernetzung, Anzahl und Separation, sowie den osteoprotektiven Effekt von Ost-
rogenen®, Den auch beim Menschen gefundenen erhdhten intertrabekularen Abstand
fuhrte Eriksen et al. auf eine langere Lebenszeit der Osteoklasten zurlick. Fir diese
ergabe sich eine langere knochenresorptive Zeitspanne, die sich insbesondere in der
Spongiosa durch einen vermehrten Knochenverlust darstellten lieRe®. Auch Zarrin-
kalam et al. demonstrierte mit histomorphometrischen Untersuchungen am Schafsmo-
dell den Umbau der Spongiosa. Im Wirbelkdrper kam es bei ihm zur Reduktion der Trab-
ekeldicke um 33 %, im Femur um 29 %. Wahrend der intertrabekulare Abstand und die
Anzahl der Trabekel sich im WK nicht signifikant anderten, kam es im Femur zu einer
Verminderung der Trabekel um 39 % und zu einem Anstieg des Abstandes um 115 %12,
Dies zeigt deutlich den Einfluss der kombinierten Behandlungen auf den Knochen und
deutet auf regionsabhangige Unterschiede hin. Gerade die starke Trabekelabnahme im
Femur korreliert gut mit den eigenen Ergebnissen. Ebenso wie bei Zarrinkalam et al.('?®
fand sich im WK dagegen keine starkere Abnahme der Trabekelzahl.

4.4 Reduzierte trabekulare Vernetzung des Femurs

In den eigenen Analysen unterlag das Femur einem starkeren Abbau des Trabekelnetz-
werks als der Wirbelkérper. Die Vernetzung des Trabekelgeflechts kann neben den his-
tologischen Analysen durch weitere Parameter untersucht werden. Histomorphomet-
risch kann die Verflechtung der Trabekel durch den Interkonnektivitats-Index (ICI) und
mittels uCT Uber die Euler Poincaré Charakteristik(**) berechnet werden. Die Konnekti-
vitatsparameter werden hierbei, &hnlich wie in der eigenen Arbeit, durch Charakteristika
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der Trabekelstruktur bestimmt. Hierfur wird die Anzahl und der Abstand der Knoten-
punkte voneinander sowie die Zahl terminale Aste bestimmt('5%. Der Interkonnektivitats-
Index wurde initial durch Le et al. zur Beschreibung der Konnektivitat von porésem Bio-
material beschrieben'?® und kann am Knochen sowohl flr die Trabekel als auch fiir die
Kavitaten verwendet werden. Harrar et al. zeigte, dass sich der ICI bei osteoporotischen
Patienten verandert. Wegen des Verlustes spongidser Knochenmasse und der trabeku-
laren Verbindungen kam es zur Ausdiinnung des Netzwerks. Die steigende Zahl termi-
nalendender Aste, die reduzierte Anzahl der Trabekel und der Knotenpunkte resultierte
in einer erhohten Frakturgefahr('),

Besonders im Femur zeigte sich eine starke Abnahme der Vernetzung, wogegen im Wir-
belkérper eher die trabekulare Dicke abnahm und somit die Knotenpunkte sich nur leicht
distanzierten. Auch Rosen et al. fand im Wirbelkorper eine reduzierte Dicke der Trabekel,
ohne dass sich der ICI stark veranderte('*®. Die zweidimensionale Analyse wird jedoch
durch die Anschnittsebene beeinflusst. Nach Hildebrand et al. ist die Spongiosa, abhan-
gig von der Knochenregion, unterschiedlich aufgebaut('*®. Das unterschiedliche Vernet-
zungsmuster kdnnte dies widerspiegeln, wobei auch die Belastung des Knochens fiir
dessen trajektoriellen Aufbau verantwortlich ist'®"). Die reduzierte Vernetzung, als Aus-
druck einer minderwertiger Spongiosa im Zuge des osteoporotische Umbaus, wurde
durch verschiedene Autoren('%3158) beschrieben. In der eigenen Arbeit spiegelte sich die
Reduktion des Trabekelwerks deutlich im entwickelten Knochengradingsystem der Tolu-
idinblau-Farbungen wider (Abb. 14, S. 51). Das niedrigere Grading der OVXDS-Gruppe
im Femur begriindete sich hierbei unter anderem auf einen gréReren Verlust an Knoten-
punkten als im WK.

Der Vergleich osteoporotischer und osteoarthritischer Patienten mit Huftfrakturen im uyCT
durch Montoya et al. zeigte eine reduzierte Konnektivitat, trabekulare Anzahl sowie eine
vermehrte stabartige (rod-like) Trabekelformation im osteoporotischen Knochen4").
Auch im Alveolarknochen postmenopausaler Patientinnen konnte ein reduziertes Kno-
chenvolumen, ein erhdhten intertrabekularen Abstand und ein ausgedinntes und dys-
konnektiertes trabekulares Netzwerk angetroffen werden('%®. Nach Knothe et al. scheint
die Konnektivitat direkt mit dem Schweregrad der Osteoporose zu korrelieren!'s®. Die
histologischen Ergebnisse stehen somit im Einklang mit der Literatur und zeigen beson-
ders im Femur, ein durch die reduzierte Konnektivitat verursachtes, minderwertiges
Spongiosagerust und somit eine erhdhte Frakturgefahr bei der Osteoporose auf.

4.5 Umwandlung der Trabekelstruktur von Platten zu Staben

Typisch fur die Osteoporose ist vor allem ein spongiéser Knochenschwund, der sich
schon histologisch in der veranderten Trabekelmorphologie widerspiegelt. Mit Hilfe des
MCTs und der Analyse des Structure Model Index (SMI) konnte Liu et al. zeigen, dass
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sich durch Altern oder Osteoporose die Architektur des spongiésen Knochens von Plat-
ten zu Staben verandert('®®, Hierbei kommt es insbesondere zum Verlust an horizonta-
len Trabekeln, wahrend die vertikalen Trabekel erhalten bleiben und teilweise an Dicke
zunehmen!'®)), Letzteres kann als belastungsabhangiger Umbau angesehen werden.
Dass jedoch nicht nur die Anzahl der Trabekel allein entscheidend flr die Stabilitat des
Knochens ist, zeigte Ciarelli et al. in einer klinischen Studie. Dabei wurden Frauen mit
und ohne Huftfraktur untersucht. Frauen mit erlittener Huftfraktur zeigten zwar dieselbe
Gesamtanzahl an Trabekeln, jedoch einen deutlichen Stabilitatsverlust des Knochens
unter Belastung. Es fiel auf, dass speziell die Horizontaltrabekel abgebaut waren und
nur zentrale vertikale Trabekel verblieben('®2). Die Stabilitdt des Knochens wird somit
nicht nur durch die trabekulare Dicke(*"), sondern vielmehr durch die raumliche Anord-
nung und Vernetzung der Trabekel beeinflusst.

Besonders deutlich konnte dies histologisch am Femur der Schafe im eigenen Modell
dargestellt werden. Die in zentralen Knochenbereichen vermehrten saulenartigen
Trabekelmorphologien spiegeln somit das Ergebnis des osteoporotischen
Knochenverlusts der Horizontaltrabekel wider. Daneben stellen die zentral vermehrten
,backsteinartigen® Trabekel-Formationen (Abb. 11, S. 44) vermutlich Ubergangsformen
zur Saule dar, bei denen noch Horizontaltrabekel enthalten sind. Im Zuge des
osteoporotischen Umbaus werden sie zunehmend abgebaut, wodurch es zum Verlust
an Knotenpunkten kommt. Vertikale Anteile verbleiben dagegen intakt!'®"). Dies lasst sich
auch mit der Reduktion des ICI in Verbindung bringen('®. Zu beriicksichtigen ist aber,
dass auch physiologisch im Knochen trajektorielle Trabekelverlaufe!" vorkommen, die
sich an der Belastungsachse orientieren. Neben dem Verlust an Horizontaltrabekeln
reduziert sich die trabekulare Dicke belastungsabhangig. Gerade im Wirbelkdrper
scheint es mit zunehmendem Alter zum vermehrten trabekuldren Knochenverlust zu
kommen.

Besonders der postmenopausale Knochen ist durch den vermehrten Abbau
plattenartiger ~Trabekel charakterisiert”™. Von einem Zusammenhang mit
Ostrogenmangel ist daher auszugehen. Da seniler Knochen vom Umbau der Trabekel
ebenfalls signifikant betroffen ist(®®, kann ein alleiniger Ostrogenmangel jedoch nicht
ursachlich sein. Aus diesem Grund ist vielmehr ein multifaktorielles Geschehen
anzunehmen. Dies steht ebenso im Einklang mit dem Versuchsaufbau, da eine reine
Ostrogendeprivation zur Induktion der Osteoporose bei Schafen nicht ausreicht('39).

