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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Osteoporose zahlt zu den haufigsten Volkskrankheiten der Welt und betrifft vor
allem altere Menschen. Es handelt sich hierbei um eine systemische
Skeletterkrankung, die durch eine verminderte Knochendichte und verénderte
Mikroarchitektur charakterisiert ist (WHO TECHNICAL REPORT SERIES 1994;
DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014). Aus der daraus resultierenden Instabilitat
der Knochen ergibt sich eine erhdhte Frakturneigung, die neben einer starken
Einschrankung der Lebensqualitat der Betroffenen zu hohen wirtschaftlichen Kosten
fuhrt. Eine Problemstellung in der Behandlung von osteoporotischen Frakturen ist die
eingeschrankte Heilungsfahigkeit des metabolisch erkrankten Knochens, so dass
besondere Anspriche an die verwendeten Materialien der Frakturversorgung gestellt
werden. Fur die Erforschung neuartiger Implantatmaterialien mit guter
Biokompatibilitat dienen im Vorfeld Tiermodelle, die den Verhéltnissen beim Menschen
weitgehend entsprechen missen. Somit sind far die Etablierung und
Qualitatssicherung eines Tiermodells vorerst Kenntnisse Uber Stoffwechselvorgange

und pathophysiologische Ablaufe zu erwerben.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit biochemischen Markern des Knochen- und
Energiestoffwechsels am Osteoporose-induzierten Schafmodell. ,Knochenmarker*
sind biochemisch messbare Analyten (Enzyme, Proteine, Metaboliten), die wahrend
der Knochenformation- und resorption gebildet und freigesetzt werden oder andere
Stoffwechselprozesse widerspiegeln (OBERMAYER-PIETSCH 2013). Infolgedessen
kénnen sie bezuglich Frakturpradiktion und Therapiemonitoring bei beispielweise
antiresorptiven Therapien eingesetzt werden. Auch Marker des Energiemetabolismus
sind ein weitverbreitetes diagnostisches Mittel beispielsweise zur Beurteilung von
diabetogenen Stoffwechsellagen und dienen zudem der Therapiekontrolle.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Knochenstoffwechsellage am Osteoporose-induzierten
Schafmodell durch biochemische Marker zu evaluieren und gleichzeitig einen
moglichen Effekt auf den Energiestoffwechsel beim Schaf zu erfassen. Neben der
Bestimmung von Serum- und Urinparametern liegt ein weiterer Schwerpunkt darin, die
verwendeten Induktionsprotokolle beziglich der Eignung fir orthopéadische

Fragestellungen zu vergleichen. Als Goldstandardmethode zur Uberpriifung einer

1
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erfolgreichen Induktion der Osteoporose dient eine Knochendichtemessung mittels

DXA (dual-energy x-ray absorptiometry).

Die Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit erfolgten im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs/Transregio 79 ,Werkstoffe fur die Geweberegeneration im
systemisch erkrankten Knochen® Teilprojekt T1: Etablierung und Qualitatssicherung
osteoporotischer Tiermodelle (2010 - 2014). Es handelt sich hierbei somit um eine
préklinische Studie, die der weiteren Erforschung im Einsatz von Materialien am
erkrankten Knochen dienen soll und ein geeignetes Schafmodell zu etablieren,
welches eine essentielle  Hilfestellung far die  Entwicklung humaner
Therapiemoglichkeiten darstellt. Zudem ist nach Kenntnis der Autoren die Interaktion

zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel beim Schaf weitgehend unbekannt.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Physiologie des Knochenstoffwechsels

Das Skelettsystem der Saugetiere ist ein hochspezialisiertes Binde- und Stitzgewebe
mit zahlreichen Aufgaben. Es dient der Bewegung, schitzt innere Organe und
beinhaltet das Knochenmark fir die Hamatopoese. Ebenso agiert es als Reservoir fur
Wachstumsfaktoren und ist Hauptspeicher fir lebenswichtige Elektrolyte wie Calcium
und Phosphat. Neben diesem ist es gleichzeitig ein Regulator des Elektrolyt- und
Energiehaushaltes sowie in Teilen des Saure- Basenhaushalts (KINI und NANDEESH
2012).

Grundsatzlich lasst sich der Knochen anhand seines makroskopischen
Erscheinungsbildes in eine Substantia compacta und Substantia spongiosa
unterteilten. Die Substantia compacta besteht aus drei Anteilen: dem aul3eren Periost,
der Grundeinheit, dem Osteon und dem inneren Endost. Das Periost Uberzieht
Knochen und Gelenke und enthélt Blutgefal3e, Nervenfasern sowie spezialisierte
Zellen wie Osteoblasten und Osteoklasten. Es ist wichtig fur die Blutversorgung, das
Wachstum, die Frakturheilung sowie fur die muskulare Kraftibertragung. Die innere
Membran bezeichnet man als Endost. Es steht im engen Kontakt mit dem
Knochenmark und dem trabekularen Knochen (Substantia spongiosa) (KONIG und
LIEBICH 2014). Ihm wird eine hohere Umbauaktivitdt im Vergleich zum Periost
zugerechnet, da es hoheren biomechanischen Belastungen und hoheren
Zytokinexpositionen durch das in der Nahe gelegene Knochenmark ausgesetzt ist
(CLARKE 2008). Auch diese Membran enthalt Zellen wie Osteoklasten und
Osteoblasten. Die Grundeinheit der Substantia compacta bilden kompakte Lamellen
aus mineralisierten Fasern die jeweils um ein zentrales Gefald angeordnet sind. Diese
Einheit wird als Osteon oder auch als Havers-System bezeichnet. Die Substantia
spongiosa ist dagegen als trabekulares Netzwerk organisiert, welches standig
umgebaut und an die wechselnden Belastungen angepasst wird. Es durchzieht mit

seinen netzartig angeordneten Lamellen auch Kompartimente des Knochenmarks.

Ein kortikaler Knochen zeigt in der Regel eine geringere metabolische Aktivitat als ein

trabekularer Knochen. Dies ist jedoch speziesabhéngig (CLARKE 2008). Das
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Verhaltnis von kortikalem Knochen und trabekuldrem Knochen ist je nach Knochentyp
und Lokalisation unterschiedlich. So weisen beispielweise vertebrale Knochen ein
Verhéltnis kortikal zu trabekulér von 25:75 auf. Im Gegensatz dazu zeigt die Diaphyse
des Radius beim Menschen ein Verhaltnis von 95:5. Dies ist abh&ngig von den
Druckverhaltnissen, die auf den Knochen einwirken (CLARKE 2008).

Der Knochen selbst ist aus ca. 70% anorganischer Matrix (Mineralphase), ca. 25%
organischer Matrix sowie ca. 5% Wasser zusammengesetzt. Hauptbestandteil der
anorganischen Matrix ist bis zu ca. 99% das kristalline Hydroxylapatit [Caio
(PO4)6(OH)2]. Es ist mal3geblich verantwortlich fur die Stabilitdt und Festigkeit der
Knochen. Somit ist der Knochen Hauptlager fir die Elektrolyte Calcium und Phosphat.
Geringe Mengen an Magnesium, Kalium und Carbonaten sind ebenfalls in die Matrix
eingelagert (HALL und GUYTON 2010).

Die organische Komponente setzt sich dominierend aus Kollagenfasern Typ | (ca.
90%) zusammen. Diese verleihen dem Knochen die Zugfestigkeit. Kollagen Typ | ist
ein Heterodimer aus drei Polypeptidketten (Tripelhelix) und wird von Osteoblasten
gebildet. Man unterscheidet hier zwei identische a1-Ketten sowie eine a2-Kette aus
unterschiedlicher Aminosauresequenz, die zusammengefasst eine Fibrille bilden und
das Grundgerist fur die organische Matrix darstellen (BRODSKY und PERSIKOV
2005). Weitere Bestandteile der organischen Matrix sind nicht-kollagene Proteine wie
Osteocalcin, Proteoglykane und Gla-Proteine. Diese werden ebenfalls von Zellen wie

Osteoblasten sezerniert und in die organische Matrix abgegeben.