Biomechanisch ist osteoporotischer Knochen weniger belastbar('*®. Dies begriindet sich
darauf, dass die verbleibenden vertikalen stabférmigen Trabekel die gesamte Last des
Korpers tragen missen. Gleichzeitig schutzt aber die Belastung auch die Osteozyten
vor dem Zelltod”"), sodass ein vitaler, aber diinner Knochen verbleibt. Anderungen in
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Anzahl oder Dicke der stabférmigen Trabekel wirken sich somit aber stark auf die Fragi-
litat des Knochens aus(*"). Daneben erhoht tibermaRiger belastungsinduzierter Stress
in den verbleibenden Trabekeln das Frakturrisiko. Das lasst sich darauf zurtickfihren,
dass die zu einer Fraktur fihrende Knickbelastung indirekt proportional zum Quadrat der
vernetzungsfreien Lange der Trabekel ist!'®). Je langer also die ,Node-to-Node-Dis-
tance®, desto geringer ist die mégliche Belastung und desto schneller kommt es zum
Knochenbruch. Eindrucksvoll stellte sich dies im Femur eines OVXDS-Schafs dar, da
dieses eine Triummerfraktur erlitt.

Daneben konnte durch Wang et al. dargestellt werden, dass die stabartigen Trabekel
besonders inhomogen in ihrer Dichte (Tissue Mineral Densitiy (TMD))("% sind und ver-
mutlich einem erhéhten Umsatz unterliegen. Eben dieser Punkt stellt einen interessan-
ten Forschungsansatz dar, da die lasttragenden Trabekel eigentlich vor Knochenabbau
geschutzt sein sollten. Mehrere Autoren demonstrierten in ihren Studien, dass sich Last
auf den Knochen osteoprotektiv auswirkt®'67.71.165) Durch Belastung verandert sich die
Proteinexpression, der als Mechanosensor fungierenden Osteozyten®), sodass vermehrt
schitzendes Osteoprotegerin gebildet wird".

Die in den Wirbelkérpern gefundene ,lakunar-ausgestanzte“ Struktur (Abb. 9, S. 44) oder
das ,Schweizer-Kase-Muster” (Abb. 10) mit den runden Markraumen lassen sich jedoch
nicht anhand der Literatur einordnen. Der Begriff ,Schweizer-Kase-Muster wurde wegen
der charakteristischen zystenartigen Struktur der Kavitaten gewahlt und wird analog
auch in der Fachliteratur flr ahnliche histophathologische Muster verwendet (bspw. po-
lyzystisches Ovarialsyndrom)('®®). \Vor allem in der Kontrollgruppe der LWK fand sich das
lakunar ausgestanzte Muster am haufigsten. Somit kdnnte dies mit einer vitalen Kno-
chenarchitektur korrelieren.

Auf Grund der runden und nicht quadratischen Kavitatenform liegt es nahe, dass vor
allem das plattenartige Modell des gesunden Knochens erweitert werden sollte. Es Iasst
sich daher postulieren, dass es sich bei dem ,plate-like“ Modell('>® eher um ein ,bowl-
like“ Modell handelt. Die schalenartige Trabekelmorphologie stellt sich im zweidimensi-
onalen Anschnitt lochartig dar und kdnnte mit den beschriebenen histologischen Loch-
mustern in Kongruenz gebracht werden. Diese Hypothese musste jedoch durch weitere
radiologische Untersuchungen (uCT) und mathematische Verfahren gestitzt werden.
Die eher im Kortex auftretenden lakunaren Muster kdnnten mit dem inhomogenen Auf-
bau des Wirbelkdrpers zusammenhangen(®”). Da es sich gerade in Ubergangsbereichen
der Spongiosa und Kortikalis vermehrt findet, kdnnte es sich hierbei um die von Zarrin-
kalam et al. beschriebene Subendplatte handeln(*®. Ein Grund, warum diese Muster
seltener im Femur dargestellt werden konnten, legte Hildebrand et al. nahe, der ver-
schiedenen Regionen unterschiedliche Trabekelmorphologien zuschreibt('®), Dies steht
im Zusammenhang mit dem belastungsabhangigen Knochenumbau('%”. Schalenartige
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Trabekel scheinen besonders flir den Wirbelkérper charakteristisch zu sein und dort auf
einen vitalen Knochen hinzuweisen. Die in der Literatur beschriebene Umwandlung der
Trabekel zu stabartigen Formationen im Zuge der Osteoporose kann durch die eigenen
Untersuchungen bestatigt werden.

4.6 Abhangigkeit der Spongiosaarchitektur von der Belastung

Das Schaf ist zwar als GroRtiermodell gut auf den Menschen (ibertragbar('?®), jedoch
ergeben sich Unterschiede in der Belastung der jeweiligen Knochenregion und in der
Biomechanik, die sich auf den knéchernen Aufbau auswirken('%7:1%8) Das Schaf hat, als
Quadrupede (VierfuRer), eine andere Fortbewegungsweise als der Mensch und ist als
Fluchttier diesem Verhalten auch morphologisch angepasst. Die Anatomie des Schaf-
knochens ist entsprechend der Belastung aufgebaut und unterscheidet sich, in Abhan-
gigkeit der einwirkenden Krafte, von der des Menschen('®®). Sowohl der spezielle spon-
giése Knochenaufbau als auch die unterschiedlich starke Auswirkung der Behandlung
auf die Mikroarchitektur des Knochens in den verschiedenen Regionen kénnen darauf
zuruckgefihrt werden.

Wahrend das Schafsfemur groRe Teile des Kdrpergewichtes, insbesondere beim Lau-
fen, tragt, ist der Lendenwirbelkérper standigen Kompressions- und Scherkraften aus-
gesetzt(®. Funktionell stellt der Wirbelkorper eine Art ,StoRdampfer” dar, wahrend das
Femur als Hebel fungiert, der die Muskelarbeit in Bewegung umsetzt. Dieser ist damit
aber keiner Verformung, sondern lediglich der Last und Kompression ausgesetzt. Smit
et al. geht davon aus, dass in der Wirbelsaule des Schafes sogar eine héhere Spannung
herrscht als in der des Menschen'’%. Dabei ist in der Wirbelsaule beim Schaf nicht die
Schwerkraft daflir verantwortlich, sondern die tber die Muskeln des Rumpfes und RU-
ckens ausgeulbte Zugkraft. Diese Muskeln sind insbesondere fiir die Haltung und Stabi-
lisierung des Rickgrates verantwortlich. Besonders fir die aufrechte Haltung des relativ
schweren Kopfes ist eine groRe muskulare Spannung erforderlich®. Durch diesen so-
gar héheren axialen Stress kommt es zu einer gesteigerten Knochendichte (BMD), da
sich der Knochen an die physikalische Belastung anpasst('®®. Die hohere Dichte der
Wirbelkérper beim Schaf macht diese stabiler, deutet aber auch die, im Vergleich mit
dem Menschen, hohere Belastung an'”". Der zunehmende Verlust horizontaler Trab-
ekel im Wirbelkérper des Menschen kdnnte dem fehlenden radialen Stress geschuldet
sein, der sich durch den aufrechten Gang reduziert('?. Somit ergeben sich entspre-
chende Diskrepanzen im Wirbelkdrper zwischen Schaf und Mensch, die aus der unter-
schiedlichen Anpassung resultieren.

Wahrend sich die Humeri entsprechend der Funktion unterscheiden, lasst sich das
Femur dagegen gut vergleichen. Durch die annahernd lineare Belastung des Femurs
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sind die saulenartigen, wenig quervernetzten Trabekel vermutlich geringer frakturgefahr-
det, als dies bei einer gleichartigen vertikale Trabekulierung im Wirbelkérper der Fall
ware. Der zunehmende Abbau der Horizontaltrabekel im Zuge der Osteoporose sorgt
jedoch fir einen progredienten Stabilitatsverlust('®?. Histologisch zeigt sich demnach die
Anpassung des Knochens an die jeweilig auftretenden Krafte durch Druck- und Zugtrab-
ekel im Femur® und durch ein stark vernetztes, geflechtartiges Muster im Wirbelkorper.
Die Trabekel sind der individuellen Belastung angepasst!'”) und werden erst durch die
Osteoporose pathologisch verandert.

Allerdings wirkt sich die Osteoporose nicht nur Uber veranderte trabekulare Parameter
auf die Knochenqualitat und -Stabilitat, sondern auch auf die gesamte Knochenhoméo-
stase aus. Die Belastung scheint hierbei ursachlich fir die Unterschiede in den jeweili-
gen Knochenregionen zu sein. Die Veranderungen im Knochen sind sowohl zellular als
auch molekular gesteuert. Wahrend es an diesem Schafsmodell weitergehende Unter-
suchungen zu Osteoblasten, Osteoklasten und der Proteinexpression gab, fokussiert
sich die eigene Studie auf den Osteozyten als zentrales Bindeglied und Modulator der
Osteoporose.

4.7 Diskrepante Morphologie der Osteozyten im Zuge der
Osteoporoseinduktion und Abhangigkeit von der Lokalisation

In den eigenen qualitativen Analysen der Schnitte mittels Silber-Farbung zeigten sich
deutliche zelluldre Unterschiede in den Untersuchungsregionen. Der Osteozyt stellte
sich dabei keinesfalls einheitlich als sternformige Zelle mit konstantem Volumen!'”® dar.
Vielmehr lieRen sich zwei Hauptformen, namlich spindelférmige und runde Zellen
abgrenzen, deren Dendritenbaum sich deutlich voneinander unterschied. Dabei ist von
einer Veranderung der Morphologie im Zuge der Osteoporose auszugehen. Statistisch
stellten sich im Femur eine signifikante Abnahme der Spindelformen und eine Zunahme
der Lakunen dar, wohingegen die Zahl runder Osteozyten nur leicht zunahm. Im LWK
war dies deutlicher zu sehen. Histomorphometrisch konnte dies jedoch nur fur den WK
bestatigt werden. Auch andere Autoren zeigten histologisch, dass der Osteozyt
unterschiedliche Formen in Abhangigkeit seiner Entwicklung und auch durch die
Therapie aufwies!'%8174),

Junger Knochen enthielt eher rundliche Zellen mit ungeordneten Dendriten, die sich
nach etwa 8 Wochen im Mausmodell zu den spindelférmigen Osteozyten mit dem
geordnetem OLCS des adulten Knochens umwandelten('®®174175) \W3hrend vitaler
Knochen typischerweise spindelférmige Zellen besal}, nahmen diese mit Intensitat der
Therapie ab, wohingegen vermehrt runde Osteozyten mit reduziertem Dendritenbaum
dargestellt werden konnten. Von diesen verblieb beim Absterben der Zelle eine leere
Lakune®®. Im LCM lieR sich bei den runden Osteozyten der Kern schlechter darstellen
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und es fielen intrazellulare Hohlraume auf. Somit kénnte es sich um pra-apoptotische
Ubergangsformen handeln.

Im eigenen Modell wurden Spindelformen insbesondere endostnah gefunden, wahrend
sich in zentralen Knochenbereichen plumpe Zellen mit unregelmaligem OLCS
darstellen lieRen. Gleiches wurde auch von Ubaidus et al. beschrieben’4). Ebenso fiel
die deutlich starkere Vernetzung der kortikalen Zellen mit Nachbarzellen und
Osteoblasten auf. Auch Ejiri et al. sieht die Spindelformen als aktive Osteozyten an. Da
sich Uber dem perpendikularem Dendritenverlauf spindelférmiger Osteozyten vermehrt
flache Osteoblasten zeigten!'’®), ist von einer verstarkten Kommunikations- und
regulativen Funktion auszugehen. Die sich in der Silber- und Rhodamin-Farbung
zeigende geringere Dendritenzahl der zentralen Osteozyten spiegelt somit die
verminderte kommunikative Rolle wider. Die Asymmetrie zwischen peripheren und
zentralen Osteozyten konnte in verschiedenen Regionen beschrieben werden!'"177),
Histomorphometrisch wurde im eigenen Modell gezeigt, dass besonders im Wirbelkorper
mit zunehmender Behandlung die Anzahl der Spindeln ab- und der runden Osteozyten
zunahm, wodurch von einer Umwandlung auszugehen ist. Auch leere und
hypermineralisierte Lakunen wurden vermehrt histologisch in den OVXDS-Gruppen
nachgewiesen. Die beim Absterben des Osteozyten verbleibenden Lakunen wurden
ebenso von Carpentier et al. gehauft im osteoporotischen Knochen gefunden®® und
wiesen vereinzelt noch DNA-Reste darin auf'’®. Daneben war das OLCS im
osteoporotischen Knochenstatus vermindert exprimiert.

4.8 Interventionen beeinflussen Osteozytenzahl und Morphologie

Dass sich die Osteoporose nicht nur auf die Knochenarchitektur auswirkt, sondern auch
auf die Zellmorphologie und Zellzahl, wurde durch die histomorphometrischen
Ergebnisse der Silber- und Rhodamin-Farbung dargestellt. Ebenso ist der kndécherne
Abbau Resultat zellularer Prozesse zwischen Osteoklasten und Osteoblasten und wird
durch den Osteozyten moduliert.

Uberraschenderweise wies der spongids deutlich besser vernetzte Wirbelkdrper mit der
groBeren Knochenflache histologisch und histomorphometrisch eine verminderte
Zellzahl gegenuber dem Femur auf. Die Osteozytenzahl im Femur war durchschnittlich
héher als im Wirbelkdrper (1544,86 Ot. im Femur zu 1146,21 im LWK) und zeigte eine
starkere Reduktion der Zellen unter osteoporotischer Induktion. Bezogen auf die
Knochenflache nahm jedoch die Zellularitat im Wirbelkdrper zu, wahrend sie im Femur
abnahm. Dies ist durch eine starkere Abnahme der Knochenflache im Wirbelkdrper
begrindet. Interessanterweise konnte dies auf den Einfluss der Belastung zurtck zu
fuhren sein. Druck wird von den Osteozyten wahrgenommen und schitzt sie vor

Apoptose®3Y). Der im Wirbelkorper physiologisch vorherrschende hohe Druck(!" wirkte
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sich somit protektiv auf die Zellen®’" unter Steroidgabe aus, wahrend die
Knochenflache erodiert wurde. Im Femur fehlte jedoch durch die geringere Belastung
der ausreichende Schutz, sodass hier der apoptotische Einfluss der Steroide zum
Tragen kam.

Auf Grund der héheren Belastung im Wirbelkérper wirde man mehr Osteozyten, weniger
Lakunen und vor allem spindelférmige Zellen mit gut ausgepragten Dendriten erwarten.
Die hohere Belastung musste sich nach Smit et al. anti-apoptotisch auf die Osteozyten
auswirken!"" und aktive, spindelformige Zellen bedingen”"). Bereits histologisch zeigte
sich jedoch die niedrigere Zellularitat in der Kontrollgruppe. Ein Erklarungsansatz kénnte
durch eine héhere metabolische Aktivitat gegeben sein, sodass die regulative Funktion
durch wenige, aber besser vernetzte Osteozyten ibernommen wirde. Weiterfiihrende
immunhistochemische Analysen, bspw. zu Osteoprotegrin oder Sclerostin, kénnten
daruber Aufschluss geben.

Da es histomorphometrisch ab der dualen Intervention im WK zu einer profunden
Reduktion der Spindeln und zum signifikanten Anstieg der Lakunen kam, kénnte daraus
ebenfalls geschlossen werden, dass der Osteozyt als zentraler Drucksensor® bis zu
einem gewissen Grad anti-apoptotische Signale erhalt. Mit zunehmender Starke der
osteoporotischen Behandlungsstrategien konnten diese jedoch aufgehoben werden.
Diese These wurde auch von Komori et al. angenommen, der davon ausgeht, dass bei
einer kritischen Dosis von Glukokortikoiden die Schutzfunktion des Wnt/ 3-Catenin Wegs
uberwunden wird und in der Apoptose resultiert!'5®), Die Abnahme metabolisch aktiver
Osteozyten kénnte aus diesem Grund die Knochenbildung und Resorption beeinflussen,
was sich durch die signifikante Abnahme der Knochenflache unter Steroidapplikation
zeigt.

Der aktive Osteozyt gilt heute auf Grund seines Netzwerks?>'79 als zentraler Regulator
der Knochenhomoostase®”). Da sowohl die Knochenflache als auch die Zellzahl durch
die Steroid-Kombination signifikant reduziert wurden, wird das osteokatabole Potential
von Glukokortikoiden deutlich®”),

4.9 Abhangigkeit des dendritischen Netzwerks von Lage und
Aktivitat

Histomorphometrisch sollte die beobachtete Reduktion des OLCS mit Rhodamin-
Farbung quantifiziert werden. Ahnliche Untersuchungen wurden auch durch Bozal et al.
im Alveolarknochen durchgefiihrt'""). Die Vorteile der Konfokalmikroskopie gegenliber
anderen Techniken wie bspw. dem TEM, liegen nach Bozal et al. in der Mdglichkeit,
groliere Bereiche zu untersuchen und diese umfassender zu evaluieren. Bisher ist die
genaue Rolle der zytoplasmatischen Auslaufer unklar. Sie dienen zwar zur

interzelluldaren Kommunikation®® und koénnen dariber die Knochenhomdostase
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regulieren®?, jedoch ist weitgehend ungeklart, welche Einflussfaktoren von ihnen bei der
Osteoporose ausgehen. Gerade auch die Auspragung des OLCS und dessen Einfluss
auf den osteoporotischen Knochenumbau ist nur in geringem Male untersucht. Der mit
zunehmender Starke der Behandlung abnehmende Quotient aus osteozytarer Flache
und Knochenflache bedeutet, dass der Knochen weniger Dendriten des OLCS aufweist.
Die Kommunikationsmaoglichkeiten des Osteozyten werden hierdurch eingeschrankt.
Allerdings ergeben sich hier regionale sowie behandlungsabhangige Unterschiede,
sodass dies abhangig von der Region und der Belastung gesehen werden sollte. Die
Verminderung des OLCS ist jedoch gut mit dem Einfluss der Steroide in Einklang zu
bringen'®). Es ist anzunehmen, dass Steroide neben dem Einfluss auf die Lebenszeit
der Osteozyten auch das Netzwerk beeintrachtigen. Ebenso konnte beschrieben
werden, dass es sich beim OLCS nicht um ein konstantes System handelt, sondern,
dass auch die Dendriten umgebaut werden kénnen®®. Ein direkter Einfluss von
Steroiden auf dendritenregulierende Proteine wie E11“344) oder deren Expression ist bis
dato nicht beschrieben aber anzunehmen.