Der Knochen besitzt neben der anorganischen und organischen Matrix
hochspezialisierte Zellen: Osteoblasten fir die Knochenformation und Osteoklasten
fur die Knochenresorption. Diese stellen im Knochen die Schlisselrolle fur die stetig
ablaufenden Umbauprozesse dar.
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Osteoblasten

Osteoblasten stammen von multipotenten mesenchymalen  Stammzellen
(Osteoprogenitorzellen) des Knochenmarks ab. Diese Stammzellen gelten auch als
Vorlaufer fur Chondrozyten, Adipozyten und Myozyten (CAPLAN 1991; GIMBLE und
NUTTALL 2012). Sie besitzen die Fahigkeit sich durch bestimmte Einflussfaktoren zu
Pro-Osteoblasten zu entwickeln. Pro-Osteoblasten stellen die Vorlauferzellen von
Osteoblasten dar. Eine wichtige Schlusselrolle fur die Differenzierung spielt hier der
sogenannte Wnt/B-Catenin Signalweg. Hierbei handelt es sich um eine
Signaltransduktionskaskade verschiedener Lipid-modifizierter Gykoproteine zur
Stimulation von Pro-Osteoblasten, Induktion der Osteoblastengenese sowie Inhibition
von Osteoklasten und Osteozytenapoptose. Dieser Signalweg leistet einen
wesentlichen Beitrag zur Steigerung der Knochendichte und ist somit wichtiger
Gegenstand der Forschung in Bezug auf Erkrankungen, die mit einer Reduktion der
Knochendichte einhergehen, v.a. der Osteoporose (GONCIULEA und BEUR 2015).
Der Wnt/B-Catenin Signalweg gehort zu den kanonischen Signalwegen. Hier initiiert
die Bindung des Wnt- Liganden an einen Rezeptorkomplex bestehend aus Frizzled—
Rezeptor Protein (Fzd) und low density lipoprotein (LDL) receptor related protein 5/6
(LRP 5/6) eine Kaskade intrazellularer Mechanismen, die in einer
Transkripitionsaktivierung resultieren und somit zu einer Steigerung der
Knochenformation fihren (CLEVERS 2006; VORONKOV und KRAUSS 2013).
Hauptantagonisten, die mit dem Wnt-Rezeptor interagieren, sind die Proteine
Dickkopf-1 (DKK-1) und Sklerostin (MAO et al. 2002). Diese sind insbesondere
aufgrund neuer Therapiestrategien in der Osteoporosetherapie hier kurz aufgefihrt.
DKK-1 ist ein loslicher Inhibitor. Er reguliert den Wnt/B-Catenin Signalweg durch
Bindung an den Korezeptor LRP 5. Sklerostin ist ein monomeres Glykoprotein und
wird von Osteozyten exprimiert (van Bezooijen, Rutger L et al. 2004). Es bindet
ebenfalls an den LRP 5/6 Rezeptor und verhindert wie DKK-1 die Osteoblasten-

Differenzierung, - Proliferation und - Reifung.

Osteoblasten sind mononukleére Zellen mit variierender Zellmorphologie (kubisch bis
flach), die sich im Monolayer gelegen an der periostalen und endostalen Oberflache

befinden. Die Morphologie ist abhangig von Aktivitat und Reifungsgrad der Zellen. So
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weisen beispielweise aktivierte Osteoblasten in der Formationsphase eine kubische
Gestalt auf. Ihre primare Aufgabe ist die Sekretion von extrazellularen Matrixproteinen
wie Kollagen Typ I, aber auch Proteoglykane, Glykoproteine und y-carboxylierten (Gla)
Proteinen. Somit sind sie malgeblich fur die Entwicklung der Knochenmatrix
(Formation) verantwortlich (BILEZIKIAN et al. 2002). Glykoproteine, die von
Osteoblasten sezerniert werden sind unter anderem: Osteonectin (Synonym: SPARC
= secreted protein acidic and rich in cystine), Tenasscin-C, Fibronectin und Teile der
Thrombospondin Familie. Sie regulieren die Knochenzell-Adhésion, Migration,
Proliferation und/oder Differenzierung. Osteopontin und Knochen Sialoproteine (bone
Sialoproteine) sind Zelladhasionsproteine mit hoher Affinitat zu Hydroxylapatit.
Osteopontin spielt eine Rolle in der Quervernetzung zwischen Hydroxylapatit,
Calciumionen und Kollagen, wogegen Sialoproteine wichtig fur die Adh&sion von nicht
zellularen und zellularen Komponenten des Knochens wie Osteoblasten und
Osteoklasten sind. Die Sialoproteine schlieBen die Matrix Gla-Proteine und das

Osteocalcin mit ein.

Osteocalcin wird auch als bone y-carboxylglutamic acid-containing protein oder bone
Gla-Protein (BGP) bezeichnet (PRICE et al. 1980). Es wird mit Hilfe des fettloslichen
Vitamin K auf Glutaminsaurereste carboxyliert. Vitamin K spielt somit neben der
Blutgerinnung eine weitere wichtige Rolle im Knochenaufbau. Eine verminderte
Vitamin K-Zufuhr kann zu Knochenmasseverlust fuhren (VERMEER et al. 1995;
KOSHIHARA und HOSHI 1997). Ein kleiner Anteil des Osteocalcins gelangt in die
Zirkulation und wird rasch proteolytisch abgebaut. Carboxyliertes Osteocalcin
gewahrleistet, dass der schwerl6sliche Calcium-Phosphat Komplex im Knochen und
nicht an anderen Stellen im Korper ausfallt und sorgt somit fur die Mineralisation. Es
gilt Uberwiegend als Marker der Knochenformation (BIEGLMAYER et al. 2012). Neben
dieser Funktion ist eine weitere bekannt: Eine Form des Osteocalcins, das
untercarboxylierte Osteocalcin wirkt auch als metabolisches Hormon, das Einfluss auf
den Energiestoffwechsel zeigt (GONCIULEA und BEUR 2015). Néhres dazu im
Kapitel 2.3.

Eine indirekte Aufgabe der Osteoblasten stellt die Mineralisierung der Knochenmatrix

(Osteoid) durch Initialisierung der Hydroxylapatit-Formation dar. Hierfir sind
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bestimmte Enzyme, die die Phosphoprotein—-Phosphorylation regulieren
verantwortlich. Dazu gehort beispielweise die Alkalische Phosphatase (AP), die einen
membrangebundenen Marker der Osteoblastendifferenzierung darstellt (MACKIE
2003). Diese wird auch als knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP)
bezeichnet und macht etwa die Halfte der im Serum (Humanmedizin) messbaren AP

aus. Sie gilt ebenfalls als wichtiger Marker der Knochenformation (THOMAS 2012).

Osteoblasten exprimieren eine Vielzahl von Rezeptoren, an denen Parathormon
(PTH), Parathormon-related peptide (PTHrP), Vitamin D Metaboliten und
Sexualhormone ansetzen und somit in den Knochenstoffwechsel eingreifen kénnen
(KINI und NANDEESH 2012).

Die durchschnittliche Lebensspanne eines humanen Osteoblasten betragt zwischen
1-10 Wochen. Am Ende dieser Zeit folgt die Apoptose oder die Differenzierung in
Osteozyten oder ,bone lining cells (BILEZIKIAN et al. 2002). Somit stellen Osteozyten
den terminalen Differenzierungsgrad eines Osteoblasten dar. Diese werden in die
Matrix eingelagert und zeigen keine Osteoidproduktion mehr. Uber porenbildende
Proteinkomplexe, den gap junctions, stehen die Zellen eng miteinander in Verbindung.
Hauptverantwortlich ist hier vor allem das integrale Membranprotein Connexin
(PLOTKIN et al. 2002; RODRIGUEZ-SINOVAS et al. 2007). Osteozyten fungieren als
Mechanorezeptoren und sind mit verantwortlich fur die Regulation von
Knochenformation und Resorption (CAETANO-LOPES et al. 2007). Kommt es durch
Knochenalterung oder anderer Einflisse (z.B. Ostrogenmangel,
Glukokortikoidtherapie) zum Losen dieser gap junctions, fuhrt dies unweigerlich zur
Apoptose der Osteozyten und letztendlich zur Knocheninstabilitat (PLOTKIN et al.
2005).