In der Literatur wurden daneben positive Zusammenhange zwischen dem Alter der Tiere
und der Kanalikulianzahl gefunden(®. Diese Ergebnisse wurden auch von Beno et
al.®9, Holmbeck et al.*» und Okada et al.“®) bestatigt. Eben dies wiirde implizieren, dass
auch &ltere Osteozyten vermehrt Kanalikuli exprimieren muissten. Altere Osteozyten
finden sich insbesondere in zentralen Knochenbereichen, da diese vermehrt
eingemauert sind. Die eigenen Analysen zeigten jedoch, dass das dendritische Netzwerk
hier eher sparlich ausgebildet war. Auch Bozal et al.!'""”) und Ejiri et al.('’® beschrieben
unterschiedlich stark ausgepragte OLCS, abhangig von der Zellform und der Region. In
starker belasteten Zonen stellten sich spindelférmige Zellen mit komplexerem
Dendritenwerk dar, zentrale Zellen bildeten daneben ein irregulares und vermindertes
OLCS aus!'"®. Die eigenen Untersuchungsergebnisse werden somit durch diese
Autoren gestutzt.

Ein mdglicher Grund fiur die mangelnde Signifikanz der histomorphometrischen
Ergebnisse der OLCS-Messungen koénnte im Anschnitt und in der Darstellbarkeit der
Dendriten begrindet sein. Daneben ist die Vermessung des OLCS vielen Storfaktoren
unterlegen, die nur teilweise ausgeschaltet werden konnten.

Ebenso wirkt sich der Calciumspiegel auf die peridendritischen Knochenkanalchen aus.
Dieser Vorgang wurde von Qing und Bonewald® dargestellt und von Bélanger®® als
osteozytare Osteolyse bezeichnet. Calciummangel flhrt zur Resorption des
perizellularen Knochens durch den Osteozyten, wodurch sich die Lakunen und die
Kanalikuliflache vergréoRern. Somit mussten ab Stufe der dualen Intervention vergroRerte
Kanalchen in der Silber-Farbung vorliegen. Einen Einfluss auf die Rhodamindiffusion
und die gemessene Osteozytenflache ist daneben nicht sicher auszuschlie3en.
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Die gezeigte Veranderung des OLCS deutet aber auf eine Beeinflussung des
Osteozyten durch die Osteoporose hin. Die verwendete Methode stellt dabei eine
innovative Forschungsmethode dar, die grof3flachigere Analysen ermdoglicht.

4.10 Terminale dendritische Auftreibungen konnten dysfunktionales
Kommunikationssystem widerspiegeln

Kerschnitzki et al. beschrieb im OLCS einen perpendikularen Dendritenverlauf, der zur
Knochenoberflache hin orientiert sei. Er schloss daraus, dass das Netzwerk die
Matrixorganisation widerspiegele®“®182), Ein solcher Dendritenverlauf fand sich gehauft
im eigenen Modell bei Osteozyten des Beckenkamms und Femurs. Dabei zeigte sich ein
linear mit dem Osteozyten orientierter Hauptdendrit, aus dem radidre Dendriten
entsprangen, die parallel dem Endost zustrebten. Diese charakteristische Struktur wurde
als ,Flaschenbirste” bezeichnet und stellte sich vermehrt bei Schafen der
Kontrollgruppe dar (Abb. 8d, S. 41).

Ebenso kehrten die Dendriten an Kittlinien um oder brachen ab('8?. Dabei fanden sich
haufig terminale Auftreibungen der Dendriten (Humps). Gerade in den hdheren
Interventionszweigen traten sie vermehrt hervor. Besonders prominent waren sie an
Kittlinien ausgepragt (Abb. 36a, OVXDSa, S. 79). Somit kann diskutiert werden, ob ihr
Auftreten mit Steroiden assoziiert ist und ob sie ein infunktionelles Netzwerk darstellen.

Da die Dendriten die Osteozyten miteinander vernetzen, als Drucksensor®" dienen und
auch Knochenbildung und -abbau’" beeinflussen kénnen, ist ein moéglicher Einfluss auf
die Pathogenese der Osteoporose gegeben. Dies wirde im Einklang mit Kerschnitzkis
Schlussfolgerung stehen®?. Es ist jedoch auch denkbar, dass es sich bei den terminalen
Verdickungen um synapsenartige Strukturen, ahnlich der der pra- und postsynaptischen
Endigung von Neuronen handelt. Dem wurde allerdings das verstarkte Auftreten solcher
Auftreibungen an Kittlinien entgegenstehen. Da Kittlinien Grundlage anderer
Mineralisationslinien mit abweichender Orientierung sind, ist eine Kommunikation Gber
diese eher unwahrscheinlich. Mdgliche Hinweise kénnte die immunhistochemische
Untersuchung auf Connexin 43 darstellen, das zur Kommunikation der Osteozyten
bedeutsam ist*®. Eine verminderte Vernetzung wiirde mit einer reduzierten

Kommunikationsfunktion einhergehen und sich auf die Knochenhomdostase auswirken.

4.11 Zusammenhang des Netzwerks mit der Knochenhomoostase

Da Uber die Kanalikuli der Knochenstoffwechsel beeinflusst wird, konnen
kanalikulireiche Osteozyten besonders aktiv in die Regulation eingreifen. Dies wirde
erklaren, warum gerade kortikalere Osteozyten spindelférmige, dendritenreiche
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Morphologien besallen, sich im zentralen Knochenanteil abrundeten und die
Dendritenzahl reduzierten. Daneben scheint ein Zusammenhang zwischen dem
kanalikularen Netzwerk, dem Aktivitdtszustand des Knochens®® und der
Knochenqualitat zu bestehen('8®. Der Schweregrad der Osteoporose spiegelt sich nach
Knothe et al. an der Vernetzung der Osteozyten wider, wobei im Endstadium ein
vermindertes und irregulares OLCS verbleibt(®®. Seeman et al. sieht dabei einen
Beeinflussungsfaktor der Knochenqualitat durch das OLCS('8%, Diese These lasst sich
mit den Funktionen des Netzwerks unter anderem fiir die Kommunikation und Regulation
der Knochenformation in Einklang bringen.

Die genaue Rolle des Netzwerks als Weg der Aktivierung oder Hemmung der
Knochenbildung bleibt weiterhin unklar. Einige Autoren sehen eher die Hemmung im
Vordergrund“®17®), wahrend andere dem Netzwerk einen aktivierenden Einfluss
zuschreiben®”'82)_ Die eigenen Analysen zeigten die Reduktion des Netzwerks im Zuge
des osteoporotischen Knochenumbaus auf und weisen darauf hin, dass osteoanabole
Signale Uber das Netzwerk vermittelt werden. Durch Wegfall der Signale kommt es zur
vermehrten Osteoklastenaktivierung und Knochenresorption. Auch die Beziehung
zwischen dem Tod der Osteozyten und der Osteoporose bleibt unklar. Einige Autoren
gehen davon aus, dass gerade Mikrofrakturen im Osteozytennetzwerk zur Apoptose
fuhren®89) Es wurde daneben nachgewiesen, dass durch Mikrofrakturen die
Freisetzung von sRANKL gesteigert wird® und daraus eine verstarkte
Knochenresorption resultierte. Chen et al. sieht wiederum den Anlass fir neue
Mikrofrakturen in der Osteoporose, die sich somit auf das Netzwerk und auf die
Knochenqualitat auswirkt('®). Es resultiere eine Beeinflussung der Knochenstéarke, die
sich durch ein abnehmendes BMD ermitteln lieRe('80).

Ein Zusammenhang der Osteoporose mit der Auspragung des Netzwerks kann daher
postuliert werden, da die Reduktion mit verminderter Regulationsmoglichkeit der
Osteozyten einhergeht. Da die Apoptose des Osteozyten aus einer Zerstérung des
Netzwerks resultieren kann, der Abbau des OLCS aber auch konsekutiv mit dem Tod der
Osteozyten verbunden ist und somit dessen regulative Funktion erlischt, ist die
Osteoporose als Folge einer multifaktoriellen Dysregulation der Knochenhomdostase

anzusehen.

4.12 Einfluss der Tripleinduktion auf Osteozyten resultiert in
verstarkter Ausbildung von Lakunen

Die Zunahme der Lakunen unter der osteoporosedinduktiven Behandlung stutzt die
These, dass sie Uberreste post-apoptotischer Osteozyten sind. Nach Abrundung und
Reduktion der Dendriten bei der Apoptose scheinen die Osteozyten eine leere Lakune
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zu hinterlassen. Diese kann, ebenso wie die Kanalikuli, remineralisiert werden
(Mikropetrose)®®. Gerade unter Steroidgabe lieRen sich transelektronenmikroskopisch
typische Charakteristika fiir apoptotische Osteozyten vermehrt finden(®). Im
Mausmodell stieg die Zahl leerer Lakunen bei Steroidbehandlung an!'®®. Daneben
konnen Steroide zur Osteonekrose flihren(®7:189),

Histologisch zeigten sich bei der Analyse die Lakunen vermehrt in morphogenetisch
alteren, zentralen Knochenbereichen. Ein hdheres Lebensalter (mit alteren Osteozyten)
scheint daneben mit einer hoheren Anzahl leerer Lakunen einherzugehen('8%-191 7y
diesem Schluss kam auch Knothe et al., der einen erhéhten Anteil von toten Osteozyten
im senilen Knochen fand (1 % bei Geburt versus 75 % mit 80 Jahren)("s®. Mullender et
al. fand in altem Knochen zwar weder einen hoheren Anteil toter Osteozyten noch eine
reduzierte Zellzahl, dafir aber mehr leere Lakunen(¥?. Somit koénnen positive
Korrelationen zwischen dem Lebensalter und leeren Lakunen gezogen werden(®8179.193),
Die erhdhte Anzahl an Lakunen fuhrt zu erhdhter Porositat des Knochens und kénnte
mit einem Stabilitatsverlust einher gehen('3),

Es ist davon auszugehen, dass jede Zunahme der LakunengréfRe oder deren Anzahl zu
einer Schwachung des Knochens und somit zur Steigerung der Frakturgefahrdung
beitragt. Ebenso ist anzunehmen, dass sich die Mechanosensorik dadurch verandert, da
die Lakune am Signalgeneratorpotential mitwirkt®”). Besonders im osteoporotischen
Knochen wurden vermehrt auch hypermineralisierte Lakunen gefunden®®, was am
eigenen Modell in der OVXDS-Gruppe beider Regionen dargestellt werden konnte. Von
hypermineralisierten Lakunen geht somit aber kein positiver Effekt auf die Knochenstatik
aus, sondern es kommt zu geringerer Flexibilitit und erhohter Frakturgefahr.
Interessanter Weise ergaben sich regionale Unterschiede fur das Vorliegen der leeren
Lakunen. Im Femur korrelierten sie mit dem Alter, jedoch nicht im Wirbelkérper('®"). Dies
fuhrte Dunstan et al. auf einen gesteigerten Knochenumsatz im Wirbelkorper zurtick*®Y.
Die erhohte Belastung im Wirbelkdrper und die davon ausgehende osteoprotektive
Wirkung lassen sich damit in Verbindung bringen.

Die eigenen Ergebnisse stehen weitgehend im Einklang mit der Literatur und erweitern
sie zur Rolle und Expression des OLCS bei der Osteoporose. Die Morphologie aktiver
Osteozyten scheint im vitalen Knochen spindelférmig zu sein. Der gut ausgebaute (per-
pendikulare) Dendritenbaum spiegelt die kommunikative und protektive Funktion wi-
der!'”® und untermauert die Hypothese, dass es sich bei spindelférmigen Zellen um ak-
tive Osteozyten handelt. Die Umwandlung der Zelle ware das morphologische Korrelat
des Funktionsverlustes eines Osteozyten. Die steigende Zahl an Lakunen verdeutlicht
daneben die apoptotische Wirkung(®) der Steroide. Auch die ohnehin reduzierte Kno-
chenstatik wird durch die zunehmende Zahl leerer Lakunen progredient verschlechtert,
was die Frakturgefahr erhoht.
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4.13 Limitationen der eigenen Methodik

Der Vorteil der deskriptiven Histologie gegenuber anderen Methoden besteht darin, auch
komplexe Prozesse beschreiben zu kénnen. Daneben ist es ein kostenglinstiges und
einfaches Verfahren, an das sich weitere Analysen gut anschlielen lassen. Die
Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit missen durch ein entsprechendes
Analysedesign ermdéglicht werden. Dazu wurde sowohl das Spongiosa- als auch das
zellulare Gradingsystem eingefiihrt. Inhaltlich beziehen sie sich auf Variablen aus
frliheren Studien und Literaturergebnissen('45:1%8.176) "wurden aber in dieser Form noch
nicht beschrieben. Eine weitere Objektivierungsmdéglichkeit wird durch die sich
anschlieltenden statistischen Haufigkeitsanalysen der einzelnen Merkmale gegeben.

Eine Verblindung konnte auf Grund des Analysedesigns mit dem Vergleich der Schnitte
zur Kontrollgruppe nicht erfolgen, jedoch wurden einige Schnitte (Beckenkammstanzen
und Femora) durch mehrere Untersucher ausgewertet. Auch andere Studien
verwendeten ein vergleichbares Design!'®"). Ergadnzend und vertiefend kann die
Histomorphometrie an die deskriptiven Analysen angeschlossen werden und diese
objektivieren. Auch letztere unterliegt bestimmten Einflussfaktoren mit mdglichen
Fehlerquellen. Diese kdnnen in untersucherabhangig und -unabhangig unterteilt werden
und mussen fiir die Analyse bericksichtigt werden(192.195.196)

Mogliche Storfaktoren, wie zum Beispiel eine Subjektivitat bei der Auswahl des
Bildausschnittes oder die Prazision bei der Erfassung der Variablen wie bspw. der
Knochenflache oder Osteozytenzahl, wurden durch Randomisierung und prazises
Arbeiten versucht auszuschalten. Daneben erfolgten Nachkontrollen. Des Weiteren war
es zum Teil erforderlich, die semi-automatische Knochenflachenmessung von Imaged zu
korrigieren, falls die Flache falsch niedrig erfasst wurde (Abb. 50a/ b S. 133). Auf Grund
der Einflussfaktoren ist jedoch von gewissen untersucherabhangigen Unterschieden
auszugehen%)_ Ferner kénnten sich auch interindividuelle Variationen der Schafe sowie
das unterschiedliche Alter der Tiere auf die Ergebnisse auswirken. Spontane
Schwankungen des Knochenhaushaltes''%) wurden deshalb durch die Wahl des
Merino-Landschafs minimiert('2®,

Die Osteozyten histologisch als apoptotisch oder pra-apoptotisch zu definieren, ist mit
den verwendeten Untersuchungen allerdings nicht sicher méglich. Nach Kerr et al. (199200
zeigen apoptotische Zellen histologisch eine deutliche Kondensation des Chromatins,
zytoplasmatische Fragmente sowie intra- und extrazellulare Chromatinfragmente (,Mik-
ronuklei“). Da sowohl die apoptotischen Zellen und die Apoptosekérperchen flr nur ei-
nen geringen Zeitraum darstellbar und im Gewebe inhomogen verteilt sind, ist die Ab-
grenzung und Unterscheidung schwierig. Fur zuklnftige Studien ware es interessant,
Farbungen fir tote Osteozyten zu wahlen, um diese darzustellen und die Veranderungen
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der Osteoporose zu erfassen. Dazu koénnten prinzipiell Farbungen wie Annexin V, DAPI
oder TUNEL('87:20) sowie andere Untersuchungsmethoden, zum Beispiel die TEM-Mik-
roskopie verwendet werden'®”). Auf Grund der eingeschrankten Auswertbarkeit der TU-
NEL-Farbung im Knochen wurde diese allerdings zuriickgestellt.

Daneben wirkt sich die Farbung und die exakie Knochendicke auf die
Analysegenauigkeit aus. Das zeigte sich unter anderem durch den Unterschied der
Rhodaminschliffe von den Schnitten, wodurch sich vermutlich nicht signifikante
Ergebnisse ergaben. Eine nachfolgende Analyse Uber eine ,Trainable Weka
Segmentation® mittels Imaged koénnte die Mikropartikelanalyse weitergehend
erganzen®®_ Daneben stellt die Vermessung des OLCS immer noch ein Problem dar,
sodass nur wenige Studien('58174.17% dazu existieren. Die gebrauchlichen Verfahren, wie
bspw. die Auflosung des in Resin eingebetteten Knochens mittels Saure zur Freilegung
des OLCS und anschlieliender elektronenmikroskopischer Analyse, ist durch eine
geringe Untersuchungsflache limitiert. Die Vermessung mittels LCM und
Mikropartikelanalyse stellt ein neuartiges und innovatives Verfahren dar, das jedoch
durch weitere 3D-Messungen, wie den ,Z-Stack‘@%204) erganzt werden kann.
Untersuchungen am ovinen Knochen wurden durch Kerschnitzki et al. beschrieben('8?),
Die Analyse der OLCS Flache im osteoporotischen Knochen ist bisher jedoch nicht
untersucht worden.

Um Storfaktoren zu minimieren, wurde versucht die Anzahl der Schnitte grof zu halten
und die untersucherabhangigen Fehler durch Randomisierung, mehrere Untersucher
und Gegenkontrollen auszuschlieRen.

4.14 Das Schafsmodell als GroBtiermodell der Osteoporose

Aufgrund der skelettalen Nahe zum Menschen lassen sich am Schafsmodell
vergleichbare Aussagen Uber die Pathophysiologie der Osteoporose treffen. Darauf
aufbauend koénnen weitere experimentelle Untersuchungen, wie das Einbringen von
osteosynthetischen Materialien oder Studien zur Frakturheilung, durchgefuhrt werden.
Gerade fur orthopadische Studien werden sie als Grofdtiermodell bevorzugt
eingesetzt"". Die im Schafsmodell gewonnenen Ergebnisse stellen ein Teilergebnis im
Frakturheilungsmodell und zum Verstandnis der Osteoporose dar.