Die Oberflache von im Ruhezustand gelegenen Knochen bilden sogenannte ,bone
lining cells®. Diese finden sich auf der endostalen Seite. Morphologisch sind sie im
Gegensatz zu aktivierten Osteoblasten flach und grenzen zusammen mit dem Endoost
die Knochenmatrix vom umliegenden Gewebe ab. Sie verhindern im Ruhezustand die
Anlagerung von Osteoklasten an unmineralisierten Kollagenfasern, die die
Knochenoberflache tGberziehen (MANOLAGAS 2000a). Bone lining cells stehen mit
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Osteozyten in Kontakt und sind wichtig fur die Induktion der Umbauprozesse
(PARFITT et al. 1996).

Eine weitere Aufgabe der Osteoblasten ist die Regulation der Knochenresorption
durch Beeinflussung der Osteoklastendifferenzierung. Osteoblasten sind somit in der
Lage indirekt die Calciumhoméostase zu regulieren (MACKIE 2003).

Osteoklasten

Osteoklasten spielen die Hauptrolle in der Knochenresorption. Es handelt sich hierbei
um mehrkernige Zellen, die aus der Fusion von mononukledren hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks entstehen (BOYLE et al. 2003). Sie gehéren somit
zu der Monozyten/Makrophagenlinie (UDAGAWA et al. 1990). Im Gegensatz zu
Osteoblasten sind Osteoklasten ausdifferenzierte Zellen. Fur die Osteoklastengenese
sind zwei Zytokine von entscheidender Bedeutung: receptor activator of NF-«B ligand
(RANKL) und makrophage colony-stimulating factor (M-CSF). Diese werden von
Stromazellen des Knochenmarks sowie von Osteoblasten exprimiert und liegen
membrangebunden oder geldst vor (TEITELBAUM et al. 1995). Pro- Osteoklasten und
reife Osteoklasten besitzen auf ihrer Oberflache einen sogenannten receptor activator
of NF-kB (RANK). Dieser fuhrt bei Interaktion mit dem RANK Liganden (RANKL) der
Osteoblasten zur weiteren Osteoklastendifferenzierung. M-CSF ist essentiell fur die
Proliferation, das Uberleben und die Differenzierung von Osteoklastenvorlauferzellen,
ebenso wie fir das Uberleben bereits reifer Osteoklasten (KHOSLA 2001).

Ein weiterer Regulator, der als Gegenspieler fungiert, ist das basische Glykoprotein
Osteoprotegerin  (OPG) (UDAGAWA et al. 2000). OPG wird von Pro-
Osteoblasten/Stromazellen sezerniert und gehort wie RANKL zur Tumornekrosefaktor
(TNF)-Rezeptor Familie. Es wird auch als ,Decoy” (Lockvogel) Rezeptor bezeichnet,
da es in der Lage ist, RANKL zu binden und somit die RANKL-Ligand Interaktion
zwischen Osteoblasten und Osteoklasten blockiert. Somit verhindert OPG die
Differenzierung der Osteoklastenvorlauferzellen in reife Osteoklasten. Ostrogene
haben einen positiven Effekt auf die Expression von OPG und verhindern somit die
Osteoklastenaktivitdit (HOFBAUER et al. 1999).
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Abbildung 1: Osteoklastengenese modifiziert nach Koshla (2001). Die Abbildung
zeigt die Regulation der Osteoklastengenese durch das OPG/RANKL/RANK-System.

Abklrzungen: M-CSF: makrophage colony-stimulating factor; RANKL: receptor
activator of NF-«kB ligand (blau: frei und gebunden) RANK: receptor activator of NF-kB
(roter Rezeptor); OPG: Osteoprotegerin (grin).

Das Zusammenspiel aller drei Faktoren fur die Osteoklastengenese (Hemmung und
Aktivierung) wird als OPG/RANKL/RANK-System zusammengefasst (KHOSLA 2001).
Die Kenntnis Uber das OPG/RANKL/RANK-System dient der Erforschung
verschiedener metabolischer Knochenerkrankungen und ihrer Therapien.

Um ihre resorptiven Eigenschaften ausfiihren zu kdnnen, missen Osteoklasten an die
Knochenmatrix binden. Dies geschieht mit Hilfe von Integrin- Rezeptoren in der
Osteoklastenmembran. Hier binden beispielweise Integrinrezeptoren der 1 Familie
an Fibronectin und Kollagene. Andere Integrine wie Integrin ovBs binden an
Osteopontin und bone Sialoproteine (ROSS und TEITELBAUM 2005; CLARKE 2008).
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Die Osteoklasten erhalten ihre resorptiven Eigenschaften durch die Produktion
verschiedener Enzyme wie Cathepsin K, tartratresistente saure Phosphatase (tartrate-
resistant acid phosphatase, TRAP) und Wasserstoff-(H+)-lonen. Cathepsin K gehort
zu den Cystein-Proteasen (SAFTIG et al. 2000). TRAP dagegen zahlt zu den
Metallomatrix-Proteinen (MMP), das erst durch Proteasen (in dem Fall Cathepsin K)
in die aktive Form Uberfuhrt werden muss. Beide Proteine gelten als Marker der
Knochenresorption (BALLANTI et al. 1997) und werden in intrazellularen Vakuolen der
Osteoklasten gespeichert. RANKL fuhrt neben der Aktivierung der Osteoklasten auch
zur vermehrten Expression dieser Enzyme (BOYLE et al. 2003). Nach Adhasion der
Osteoklasten an die Zellmembran werden die Enzyme und Kationen via Exozytose in
die darunterliegende Resorptionslakune (auch Howship’s Lakune bezeichnet)
sezerniert. Hierbei sorgen die Wasserstoffionen sowie die Enzyme Cathepsin K und
TRAP zur Auflésung der anorganischen und organischen Matrix. Frei werdende
Kollagenfragmente sowie freildsliches Calcium und Phosphat gelangen in den

Kreislauf.

Die Entwicklung und Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten ist unter
anderem abhangig von Wachstumsfaktoren, Hormonen, Zytokinen und
Adhasionsmolekilen aus dem umliegenden Gewebe. Als Wachstumshormon ist hier
vor allem Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) zu nennen. Bei IGF-1 handelt es sich um
ein Polypeptid mit Sequenzhomologie zu Insulin (CANALIS et al. 1988). Es wird vor
allem in der Leber unter Einfluss von Wachstumshormon (Growth Hormone, GH)
gebildet, kommt aber auch in zahlreichen anderen Geweben wie dem Knochen vor.
Hier wird IGF-1 von Osteoblasten sezerniert und hat autokrine sowie parakrine
Wirkung auf das umliegende Gewebe (MCCARTHY et al. 1989; COHICK und
CLEMMONS 1993). Die Synthese von IGF-1 in Osteoblasten wird vor allem durch PTH
reguliert (GIUSTINA et al. 2008). IGF-1 spielt im Knochen eine fundamentale Rolle
beziglich Osteoblastengenese und Knochenformation. Es ist in der Lage, die
Kollagensynthese zu stimulieren und sich durch Stabilisierung von 3-Catenin, Mitglied
des Wnt/B-Catenin Signalwegs positiv auf die Osteoblastengenese auszuwirken
(PLAYFORD et al. 2000). Die Wirkungen werden tber IGF-1 Rezeptoren vermittelt.
Ein Grol3teil des IGF-1 ist in der Knochenmatrix an IGF-bindende Proteine (IGFBP)

fixiert. Diese werden bei resorptiven Prozessen freigesetzt und sorgen fur die
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Anregung der Osteoblastenproduktion und somit einer beginnenden Formation.
Nachgewiesenermal3en gilt IGF-1 nicht nur als Aktivator der Knochenformation,
sondern greift auch in die Resorptionvorgange durch Beeinflussung der
Osteoklastenaktivitat ein (HILL et al. 1995). Die Funktion von IGF-1 auf Osteoklasten
ist noch nicht vollstandig bekannt, dennoch ist mittlerweile bekannt, dass Osteoklasten
IGF-1 Rezeptoren exprimieren. In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass IGF-1
einen direkten Einfluss auf die Osteoklastengenese austibt (MOCHIZUKI et al. 1992).

Weiterhin kdnnen bestimmte Zytokine wie die Interleukine (IL) 1, 3, 6 und 11 sowie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) die Osteoklastengenese stimulieren und somit zu einer
gesteigerten Knochenresorption fihren (MANOLAGAS 1995). Andere Zytokine wie IL
4, IL 10, IL 18 sowie Interferon y gelten als Inhibitoren der Osteoklastengenese.
Desweiteren haben mechanische Faktoren Einflisse auf die Entwicklung der beiden
Zelltypen (MANOLAGAS 2000a).