Allerdings unterliegt der Knochen des Schafes vielen Einflussfaktoren, wie zum Beispiel
jahreszeitlichen Schwankungen des BMD. Der BMD ist im Winter erniedrigt!'®”-1%8), wobei
dies nicht fir die hier gewahlte Merino-Rasse gilt('?®). Das gewahlte Multi-Interventions-
Modell diene laut Zarrinkalam et al. der Erzeugung eines raschen Knochenverlusts,
spiegle aber nicht ganzlich einen postmenopausalen oder steroid-induzierten
osteoporotischen Zustand im Menschen wider(123),
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Zu beachtende Unterschiede am Schafsmodell ergeben sich flir die biomechanische
Testung. Aerssens et al. stellte dar, dass sich Schaf und Mensch im Knochengewicht,
dem BMD (Mensch 178, Schaf 437 mg/cm3®) und in der Widerstandsfahigkeit des
Knochens unterscheiden('®®. Ebenso ist zu bedenken, dass der Schafsknochen eine
andere Morphologie'®® besitzt. Die aus der Anatomie des Schafes resultierende
Belastung spiegelt sich im héheren BMD wider('®"172)_ Fiir die eigenen Untersuchungen
ist dieser Punkt zwar zu vernachléassigen, jedoch wird die Ubertragbarkeit auf den
humanen Knochen dadurch reduziert.

Der Knochenverlust lasst sich beim Schaf gut an den Wirbelkérpern und Femora
untersuchen, wobei das Knochen-Turnover durch eine starke Reduktion des BMD
angezeigt wird®. Die Nutzung des Wirbelkérpers zur Untersuchung der Osteoporose
wurde durch Tavakoli et al. empfohlen. Demnach sollten insbesondere der
Lumbalwirbelkorper L2 oder L3 verwendet werden, da hier kaum Unterschiede zum
menschlichen Wirbelkorper vorlagen. Allerdings kdnne auch L4 herangezogen werden,
wobei sich dieser durch einen hoheren BMD von postmenopausalen Frauen
unterscheide®®®. Auf Grund der klinischen Relevanz und erhohter Frakturhaufigkeit in
den unteren Lendenwirbelkérpern und den Femora wurde sich in dieser Arbeit fir die
Analyse LWK4 und der Femurregion entschieden. Des Weiteren liegen vergleichbare
Studien vor, mit denen die eigenen Ergebnisse verglichen werden kénnen.

Der Erfolg des Schafsmodells hangt nach Reinwald und Burr et al. insbesondere von
einer sorgsamen Versuchsplanung ab, um physiologische Einflussfaktoren
auszuschlieBen und den Behandlungen eine ausreichend lange Einwirkzeit zu
geben(™. Im verwendeten Schafsmodell wurden alle Proben zur selben Zeit
entnommen. Somit werden jahreszeitliche Schwankungen der Knochendichte
ausgeschlossen. Durch die Wahl der Schafe im durchschnittlichen Alter von 5,5 Jahren
kann ein ausgereiftes Skelett vorausgesetzt werden. Jedoch ist bei den alteren Tieren
im Alter von 9 Jahren ein Verzerrungspotential moglich. Durch eine ausreichende Anzahl
an Versuchstieren und das entsprechende Studiendesign wurde beabsichtigt dem
entgegen zu wirken. Durch die Beckenkammbiopsien kann daneben die Entwicklung des
Knochenverlusts im Verlauf beobachtet werden.

Es lasst sich also folgern, dass das Schaf im Vergleich verschiedener Grofitiermodelle
dem Menschen in vielen Prozessen sehr nahe kommt®@%). Die Osteoporose lasst sich
deshalb erfolgreich am Schafsmodell untersuchen. Allerdings mussen im Hinblick auf
die Ubertragbarkeit Abstriche gemacht werden und spatere Ergebnisse mit klinischer
Anwendung durch klinische Studien am Menschen evaluiert werden.
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5 Zusammenfassung/ Summary

Die systemische Skeletterkrankung Osteoporose fuhrt zu einem gesteigerten
Knochenabbau und einer daraus resultierenden erhdohten Frakturgefahr. Auf Grund der
zunehmenden Pravalenz der Erkrankung in den Industrielandern besitzt die
Grundlagenforschung zur Pathogenese flr die Pravention, Diagnostik und Behandlung
eine besondere Bedeutung.

Ziel der Dissertationsarbeit war es, die Veranderungen des Knochens und der
Osteozyten, die als Dirigenten des Knochenstoffwechsels angesehen werden kdnnen,
im Zuge der Osteoporose zu analysieren

Fur die experimentelle Studie wurden 32 weibliche Merinolandschafe in vier Gruppen
aufgeteilt: 1) unbehandelte Kontrolle, 2) bilaterale Ovariektomie (OVX), 3) OVX und
Calcium- sowie Vitamin-D-arme Diat (OVXD) und 4) OVX, Diat und Steroidinjektionen
(OVXDS). Nach acht Monaten wurden die Tiere euthanasiert und das Femur sowie der
LWK4 entnommen.

Mit Hilfe von histologischen und neuen histomorphometrischen Untersuchungs-
methoden wurde gezeigt, dass es zur Abnahme der spongidsen Knochenflache kommt
und dass das ,Turnover-Modell“ des Knochens modifiziert werden sollte. Gesunder
Knochen weist eher schalenartiges als plattenartiges, Trabekelwerk auf, das sich zu
stabformigen Balkchen umwandelt. Auf Grund unterschiedlicher Belastung des
Knochens in verschiedenen Regionen wirkt sich diese sowohl auf den Spongiosaaufbau,
die Osteozyten als auch auf den Auspragungsgrad der Osteoporose aus. Die reduzierte
Osteozytenzahl, die steigende Zahl spharischer Formen und Lakunen im Zuge der
Osteoporose deutet die Umwandlung und Apoptose des Osteozyten an. Eine
signifikante Reduktion der spindelférmigen Zellen und des dendritischen Netzwerks
konnte histomorphometrisch nicht gefunden werden. Allerdings legen histologische
Schnitte dies nahe und es bedarf der weitergehenden Analyse mit modifizierten
Untersuchungsmethoden.

Histologisch konnten Veranderungen des osteozytaren lakunokanalikularen System
(OLCS) beschrieben werden, dessen Auspragung stark von der Osteoporose beeinflusst
zu werden scheint. Die Veranderungen des dendritischen Netzwerks kdnnten somit den
Funktionsverlust des Osteozyten in der Osteoporose widerspiegeln. Eine wechselseitige
Beziehung zwischen Mikrofrakturen im Netzwerk, dem Tod des Osteozyten und der
gesteigerten Knochenresorption ist anzunehmen. Die geringe Datenlage zu
Veranderungen des dendritischen Netzwerks im osteoporotischen Knochen kann durch
die Forschungsergebnisse erweitert werden.
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Die eigenen Untersuchungsresultate untermauern die neuen Erkenntnisse zur Rolle des
Osteozyten und decken sich weitgehend mit der Fachliteratur. Fir die Praxis muss der
Einsatz von Glukokortikosteroiden kritisch  diskutiert und entsprechende
knochenschitzende MalRnahmen ergriffen werden. Da sich Belastung anti-apoptotisch
auf den Osteozyten auswirkt, kommt besonders der Mobilisation alterer Patienten sowie
der ausgewogenen Beanspruchung des Knochens in der Jugend und der davon
beeinflussten ,peak-bone-mass” eine grolie Bedeutung zu.

Daneben wurde gezeigt, dass das Schaf als Groldtiermodell der Osteoporose dienen
kann. Durch die vielen Homologien mit dem Menschen kann es gut zur histologischen
Evaluation und zur Untersuchung der Zellularitit herangezogen werden. Auch
Biomaterialien und Implantate kénnen am Schafsmodell auf Grund der GréRe besser
getestet werden.
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Summary

The systemic bone disease osteoporosis leads to an increased bone turnover and results
in an extended fracture risk. Due to the growing prevalence of the disease in the industrial
countries, research of its pathogenesis is fundamental for the prevention, diagnostic and
treatment. Since the dogma of osteocytes as dormant, inactive bystanders embedded in
bone matrix has fundamentally changed, the dissertation focusses on the analysis of
changes in bone status as well as the morphological osteocyte transformation during

osteoporotic turnover.

For this experimental study 32 female merino sheep were divided into four groups: 1)
untreated control group, 2) bilaterally ovariectomized group (OVX), 3) OVX + calcium
and vitamin-D deficient diet group (OVXD), 4) OVX+ diet+ steroid injection group
(OVXDS). After eight months, the animals were euthanized and samples of the femur
and fourth lumbar vertebral body were taken.

Histological and histomorphometrical methods have shown, that osteoporosis leads to a
reduction of bone mass. Furthermore, results indicated that the initial bone
transformation model should be adjusted. The varying load on bone in different locations
influences the cancellous bone structure, osteocytes and thusly the manifestation of
osteoporosis. Morphological osteocyte transformation is characterized by reduced
numbers of osteocytes, increased numbers of spherical morphologies and empty
lacunae. A reduction of spindle-shaped cells and a loss of the dendritic network could
not be determined. However, histological findings implicate such changes. Hence, further
advanced analysis with different modified methods are needed. Furthermore, histological
analysis has shown that the osteocytic lacunar-canalicular system (OLCS) is strongly
affected by osteoporosis. Thus, changes of the dendritic network could reflect the loss
of function of osteocytes in the pathophysiology of osteoporosis. In addition, a reciprocal
relationship between microfractures of the network, the death of osteocytes and the
osteoporotic turnover could be assumed. On the basis of the presented findings of this
study, the limited data on changes in the dendritic network in osteoporotic bone can be
extended.

The collected data strongly support recent insights reported in literature on the role of
the osteocyte. Based on the results, medical use of glucocorticoids has to be considered
carefully. In case of steroid therapy, appropriate bone protective treatments should be
undertaken. Due to the osteoprotective effect of loaded to bone, the impact of
physiological mobilization of aging people as well as strain on bone in the adolescence
has to be considered important.
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Finally, it could be demonstrated that sheep can be used as large animal model for
osteoporosis. Due to many homologies with human bone, use of the osteoporotic sheep
model can be recommended for research of osteoporosis and testing of biomaterials an
implants.
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9 Anhang

Entwasserungsschema Paraffineinbettung fur Toluidinblau

9 Anhang

Medium Dauer
70 % Alkohol 2 Stunden
80 % Alkohol 2,5 Stunden
96 % Alkohol 2 Stunden
100 % Alkohol 3 Stunden
100 % Alkohol 3 Stunden
100 % Alkohol 3 Stunden

Xylol 60 Minuten
Xylol 45 Minuten
Xylol 45 Minuten

Paraffin 40 Minuten

Paraffin 40 Minuten

Paraffin 40 Minuten

Tabelle 29: Entwdsserungsschema zur Paraffineinbettung

9.1 Farbeprotokoll Toluidinblau-Farbung

1. Xylol

2. Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

3. Toluidinblau O Farbeldsung
4. Aufsteigende Alkoholreihe
5. Xylol

6. Eindecken mit DePex

2 x 5 Minuten

je 2—5 Minuten
10— 60 Sekunden
je 2 — 5 Minuten
2 x 5 Minuten
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9 Anhang

Farbelésungen:

Toluidinblau Ldésung:

Losung A: 8 g Natriumtetraborat (Borax, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland), 8 g Toluidinblau O (Fa. Chroma, Munster, Deutschland) und
800 ml Aqua destilliert

Lésung B: 2 g Pyronin G (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) und 200 ml
Aqua destilliert

Lésung A und B jeweils 15 Minuten auf dem Magnetrihrer riihren

Lésung A und B mischen, nochmals 15 Minuten auf dem Magnetrihrer
rihren, zweimal filtrieren

Zur Farbung von Paraffinschnitten die Farbelésung 1 + 1 mit Aqua destilliert

verdunnen

Chemikalien:
Xylol (Fa. Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol vergallt (Fa. Stockmeier, Bielefeld, Deutschland)

DePex (Fa. Serva, Heidelberg, Deutschland)

9.2 Farbeprotokoll Silber-Farbung

Entparaffinierung:

2 x 5 Minuten Xylol
Dies dient vor allem der Entfernung des Paraffins.

je 5 Minuten jeder Konzentration der absteigenden Alkoholreihe

Hierbei werden Konzentrationen von 100 %, 96 %, 80 % und 70 %
durchlaufen. Durch den sinkenden Alkoholgehalt werden die Schnitte wieder

rehydriert.
1 x 5 Minuten in aqua destilliert
Wahrenddessen Stammlésungen im 1:2 Verhaltnis (A:B) mischen

Dies entspricht bei 5 Schnitten ca. 1 ml Lésungsgemisch. Dafur wird etwa
333 pl Lésung A zu 666 pl Losung B gegeben, die mit dem Vortexer gemischt
werden. Dabei erst kurz vor Anwendung beide Ldsungen zusammengeben

und in einem lichtgeschutzten Gefal aufbewahren.

Seite 127 von 142



Farbung:

9 Anhang

Objekttrager vorsichtig abwischen und Objekt (Knochenschnitt oder Biopsie)
mit Fettstift (PapPen) einkreisen und in Inkubationsbox (feuchte Kammer) in
eine Reihe legen.

pro Schnitt 200 pl des Stammlosungsmixes zugeben, 70 Min. bei
Raumtemperatur (RT) im Dunklen inkubieren, abklopfen

5 Minuten aqua destilliert

10 Minuten 5 prozentiges Natriumthiosulfat, pro Schnitt 200 pl

Dadurch wird der Schnitt fixiert und reduziert, was der Haltbarkeit und der
Qualitat dient. Natriumthiosulfat immer frisch mit aqua bidest. ansetzen (0,5
g Natriumthiosulfat far 10 ml).

5 Minuten aqua destilliert

je 5 Minuten in jeder Konzentration der aufsteigenden Alkoholreihe:
Folgende Konzentrationen werden durchlaufen: 70 %, 80 %, 96 % und
100%. Die zunehmende Konzentration an Alkohol entwassert den Schnitt.
2 x 5 Minuten Xylol

Xylol ist wichtig fur die Aufbringung des DePex

Eindeckeln mit DePex, Uber Nacht bei RT ausharten lassen

Eine kleine Menge DePex-Eindeckmittel wird auf den Objekttrager gegeben
und mit einem Deckglas bedeckt. Mit Hilfe einer Nadel werden Luftblasen
vermieden. Nach etwa 5 Minuten kénnen die Schnitte mit einem Gewicht
beschwert werden, sodass sich das DePex gleichmaRig dinn verteilt und
keine Unebenheiten entstehen.

Farbeldsungen Silbernitrat-Farbung:

Lésung A: 24,75 ml auga bidest. + 250 yl Ameisensaure + 0,5 g Gelatine
Low Bloom. Komponenten mischen und bei 37°C unter schiitteln I6sen. Vor

Benutzung immer im Inkubator auf 37°C erwarmen lassen.
Insgesamt werden hierfur 333 pl Lésung A fur etwa 5 Schnitte verwendet.
Lésung B: 50 prozentiges Silbernitrat (10 g Silbernitrat + 20 ml aqua bidest.)

Von Lésung B werden 666 pl verwendet.

Seite 128 von 142



9 Anhang

9.3 Farbeprotokoll Rhodamin-Farbung

Entwasserungsschema Rhodamin

Alkoholkonzentration Dauer bei RTi; ritteln
70 % 2 Tage
70 % 2 Tage
80 % 3 Tage
96 % 3 Tage

100 % (1) 4 Tage
100 % (2) 3 Tage
100 % (3) 4 Tage
100 % (4) 3 Tage
100 % p.A. 4 Tage
Xylol (1) morgens
Xylol (2) abends

Tabelle 30: Entwasserungsschema Rhodamin

. Prainfiltration 1: Dauer bei RT, ritteln 5 Tage
. Prainfiltration 2: Dauer bei RT, ritteln 5 Tage
o Prainfiltration 3: Dauer im Kihlschrank (4°C) 4 Tage
o Infiltration: Dauer im Kihlschrank (4°C) 11 Tage

Ab diesem Schritt wird 1% Rhodamin 6G Lésung (Firma Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland) Lésung zugegeben. Dabei wird die

Infiltrationsldsung 3x gewechselt.
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Herstellung der Gebrauchslésungen:
o Prainfiltration 1:  Basislosung (Technovit 9100), stabilisiert + Xylol 1 : 1
(125 ml + 125 ml)

Die Stabilisierung erfolgt Uber Al;Os;, das in eine Chromatographiesaule
gefullt und mit der Technovit 9100 Basislésung durchlaufen wird.

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

o Prainfiltration 3: Basislosung, entstabilisiert + Harter 1
(250 ml + 1,25 g Harter 1)
o Infiltration: Basislosung, entstabilisiert + PMMA (Pulver 2) + Harter 1

(250 ml + 20 g PMMA + 1 g Harter1)
Zugabe von 15 ml 1%iger Rhodamin 6G Lésung

Herstellung der Polymersiationslésungen:

o Stammlésung A: 500 ml Basislosung, entstabilisiert 250 125

80 g PMMA 40 20
3 g Harter 1 1,5 0,75
. Stammlésung B: 44 ml/ 7,6 ml Basisldsung, entstabilisiert

4 ml/ 1,6 ml Harter 2
2 ml/ 0,8 ml Polymerisationsregler
Lagerung bei - 20°C im Gefrierschrank
o Polymerisationsgemisch: 9 Volumenteile Stammldsung A
1 Volumenteil Stammlésung B

Herstellung des T4000/4002/PMMA-Klebers:

o Zum Kleben wird der Einkomponentensirup T4000/4002/ und PMMA Pulver
benutzt. Zum Ansetzen wird Sirup in einen Einnahmebecher geflllt und das
PMMA Pulver zugegeben bis eine breiige Konsistenz erreicht wird.

Chemikalien

Technovit 9100 (Basislésung), Liquid, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland
PMMA-Pulver, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland

Technovit, Harter 1, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland

Technovit 9100, Harter 2, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland

Technovit 9100, Regler, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland

Technovit 4000 Puder, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland

Sirup: Technovit 4000/4002 Liquid, 1-Component-Liquid, Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Deutschland

Technovit 7210 VLC, Prazisionskleber, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland
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9.4 Arbeiten mit ImageJ

9.4.1 Ermittlung der Trabekelflache

9 Anhang

Fir die Vermessung der trabekularen Knochenflache mittels ImagedJ, wurden folgende
Schritte durchlaufen: Zuerst das entsprechende Bild mit FIJI gedffnet und anschlief3end
eine Skala eingestellt. FUr das Einstellen der Skala klickt man auf ,Analyze® und danach
offnet man ,Set Scale®. Hier kdnnen die Einstellungen angepasst werden. Fr die Bilder
wurde ein Verhaltnis von 3 Pixel= 1 ym ermittelt, das im Programm eingestellt wurde

(Abb. 40f).
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Abbildung 40: Arbeiten mit Image), Scale.
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Abbildung 41: Arbeiten mit Image), Einstellung Scale.