Modeling und Remodeling

Der Knochen ist im juvenilen als auch am adulten Alter standigen Auf- und
Umbauprozessen unterlegen. Er stellt ein dynamisches Gewebe dar, das auf
Gewebeschadigungen, Zellalterung und Imbalanzen in der Calcium/Phosphat
Homoostase reagieren muss (FERNANDEZ-TRESGUERRES HERNANDEZ-GIL et
al. 2006). So werden jahrlich 5% des kortikalen und 20% des trabekuldren Knochens
erneuert. In der Kindheit steht die Knochenformation im Vordergrund, was in einer
Steigerung des Langenwachstums und in einer Veranderung der Knochengeometrie
und GroRe resultiert. Dieser Prozess wird auch als ,Modeling“ bezeichnet und
verringert sich im erwachsenen Alter (KOBAYASHI et al. 2003). Das sogenannte
,Remodeling“ beschreibt den stetigen Umbauvorgang im Knochen, der bereits im
ersten Lebensjahr zum Ersatz des primaren Knochens fuhrt (PARFITT 1982). Es sorgt
fur die Erhaltung der Knochen-Masse, -Architektur und -Stabilitat und ist neben
physikalischen Reizen und mechanischen Belastungen die Antwort auf
Einflussfaktoren wie Hormone, Zytokine oder Wachstumsfaktoren (MANOLAGAS
2000a).

11
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Beim Menschen st bis zum ca. 30. Lebensjahr die Balance Richtung
Knochenformation verschoben. Dies nimmt jedoch mit diesem Zeitpunkt ab und es
stellt sich eine geringgradige, dominierend gesteigerte Knochenresorption ein. Die
Aktivitat der Umbauvorgange unterscheidet sich auch von den bestehenden
Knochenanteilen. So weist der trabekuldre Knochen eine héhere Umbaurate als der
kortikale Knochen auf. Bedingt ist dies durch eine unterschiedliche Verteilung der
zellularen Aktivitat (DODDS et al. 1989) und verschiedener Oberflachen-

Volumenverhaltnisse.

Die verantwortlichen Zellen, wie Osteoblasten und Osteoklasten, die versorgenden
Blutgefalle und das lokale Bindegewebe bilden im Remodeling-Prozess eine lokale
Funktionseinheit, die als basic multicellular unit (BMU) bezeichnet wird (PARFITT
1994). Das humane Skelett besitzt ca. 35 Millionen BMUs, von denen 3-4 Millionen
jedes Jahr aktiviert werden. Somit erfolgt alle 10 Jahre eine komplette Erneuerung des
menschlichen Skelettes (FERNANDEZ-TRESGUERRES HERNANDEZ-GIL et al.
2006).

Das ,Remodeling® lasst sich in folgende Phasen unterteilen: Ruhephase, Aktivierung,
Resorption, Formation und Mineralisation. Die Ruhephase stellt den inaktiven
Knochen dar, der von bone lining cells Uberzogen ist. Die Aktivierungsphase beginnt
beipielweise durch kleine Mikrolasionen oder wechselnden mechanischen
Druckverhéltnissen. Es kommt zu einer Retraktion der bone lining cells. Diese
Retraktion ist wichtig, um die Anheftung von Osteoklasten an die Adhasionsproteine
der Knochenmatrix zu gewahrleisten. Weiterhin schliel3t die Aktivierungsphase die
Rekrutierung von Zellen des Monozyten/Makrophagen Systems,
Differenzierungsvorgdnge von Pro-Osteoklasten sowie der spéteren Fusion zu
Osteoklasten mit ein (ROODMAN 1999). Mit der Differenzierung der Pro- Osteoklasten
zu Osteoklasten und der Anheftung an die endoostale Knochenmatrix beginnt die
Resorptionsphase. Durch die Integrin-vermittelte Adh&sion der Osteoklasten und
Knochenmatrix, kommt es zur Fusion der in Osteoklasten enthaltenen intrazellularen
Vesikel mit der osteoklastdren Plasmamembran. Diese faltet sich daraufhin zum
sogenannten Birstensaum (ruffled border). Es stellt die resorptive Einheit der
Osteoklasten dar (VAANANEN und HORTON 1995). Die Osteoklasten sezenieren
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hierbei die bereits genannten Proteine und lonen d.h. TRAP 5b, Cathepsin K und
Wasserstoffionen zur Auflosung der organischen und anorganischen Knochenmatrix
(DELAISSE et al. 2003). Unter den Osteoklasten bildet sich eine sogenannte
Howship’s Lakune. Die Resorptionsphase nimmt ca. 2-4 Wochen des gesamten
Remoldingprozess in Anspruch (CLARKE 2008). Durch die Resorptionsvorgange
werden in der Knochenmatrix an Proteine gebundene Wachstumshormone wie IGF-1
freigesetzt, die zu einer vermehrten Osteoblastenproduktion und deren
Differenzierung fihren. Die Resorptionsphase wird durch die Apoptose der
mehrkernigen Osteoklasten beendet (REDDY 2004). Die nun vorhandene
Resorptionslakune beinhaltet einige mononukleare Zellen wie Monozyten, Osteozyten
aber auch Pro-Osteoblasten, die in die Formationsphase Ubergehen. Der genaue
Mechanismus des Ubergangs der Knochenresorptionphase zur Phase der Formation
ist noch nicht genau bekannt. Es werden hier neben Wachstumshormen wie IGF-1
bestimmte Matrixproteine, wie Transforming growth factor-g (TGF-B) angenommen,
die die Knochenresorption durch Osteoklasten durch Inhibition der RANKL Produktion
in Osteoblasten verringern (BONEWALD und MUNDY 1990). Die anschlielende
Knochenformationsphase dauert ca. 4 bis 6 Monate. Pro-Osteoblasten produzieren
anfanglich bone morphogenic proteins (BMP). Spéatere Osteoblasten synthetisieren
neues Kollagen und fillen die Lakunen mit neuem Osteoid wieder auf. Die
Mineralisation erfolgt erst 30 Tage nach Osteoideinlagerung (FERNANDEZ-
TRESGUERRES HERNANDEZ-GIL et al. 2006). Altere Osteoblasten gehen in
Apoptose oder differenzieren sich zu bone lining cells oder Osteozyten, die mithilfe
von gap junctions miteinander kommunizieren. Nach Ablauf der Mineralisationsphase
und der Bildung von bone lining cells, die sich Gber das neue Osteoid legen, schlief3t

die Ruhephase an. Der Remodeling-Prozess ist beendet.
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Abbildung 2: Remodeling-Zyklus modifiziert nach Fernandez-Tresguerres
Hernandez-Gil et al. (2006): Schematische Darstellung.

Knochenresorption und Knochenformation stehen unter physiologischen Bedingungen
im Gleichgewicht. Kommt es durch bestimmte Faktoren zu einer gesteigerten
Osteoblastengenese oder einer verminderten Osteoklastenproduktion, fihrt dies zu
einer gesteigerten Knochenmasse, die auch als Osteopetrose bezeichnet wird. Im
Gegensatz dazu resultiert eine gesteigerte Osteoklastenaktivitat oder eine verminderte
Osteoblastenaktivitat in einer Verringerung der Knochenmasse und kann letztlich zur

Osteoporose mit erhdhter Frakturneigung fihren (COHEN 2006).