Ebenso mussten die Messgrofien festgelegt werden. Dies geschah Uber ,Analyze“ und
Uber die Einstellung ,Set Measurements® (Abb. 42). Hier wurde eingestellt, dass neben

der ,Area“, die ,Area Fraction“ und ,Min & max gray value“, sowie ,Mean gray value

ermittelt werden sollte (Abb. 43).
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Abbildung 42: Arbeiten mit Imagel, Measurements.
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Abbildung 43: Arbeiten mit Imagel, Einstellung
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Anschliellend wurde der ,Roi Manager” (Abb. 44) gestartet und aus der Werkzeugleiste
,Polygonal Selection ausgewahlt und das sogenannte ,Roi“ (Region of interest) gesetzt.
Mit Hilfe des Werkzeuges wurde der auf dem Bild erkennbare Trabekelteil prazise
umfahren und daraufhin durch die Schaltflache ,Add“ im gestarteten ,Roi Manager” (Abb.
45) der Liste des ,Roi Managers® hinzugefigt. Nicht-knécherne Anteile wurden
ausgeschnitten (siehe Pfeil). Gab es mehrere Knochenanschnitte, so wurden diese mit
einem eigenem ,Roi“ ausgewahlt und hinzugefiigt.
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Abbildung 44: Arbeiten mit ImageJ, Polygonal Tool.
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Abbildung 45: Arbeiten mit ImageJ, Setzung des Roi

Des Weiteren wurde das Bild zu einem Binarbild konvertiert. Dafiir wurde tUber ,Process”
> ,Binary® und ,Make Binary“ dem Bild Schwarz- und WeiRwerte zugeordnet (Abb. 46f).
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Abbildung 46: Arbeiten mit ImageJ, Make Binary.
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Abbildung 47: Arbeiten mit Imagel, Binary
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Daraufhin erfolgte die Vermessung der mit dem ,Roi“ ausgewahlten Knochenflache.
Dazu wurde im Roi Manager ,Meassure” ausgewahlt. Im Results-Fenster wird die Flache
der Area (roter Kasten) und der prozentuale Anteil an Knochen im Roi (gruner Kasten)
angezeigt (Abb. 49). Daneben wurde die korrekte Erfassung der Knochenflache
uberpruft und ggf. korrigiert (Abb. 50f).
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Abbildung 48: Arbeiten mit Imagel, Measurement. Abbildung 49: Arbeiten mit ImageJ, prozentuale
Knochenflache.
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Abb. 50a: Fehlerquelle Imagel, Justierung der Abb.50b: Fehlerquelle Imagel, Korrektur der falsch

Zellflache bei falsch niedriger Knochenflache. niedrigen Knochenflache.

Die Abbildung zeigt die Erfassung der Knochenfliche. Nach préziser Setzung des Rois wurde die gesamte
Dabei wurde der Knochen manuell umrandet und ein markierte Knochenflache als 100 % gesetzt. Dadurch
Roi gesetzt. Dieser wird im Roi-Manager rechts wird das Ergebnis korrigiert.

angezeigt. Im Results-Kasten stellt sich eine falschlich
zu geringe Knochenflache von 70 % innerhalb des Rois
dar.

Die Flache der Trabekel wurde aus dem Ergebnisfenster kopiert und in Excel Ubertragen.
Alle Schritte wurden mit den einzelnen Bildern durchgefihrt. Fir die Auswertung wurde
die Knochenflache der 20 Einzelbilder von jedem Tier zusammengefasst. Anschlieend
wurde eine statistische Analyse der Ergebnisse mit SPSS durchgefihrt.
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9.4.2 Ermittlung der Zellzahl

Fir die Zellzahlbestimmung wurde die Datei mit Imaged geoffnet und Uber ,Plugins®
unter ,Analyze“ der ,Cell-Counter* aufgerufen (Abb. 51).
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Abbildung 51: Arbeiten mit ImageJ, Analyse der Zellzahl. Abbildung 52: Arbeiten mit ImageJ, Cell-Counter.
Daneben ist ein Trabekel und das Knochenmark gekenn-
zeichnet.

Wird der Cell-Counter gedéffnet, kann man beliebig viele Kategorien definieren. Fir die
Analyse der Zellzahl wurden die Osteozyten in drei Kategorien eingeteilt (siehe S.41)
und unter Imaged einer Nummer von 1-3 zugeordnet. Zur Bearbeitung des Bildes,
mussten sie jedoch erst initialisiert werden. Dies geschah durch Klicken auf ,initialize*
(Abb. 53). Danach konnten die Zellen einer Kategorie manuell, durch Anklicken jeder
einzelnen Zelle, hinzugefugt werden (Abb. 54).
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Abbildung 53: Arbeiten mit ImageJ, Initialize to count. Abbildung 54: Arbeiten mit ImageJ, Berechnung der
Zellzahl.
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Durch das Klicken auf den ,Results-Button® wird die Gesamtzahl der Zellen einer
Kategorie angezeigt (Abb. 55). Anschlielend wurde die Zellzahl Gber ,File“> ,Save®, als
Exceldatei gespeichert. Fur die Analyse aus den 20 Einzelbildern wurde die Gesamtzahl
der Zellen pro Tier errechnet.
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Abbildung 55:

Arbeiten mit ImageJ, Results. Einzelheiten siehe Text.
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9 Anhang

An die deskriptive Analyse schloss sich eine objektive Mikropartikelanalyse mit dem
Programm ImagedJ an. Fiur die Berechnung der osteozytaren Zellfliche und des
dendritischen Netzwerks wurden die rhodamin-gefarbten Schnitte und Schliffe unter dem
LCM-Mikroskop analysiert und ebenfalls mit ImageJ ausgewertet (Abb. 56). Dazu wird
die entsprechende .Ism- oder .tif-Datei mit FIJI gedffnet. Anschlie3end wird auf gleiche
Weise die Skalierung eingestellt: ,Analyse“ > ,Set Scale“. Dabei entsprechen hier 20 ym
118 Pixel. Ebenso muss die Einstellung: Global Gibernommen werden (Abb. 57)

Abbildung 56: Arbeiten mit Imagel, Partikelanalyse.

(Fy1 Is Just) Image) =
File Edit Image F"rocess Anal.yze Plugins Window Help
Bolz|o|l~<4|ws Al o0 || s]e]~] |

Set Scale.

o

sclae.tif (75%) =

m Set Scale E

Distance in pixels:

118
Known distance: |20
0

Pixel aspect ratio:

Unit of length: |pm
Click to Remove Scale

¥ {Giobal!

664x664 pixels; RGB; 1.7MB

Scale: 5.900 pixels/pm

OK Cancel Help

Abbildung 57: Arbeiten mit ImageJ, Einstellung der Skala

Uber das Tool: ,image* > ,Colour” > ,Split Channels“ |sst sich das Bild auftrennen (Abb.
58). Dabei muss eine 8 bit Bilddatei vorliegen oder Uber ,Image® > , Type“ > ,8 bit* (ggf.
als RGB-STACK) generiert werden. Ggf. muss der Grenzwert Uber: ,Image” > ,Adjust* >
»1hreshold mit den Einstellungen: ,Default, Black and White*, ,Dark Background®,
eingestellt werden. Nach Kanaltrennung entsteht ein Schwarz-Weif3-Bild (Abb. 59).
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Abbildung 58: Arbeiten mit ImagelJ, Mikropartikelanalyse,

Split Channels.
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Abbildung 59: Arbeiten mit ImageJ,
Mikropartikelanalyse, Nach Kanaltrennung.
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Bildartefakte, die das Ergebnis verfalschen kénnten, wurden zuvor manuell umrandet,
ausgefullt und der Berechnung entzogen (Abb. 60f).
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Abbildung 60: Arbeiten mit ImagelJ, Mikropartikelanalyse, Abbildung 61: Arbeiten mit ImagelJ, Mikropartikelanalyse
Einstellung des Threshold. Artefakts. Entfernung des Artefakts

Danach kénnen die Partikel Gber: ,Analyze“ > ,Particles berechnet und als ,Outline*
angezeigt werden (Abb. 62). Uber die Analyse Funktion werden die Umrisse jedes
Partikels mit definierbarer Gré3e berechnet und zum Roi-Manager hinzugefugt. Alle
Bildpartikel kénnen in eine Exeldatei Ubertragen, aufaddiert und zur Gesamtbildflache in
Verhaltnis gesetzt werden.

Fur die Analyse wurden 3 reprasentative Tiere ausgewahlt und von den Femora 4 Bilder
pro Tier und von den Beckenkdmmen 3 Bilder aufgenommen.
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Abbildung 62: Arbeiten mit ImagelJ, Mikropartikelanalyse,
Analyse und Summation der einzelnen Partikel.
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