Elektrolythaushalt und hormonelle Regulation

Calcium und Phosphat sind die Hauptbestandteile des Knochens und machen
zusammen fast 65% des Knochengewichtes aus. 99% des Gesamtcalciums im Kdorper
sind im Knochen in Form von Hydroxylapatitit Caio (PO4)s(OH)2 oder in Form anderer
amorpher Salze (nicht kristallin) wie CaHPO4 fixiert. Die restlichen 1% des Calciums

bewegen sich im intra- und extrazellularen Raum, wobei dieses nochmal in drei
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verschiedene Formen unterteilt werden muss. Hiervon sind 50% ionisiertes Calcium,
9% bilden Calciumkomplexe (Ca-Citrat, Ca-Lactat, Ca-Bicarbonat) und 41% des
Calciums sind an Plasmaproteine gebunden (HALL und GUYTON 2010). Nur das
ionisierte Calcium steht dem Korper frei zur Verfigung und ist in zahlreichen
Prozessen wie Muskelkontraktionen und der Blutgerinnung involviert. Phosphat wird
dagegen im Knochen zu 85% gespeichert (HALL und GUYTON 2010). 14 - 15% des
Phosphats befinden sich im Intrazellularraum und nur 1% in der extrazellularen
Flissigkeit. Auch hier liegt Phosphat in zwei verschiedenen Formen vor:
Orthophosphat und Pyrophosphat. Welches der beiden Uberwiegt, ist jeweils vom pH-
Wert des Blutes abhangig. Fur die Messungen aus dem Blut spielt dies jedoch keine
Rolle, da sie als Gesamtphosphat bestimmt werden (HALL und GUYTON 2010).
Neben den Elektrolyten Calcium und Phosphat ist Magnesium mit 67% im Knochen
gespeichert. Es findet sich zu 1% im Extrazellular- und zu 99% im Intrazellularraum.
Ebenso wie Calcium liegt Magnesium im extrazellularen Raum als ionisiertes
Magnesium (55%), an Protein gebundenes Magnesium (20 - 30%) oder als Komplex
(15 - 25%) vor (BATEMAN 2012).

Extrazellulares Calcium und Phosphat werden durch Hormone wie Vitamin D,
Parathormon (PTH) und fibroblast growth factor 23 (FGF 23) streng reguliert
(GONCIULEA und BEUR 2015). Parathormon (PTH) und Calcitriol (1,25-
Dihydroxyvitamin Ds) sind die Hauptregulatoren in der Calciumhoméostase und
sorgen flr eine intestinale Reabsorption, renale Exkretion und Austausch zwischen
extrazellularem Raum und Knochen. PTH ist in der Lage, das freie ionisierte Calcium
,Minute zu Minute“ zu kontrollieren wohingegen das Calcitriol dieses von ,Tag zu Tag"
macht (KANEKO et al. 2008). PTH gehdort zu den Peptidhormonen bestehend aus 84
Aminosauren und wird in den Hauptzellen der Parathyroidea gebildet und sezeniert
(HABENER und POTTS, JR 1978). Kommt es zum Abfall der Calciumkonzentration,
wird dies von sogenannten calcium sensing receptors (CaSr) der Parathyreoidea
erfasst und regulatorisch daraufhin vermehrt PTH sezeniert (GRANT et al. 1990). Als
ein Inhibitor der PTH Sekretion gilt das aktive Vitamin Dz (Calcitriol). Durch die Bindung
an den Vitamin D-Rezeptor (VDR) der Parathyroidzellen kommt es zur Hemmung der
Transkription der Gene fur PTH (SILVER et al. 2002). Somit wirkt Calcitriol Gber einen
negativen Rickkopplungs- (Feedback)mechanismus auf die PTH-Sekretion, da PTH
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in der Niere zu einer verstarkten Calcitriolsynthese fuhrt. Ein weiterer wichtiger
Stimulator der PTH-Sekretion ist neben der Hypocalcamie eine Hyperphosphatamie,
die allerdings héaufig Folge einer niedrigen Calciumkonzentration ist. PTH hat direkten
Einfluss auf den Knochen und die Niere sowie indirekt auf den Darmtrakt, um die
Blutkonzentration von Calcium konstant zu halten. In der Niere fuhrt es zu einer
vermehrten tubuldren Reabsorption mit verminderter renaler Calciumausscheidung
(DIBARTOLA 2012). Genau umgekehrt verhélt es sich hier mit dem Phosphat.
Phosphat wird unter Parathormoneinfluss vermehrt renal ausgeschieden
(GONCIULEA und BEUR 2015). Weiterhin steigert PTH in der Niere die Umsetzung
von Vitamin D Metaboliten in das aktive 1,25-Dihydroxyvitamin Dz (Calcitriol). Da der
Knochen ein Hauptreservoir fur Calcium und Phosphat darstellt, spielt die Wirkung von
PTH auf den Knochen eine essentielle Rolle in der Mineralhomdostase. Die Wirkung
von PTH auf den Knochen lauft biphasisch ab. Eine Steigerung der
Plasmakonzentration von ionisiertem Calcium wird durch eine anfangliche ,schnelle”
Phase und einer darauffolgenden ,langsamen® Phase herbeigefuhrt. Die erste Phase
wird durch die Bindung von PTH an Rezeptoren der Osteoblasten eingeleitet. Hier wird
durch die Rezeptor-Ligand Interaktion eine Calciumpumpenaktivierung von
Osteoblasten/Osteozyten angenommen, die eine Verschiebung des Calciums aus der
sogenannten Knochenflissigkeit ,bone fluid“ in den Extrazellularraum gewahrleistet
(PARFITT 1986; HALL und GUYTON 2010). Der spatere ,langsame* Effekt von PTH
beruht auf der Aktivierung der Osteoklasten, die eine vermehrte Knochenresorption
induzieren und somit Calcium und Phosphat bereitstellen. Die Aktivierung der
Osteoklasten erfolgt wie bereits vorher beschrieben durch das OPG/RANKL/RANK -
System.
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Abbildung 3: Modifiziert nach Quarles (2008): Regelkreis der PTH/ 1,25-
Dihydroxyvitamin Ds-Achse zur Regulation der Calciumhomdoostase

Abklrzungen: D = Vitamin D; PTH = Parathormon

Interessanterweise hat PTH nicht nur einen katabolen Effekt auf den Knochen,
sondern je nach Dauer der Anwendung auch einen anabolen Effekt (FROLIK et al.
2003; DATTA und ABOU-SAMRA 2009). Somit wird PTH heutzutage sogar zur
Osteoporosetherapie eingesetzt. Es wurde festgestellt, dass eine kontinuierliche
Infusion von PTH zu Knochenverlust fihrt, im Gegensatz zu einem intermittierenden
Einsatz von PTH, der eher in einer Steigerung der Knochendichte resultiert. Als
Mechanismus des anabolen Effekts von PTH wird eine gesteigerte
Osteoblastendifferenzierung und verminderte Osteoblastenapoptose vermutet (QIN et
al. 2004).

Obwohl PTH auch einen Einfluss auf die Phosphat-Homo6ostase hat, gilt es nicht als
Hauptregulator des Phosphat-Haushaltes. Diese  Funktion wird dem

Fibroblastenwachstumsfaktor 23 (fibrobast growth factor 23, FGF 23) zugeordnet. Es
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wird von Osteozyten als auch von Osteoblasten als Antwort auf eine erhéhte
Phosphatkonzentration gebildet (SILVER und NAVEH-MANY 2009). Seine Funktion
liegt in der Hemmung der renalen Phosphat-Reabsorption und der verminderten
Bildung von aktivem Vitamin D. Desweiteren hat FGF 23 einen negativen Einfluss auf
die PTH-Bildung in der Parathyroidea (QUARLES 2012).

Vitamin D

Ein  weiterer wichtiger Regulator der Calciumhomdostase und des
Knochenstoffwechsels ist das Vitamin D (Calciferol), genauer die aktive Form, das
1,25-Dihydroxycholecaliferol (Calcitriol oder 1,25-Dihydroxyvitamin D) (HALL und
GUYTON 2010). Vitamin D wird zu den Steroidhormonen gezahlt, da es einen
Cholesterolring enthalt. Es kann tber die Nahrung in Form von Vitamin D2 oder D3
aufgenommen oder in der Haut zu Vitamin D3 (Cholecalciferol) synthetisiert werden.
Dieses geschieht durch die Exposition von Ultraviolett (UV)-B Strahlen auf 7-
Dehydrocholesterol. Diese Synthese in der Haut gilt im Allgemeinen fur die
Humanmedizin sowie in der Veterinarmedizin fir Omnivore und Herbivore. Eine Studie
beim Schaf konnte die Vitamin Ds Produktion in der Haut nach Lichtexposition
beweisen (HIDIROGLOU und KARPINSKI 1989). Hunde und Katzen zeigen dagegen
eine insuffiziente Vitamin D3 Synthese in der Haut und mussen Vitamin D3 allein Ubers
Futter aufnehmen (HOW et al. 1994). Das aufgenommene oder synthetisierte
Cholecaliciferol (Vitamin Ds) muss weiter metabolisiert werden. Der erste Schritt ist die
Konvertierung zu 25-Hydroxycholecalciferol (25-Hydroxyvitamin D, 25-OH-Vitamin D
oder Calcidiol) in der Leber. 25-Hydroxyvitamin D selbst wirkt sich negativ auf diesen
Konvertierungsschritt aus (negatives feedback), so dass es selbst die Konzentration
im Plasma reguliert. 25-Hydroxyvitamin D ist das Hauptprodukt, welches im Plasma
zu finden ist. Es besitzt eine Halbwertzeit von 15 Tagen (JONES 2008). Die aktive
Form des Vitamin D wird aber erst in der Niere synthetisiert. Hier erfolgt eine
Hydroxylierung im proximalen Tubulus von 25- Hydroxycholecaliferol zu 1,25-
Dihydroxycholecalciferol. Dieser  Schritt wird von PTH reguliert. Bei
Nierenerkrankungen kommt es somit zur Verminderung der aktiven Form. Neben der

Wirkung von PTH wird die 1,25-Dihydroxycholecalciferolsynthese von weiteren
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Faktoren wie Calcium, Phosphat, Calcitonin, fibroblast growth factor 23 und auch von
1,25-Dihydroxycalciferol selbst reguliert (LEHMANN und MEURER 2010).

Calcitriol spielt durch den Einfluss auf den Darm und die Niere eine grof3e Rolle in der
Calcium- und Phosphathomdostase. Im Darm sorgt es fur eine vermehrte Aufnahme
von Calcium und Phosphat durch die Enterozyten. In der Niere kommt es durch
Vitamin D zu einer gesteigerten Reabsorption von Calcium und Phosphat aus dem
glomerularen Filtrat (KUMAR et al. 2012). Calcitriol sorgt zudem im Zusammenspiel
mit PTH fur eine gesteigerte Reabsorption von Calcium aus dem Urin. Im Zuge dessen

ist Calcitriol in der Lage die Expression von PTH zu inhibieren.

Da Vitamin D eine solche Wirkung auf die Calcium- und Phosphathomoostase hat,
besitzt es auch groRRen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und somit die
Knochenstabilitat. Vitamin D ist wichtig fur die physiologische Knochenentwicklung, da
es die Produktion verschiedener Proteine stimuliert, die von Osteoblasten sezerniert
werden, wie Osteocalcin, Osteopontin, alkalische Phosphatase und RANKL (LIAN et
al. 1989; ANDERSON et al. 2010). Eine Studie konnte zeigen, dass Osteoblasten
selbst in der Lage sind, 25-Hydroxyvitamin D (Calcidiol) zu 1,25-Dihydroxyvitamin D
(Calcitriol) umzusetzen. Somit kénnen Osteoblasten autokrin die
Osteoblastendifferenzierung und ihre Funktion beeinflussen (ATKINS et al. 2007).
Calcitriol sorgt unter anderem fur die Differenzierung von Stromazellen zu
Osteoklasten (Osteoklastengenese) (BALDOCK et al. 2006).

Ein Vitamin D-Mangel kann durch die verminderte Calciumabsorption aus dem Darm
zu einem sekundaren Hyperparathyreodismus und durch die dadurch sekundar
bedingte verminderte Mineralisation des Knochen letztendlich zu einem
Knochenmasseverlust und somit zur Osteoporose mit erhdhter Frakturneigung fiihren
(LIPS und VAN SCHOOR 2011a).

Neben den Einflissen auf den Knochenstoffwechsel hat Vitamin D durch die
Expression von Vitamin D-Rezeptoren auf anderen Organen zahlreiche weitere
Funktionen. Beispielweise spielt Calcitriol eine Rolle in der Expression von
Insulinrezeptoren (MAESTRO et al. 2003) oder hat immunmodulatorische Funktionen
(HAYES et al. 2003).
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2.2 Osteoporose

2.2.1 Definition

Die Osteoporose beschreibt eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine
niedrige Knochenmasse und veranderte Mikroarchitektur des Knochengewebes
charakterisiert ist. Die daraus resultierende Verschlechterung der Knochenstabilitat
fuhrt zur erhdhten Frakturneigung und stellt eine der weltweit haufigsten Erkrankungen
des éalteren Menschen dar (WHO TECHNICAL REPORT SERIES 1994,
DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014). Von einer manifesten Osteoporose

spricht man, wenn bereits Frakturen als Folge der Osteoporose aufgetreten sind.

Neben dieser Definition findet sich eine weitere giiltige Definition der Osteoporose von
der Weltgesundheitsorganisation (WHO). Diese definiert sich tber die Quantitat auf
Basis der durch Dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) gemessenen Knochendichte
der Lendenwirbelsdule und/oder des Femur. Als BezugsgrofRe dient hier der
sogenannte T-Score, der die Differenz des gemessenen Wertes zur mittleren
Knochendichte junger, gesunder bis zu 30 Jahre alter Frauen oder Manner in
Standardabweichungen angibt (WHO TECHNICAL REPORT SERIES 1994). Liegt der
T-Score mehr als 2,5 Standardabweichungen unter dem statistischen Mittelwert der
Knochendichte junger gesunder Menschen, ist dies als Osteoporose definiert. Laut
den DVO- Leitlinien 2014 und der WHO st diese Definition nur fir postmenopausale
Frauen sowie fir Manner jenseits des 50. Lebensjahres gultig (DACHVERBAND
OSTEOLOGIE e.V. 2014). Nach der International Society for Clinical Densitometry
(ISCD, 2004) sollte die Beurteilung der Knochendichte fur jingere Frauen und Manner
sowie fur Kinder durch den sogenannten Z-Score ermittelt werden. Hierbei wird die
gemessene Knochendichte mit Mittelwerten einer gleichen Altersgruppe und gleichen
Geschlechts verglichen (WRITING GROUP FOR THE ISCD 2004).
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Normale Knochendichte T-Score > -1

Osteopenie T-Score<-1und>-25

Osteoporose T-Score <-2,5

Manifeste Osteoporose T-Score < - 2,5 und Fragilitatsfrakturen

Tabelle 1: Osteoporose-Definition anhand des T-Score in Standardabweichungen
nach Weltgesundheitsorganisation (1994).

Die Definition einer Osteoporose mittels T-Score ist erst nach Ausschluss anderer
Erkrankungen, die mit einer Knochenmineralgehaltsverminderung einhergehen giltig.
Ein T-Score von < - 3 ist definitionsgemald keine Osteoporose, sondern eine
Osteomalazie (DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014).

Die Diagnose kann somit nur im klinischen Kontext gestellt werden.

2.2.2 Klinisch und sozial-6konomische Bedeutung der
Osteoporose

Die klinische Bedeutung der Osteoporose liegt insbesondere im erhdhten Auftreten
von Frakturen. Durch die spontan auftretenden Frakturen leiden die Betroffenen unter
anderem an akuten, aber auch chronischen Schmerzen. Hinzu kommen haufig

schlechte Heilungstendenzen des osteoporotischen Knochens.

Typischerweise treten osteoporotische Frakturen an Brust- und Lendenwirbel, Huifte,
proximaler Femur (Femurhals, Trochanter- Region), proximaler Humerus und distalen
Radius auf (COOPER 2010). Insbesondere die Huftfrakturen kdnnen mit ernsthaften
Folgen und einer verminderten Lebensqualitdt einhergehen (COOPER 1997).
Interessanterweise treten die nichtvertebralen Frakturen Uberwiegend sturzbedingt
auf, wohingegen die Wirbelkdrper schon durch Alltagstatigkeiten frakturieren kénnen
(COSTA et al. 2013).

Die funktionelle Einschrdnkung und Schmerzbelastung fihrt zu einer verminderten
Lebensqualitat der Patienten (LIPS und VAN SCHOOR 2005). Es lasst sich zudem
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eine erhohte Mortalitdt bei Patienten mit manifester Osteoporose nachweisen
(JOHNELL et al. 2004; MORIN et al. 2011).

Neben den sozialen Einschrankungen spielt die Osteoporose auch dkonomisch eine
grofRe Rolle, da durch eine erhdhte Anzahl an Frakturversorgungen hohe Kosten fur
das Gesundheitssystem entstehen. Eine im Jahr 2007 publizierte Studie gab an, dass
sich die jahrlichen Gesamtkosten, die durch die Diagnose, Therapie und
Langzeitversorgung der Osteoporose entstehen auf 5,4 Mrd. Euro belaufen. Mehr als
die Halfte davon (3,0 Mrd. Euro) sind alleine auf die stationére Frakturversorgung
zurUckzufuhren. Auch die anderen Kategorien wie Langzeitpflege und Medikamente
nehmen einen beachtlichen Stellenwert mit jeweils jahrlichen Kosten von 894 Millionen
Euro bzw. 791 Millionen Euro ein (HAUSSLER et al. 2007). Eine weitere Studie
analysierte fir das Jahr 2009 verschiedene Frakturtypen und die daraus
resultierenden Kosten. Hier lagen die jahrlichen Krankenhauskosten bei ca. 2,4 Mrd.
Euro im stationéren Bereich, wobei 860 Millionen Euro (36%) auf die Behandlung von

Osteoporose zuriickzufihren waren (BLEIBLER et al. 2014).

Eine Longitudinalstudie konnte bei Frauen mit diagnostizierter Osteoporose weitere
Co- Erkrankungen nachweisen, die mit einem erhdhten Frakturrisiko einhergehen.
Dazu zahlten unter anderem Hypercholesterinamie, Hypertension und
Krebserkrankungen. Eine statistisch hohe Assoziation zwischen der vorliegenden
Grunderkrankung und dem Auftreten von Frakturneigungen wurde bei Patientinnen mit
Morbus Parkinson oder Multipler Sklerose beobachtet (DENNISON et al. 2012). Bei
diesen Erkrankungen lasst sich das haufige Auftreten von Frakturen durch eine

krankheitsbedingte erhohte Sturzgefahr erklaren.

2.2.3 Risikofaktoren

Es gibt eine Vielzahl von Faktoren, die eine Osteoporoseentwicklung und das
Auftreten von Frakturen und somit einer manifesten Osteoporose beglnstigen. Die
Risikofaktoren lassen sich in Allgemeine Risiken, Risiken durch spezielle
Grunderkrankungen und Frakturrisiken durch medikamentése Therapie unterteilen
(DACHVERBAND OSTEOLOGIE 2014). Die Definition eines klinischen Risikofaktors
nach DVO-Leitlinien besagt, dass in prospektiven Studien ein mindestens 1,5-fach
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erhohtes Risiko fir mindestens einer der folgenden osteoporotischen
Frakturlokalisation  (Wirbelkorperfrakturen, Huftfrakturen,  Oberarmfrakturen,
Unterarmfrakturen) erwiesen wurde (DACHVERBAND OSTEOLOGIE 2014).

Diese wichtigsten Risikofaktoren sind nachfolgend tabellarisch dargestellt.

Allgemeine Risiken Alter, Geschlecht, familiare Pradisposition,
Sturzneigung, Immobilitat, Genussmittel
(Alkohol, Nikatin), Untergewicht, Ernahrung
(Vitamin D- und Calciummangel,
Homozysteinmangel, Folsaure- und Vitamin
B12-Mangel, Vitamin K-Mangel)

Risiken durch spezielle Grunderkrankungen Cushing-Syndrom, priméarer
Hyperparathyreodismus,
Wachstumshormonmangel bei
Hypophyseninsuffizienz, Hypogonadismus,
Hyperthyreose, Diabetes mellitus Typ | + Typ
Il, Rheumatoide Arthritis

Risiken durch medikamentdse Therapie Glukokortikoide, GnRH-Agonisten und —
Antagonisten, Antidepressiva,
Thiazolidindionen, Heparin,

Immunsuppressiva, Schleifendiuretika

Tabelle 2: Risikofaktoren, die eine Osteoporose und osteoporotisch-bedingte
Frakturen begtnstigen.

Abklrzung: GnRH = Gonadotropin releasing hormone

Wichtige Risikofaktoren, die auch im Kontext dieser Arbeit von Bedeutung sind,

werden im Abschnitt: Osteoporoseformen néher erlautert.
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2.2.4 Epidemiologie

Osteoporose stellt eine weltweit haufige Erkrankung dar. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation leiden mehr als 75 Millionen Menschen in Europa, Japan
und den USA an dieser metabolischen Erkrankung (WHO TECHNICAL REPORT
SERIES 1994). Im globalen Vergleich zeigen Europa und Amerika mit einer Pravalenz
von 51% den grof3ten Anteil einer diagnostizierten manifesten Osteoporose (JOHNELL
und KANIS 2006). Das Risiko an einer Fraktur infolge einer Osteoporose zu erkranken
liegt laut WHO in den Industriestaaten zwischen 30 und 40% (WHO SUMMARY
MEETING REPORT 2007).

Die Osteoporose-Pravalenz in Deutschland ist in einigen Studien untersucht worden.
Hierbei sollte beachtet werden, dass die Studien sich durch verschiedene
Erhebungsmethoden, Altersgruppen und Populationen unterscheiden, so dass die

Angaben variieren kénnen.

Eine altere Studie von 2007 (HAUSSLER et al. 2007), die Daten aus dem Jahr 2000
bis 2003 ausgewertet hat, gibt an, dass 7,8 Millionen Menschen mit einem Alter tber
50 Jahren in Deutschland an Osteoporose erkrankt sind. Die errechnete Pravalenz fur
Osteoporose wird hier insgesamt mit 26% angegeben. Fir Frauen ist diese signifikant
hoher als fur Manner des gleichen Alters (39% vs. 9,7%). Die Studie zeigt, dass ab

dem 75. Lebensjahr 6 von 10 Frauen an Osteoporose leiden.

In einer retrospektiven Analyse (2006 - 2009) einer deutschen gesetzlichen
Krankenkasse (Techniker Krankenkasse) wurden die Daten beziglich bereits
diagnostizierter Osteoporose, osteoporotischer Frakturen oder Arzneimittelverordnung
spezieller Medikamente gegen Osteoporose bei Frauen und Mannern ab einem Alter
von > 50 Jahren ausgewertet. Die entsprechenden Daten wurden auf die
Gesamtbevdlkerung in Deutschland hochgerechnet und die Pravalenz und Inzidenz
der Osteoporose geschatzt. Im Jahr 2009 litten 14% der Versicherungsnehmer
(240,657 von 1,7 Millionen Versicherungsnehmern) an Osteoporose. Die
geschlechtsspezifische Pravalenz lag bei Frauen um die 24% und bei M&annern um die
6%. Auf die Gesamtbevolkerung Deutschlands Ubertragen sind somit 6,3 Millionen
Menschen an Osteoporose erkrankt. Die Inzidenz wird in dieser Studie mit 2,1% pro

Jahr angegeben. Das bedeutet, dass schatzungsweise jedes Jahr 885.000 Menschen
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eine Osteoporose entwickeln. Die Haufigkeit des Auftretens von Frakturen lag im
Beobachtungszeitraum bei 52%. Viele davon waren Mehrfachfrakturen (HADJI et al.
2013).

In einer Umfrage des Robert-Koch-Instituts gaben rund 15% der Frauen ab einem Alter
von 50 Jahren und 6% der Manner dieser Altersgruppe eine diagnostizierte
Osteoporose an. Die Lebenszeitpravalenz von Frauen lasst einen Anstieg von 8% (50
bis 64 Jahre) auf 21% im Alter Uber 65 Jahre verzeichnen (ROBERT-KOCH-INSTITUT
2012).

Bei den genannten Studien sollte beachtet werden, dass die Préavalenzanalyse sich
nur auf bereits arztlich diagnostizierte Osteoporosen bezieht. Somit werden nicht
erkannte Osteoporose-Falle nicht erfasst. Insgesamt zeigen die genannten Studien
eine hohere Pravalenz der Osteoporose bei Frauen als bei Mannern.

Eine aktuelle Studie konnte jedoch zeigen, dass auch Manner eine hohe Pravalenz
haben, an Osteoporose zu erkranken und diese haufig nur unzureichend diagnostiziert
wird (HAASTERS et al. 2015). Es handelt sich hierbei um eine prospektive Studie tGber
2 Jahre, in der Frauen > 50 Jahre und Manner > 60 Jahre aufgrund von osteoporose-
typischen Frakturstellen stationér behandelt wurden. Bei diesen Patienten erfolgte eine
Diagnostik nach DVO-Leitlinie. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass eine wesentlich
hohere Osteoporosepravalenz von 57% vorliegt als bereits angenommen.
Interessanterweise waren 56,2% der Frauen und 59% der Manner betroffen. Somit
konnte bei Mannern gemessen am bundesdeutschen Kollektiv eine 10fach hdhere
Pravalenz festgestellt werden. Die Studie zeigte weiterhin, dass Manner > 60 und
Frauen > 50 Jahren mit Frakturen das gleiche Risiko haben, begleitend an
Osteoporose erkrankt zu sein. Eine Osteoporoseabklarung sollte somit bei Mannern
mit Frakturen gleichermalRen durchgefiihrt werden wie bei postmenopausalen Frauen
(HAASTERS et al. 2015).

2.2.5 Formen der Osteoporose

Die Osteoporose lasst sich anhand ihrer Atiologie in eine priméare und sekundére Form
unterteilen. Die primare Osteoporose wird klassischerweise in eine postmenopausale

und senile Osteoporose eingeteilt. Beide Formen der priméren Osteoporose werden
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auch als Involutionsosteoporose bezeichnet, da sie Folge einer physiologischen
Atrophie im Alterungsprozess sind (RIGGS und MELTON 1986). Die haufigste Form
stellt die postmenopausale Osteoporose (Typ-I-Osteoporose) dar. Eine mittlerweile
immer haufiger gebrauchliche Klassifikation erfolgt anhand der Knochenumbaurate
(turnover) in eine High-turnover-Osteoporose und Low-turnover-Osteoporose
(PIETSCHMANN und PETERLIK 1999). Eine High-turnover-Osteoporose beschreibt
eine gesteigerte Knochenumbaurate mit erhéhter Knochenresorption wie es bei der
postmenopausalen Osteoporose infolge eines Ostrogenmangels vorkommt. Man
spricht hier auch vom ,fast-loser“-Typ mit schnellem Verlust von Knochenmasse. Im
Vergleich dazu stellt die Low-turnover-Osteoporose die Folge vor allem einer
verminderten Knochenformation dar. Der Knochenmasseverlust wird als ,slow-loser-
Typ bezeichnet. Dieser Typ tritt vor allem bei Mannern und Frauen im héheren Alter (>
65 Jahren) auf und wird deshalb auch zu der senilen Osteoporose (Typ-lI-
Osteoporose) gezahlt. Diese Einteilung hat insbesondere in der Therapieentscheidung
einen grol3en Stellenwert eingenommen. Die idiopathische juvenile Osteoporose und
idiopathische Osteoporose junger Erwachsener stellt neben der

Involutionsosteoporose eine seltenere Form der primaren Osteoporose dar.

2.2.5.1 Typ-1-Osteoporose oder postmenopausale Osteoporose

Die postmenopausale Osteoporose stellt die héaufigste Osteoporoseform dar und
entsteht hauptsachlich durch eine verminderte Ostrogenproduktion. Aber auch Manner
kobnnen an Typ-l-Osteoporose durch eine verminderte Sexualhormonproduktion
(Ostrogen, Testosteron) erkranken. Ostrogene und Testosteron sind die
Hauptregulatoren des Skelettwachstums und dessen Reifung. Diese (insbesondere
Ostrogene) bewirken in der Pubertat zusammen mit Gonadotropin releasing hormon
(GnRH) und Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) eine extreme Zunahme der
Knochendichte und sorgen bei Mannern und Frauen zum Erreichen der maximalen
Knochendichte (peak bone mass) (RIGGS et al. 2002). Das Knochendichte- Maximum
ist in der Regel bis zum 30. Lebensjahr erreicht. Ab diesem Zeitpunkt kommt es mit
zunehmendem Alter wieder zu einer Abnahme der Knochendichte. Die maximale
Knochendichte sowie das Alter, in dem es zum stetigen Absinken der Knochendichte
kommt, ist abh&ngig von genetischen und nutritiven Faktoren (VICENTE-RODRIGUEZ
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et al. 2008). Spatestens ab dem 50. Lebensjahr kommt es zu einer deutlich
gesteigerten Knochenresorption. Bei Frauen zeigt sich eine Beschleunigung des
Knochenverlustes um den Zeitpunkt der Menopause aufgrund des rapiden
Ostrogenabfalls, welcher insbesondere den trabekuldaren Knochen Dbetrifft
(MANOLAGAS 2000a; COMPSTON 2009), wahrend sich bei Mannern die
Geschlechtshormonproduktion nur sehr langsam vermindert. Eine Studie konnte
dennoch zeigen, dass kastrierte Manner einen erhohten Knochendichteverlust &hnlich
wie bei der postmenopausalen Osteoporose der Frau aufweisen (STEPAN et al.
1989). In der ersten Phase der Menopause verlieren Frauen etwa 20 - 30% des
trabekularen und 5 - 10% des kortikalen Knochens (RIGGS et al. 2002). Nach dieser
Periode stellt sich bei Frauen eine langsame kontinuierliche Phase des
Knochenverlustes ein, die auch bei alteren Mannern zu beobachten ist (RIGGS et al.
1998). Gemessene Serummarker im frilhen postmenopausalen Stadium zeigen eine
gesteigerte Knochenresorption von 90% mit einer Knochenformationsrate von 45% an.
Die Steigerung im Knochen- turnover infolge eines Ostrogenmangels deutet auf eine
Imbalance im Remodeling- Prozess hin (GARNERO et al. 1996a).

Fur die Interaktion zwischen Ostrogenen und Knochenstoffwechsel exprimieren
Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten folgende Ostrogenrezeptoren (ER): ER-
a und ER-B . Hierbei spielt vor allem der ER-a eine wichtige Rolle fur den
Knochenstoffwechsel (BARKHEM et al. 1998). Ostrogene sorgen im physiologischen
Knochenstoffwechsel durch Wechselwirkung der entsprechenden Zellen fir eine
verminderte Knochenresorption und gesteigerte Knochenformation. Dabei agieren
diese unterschiedlich je nach Lokalisation des Rezeptors. Ostrogenrezeptoren auf
reifen Osteoklasten sorgen durch Ligand-Rezeptor-Bindung fir eine gesteigerte
Apoptose. Die Ostrogen-induzierte Stimulation von Osteoblasten regt nicht nur die
Knochenformation an, sondern hemmt auch die Osteoklastengenese, da Ostrogen zu
einer vermehrten Sekretion von Osteoprotegerin (OPG) in Osteoblasten fuhrt. OPG
verhindert als Decoy-Rezeptor die Interaktion zwischen RANKL und RANK und somit
die Induktion des Signalweges fur die Ausdifferenzierung von Osteoklasten (KHOSLA
2001; LERNER 2006; MCNAMARA 2010). Bei postmenopausalen Frauen konnte eine
Uberexpression von RANKL nachgewiesen werden, was zu einer verminderten

Knochendichte aufgrund gesteigerter Resorption fuhrte. Die RANKL Expression pro
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Zelle zeigte in dieser Studie eine positive Korrelation mit Knochenresorptionsmarkern
wie C-terminales Telopeptid (CTX) und N-terminales Telopeptid (NTX) sowie eine
negative Korrelation mit 17B—Ostradiol (EGHBALI-FATOURECHI et al. 2003). Eine
andere Studie stellte eine positive Korrelation zwischen OPG- Serum Konzentration,
B-Ostradiol und der Knochendichte dar. (ROGERS et al. 2002). Der Einfluss von
Ostrogenen auf die Knochenformation ist jedoch noch nicht restlos bekannt. Es wird
weiterhin angenommen, dass ein Mangel an Ostrogenen zu einer verminderten
Expression von Transforming growth factor- (TGF-) und IGF-1 in Osteoblasten fuhrt
und somit eine verminderte Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten
stattfindet (ERNST et al. 1989). Ostrogene stimulieren zudem die Expression von
Kollagen Typ |, so dass es bei einem Ostrogenmangel zur verminderten Produktion
von extrazellularer Matrix kommt (ERNST et al. 1989). Desweiteren ist bekannt, dass
Ostrogene die Apoptose von Osteoblasten hemmen (MANOLAGAS 2000a). Weiterhin
sind Zytokine, wie das Interleukin 6 (IL 6) zu nennen, die eine Rolle in der Entstehung
der postmenopausalen Osteoporose spielen, da diese durch Androgene und
Ostrogene  reguliert  werden. Interleukin 6 ist ein  Aktivator der
Osteoklastendifferenzierung und somit  verantwortlich fir eine erhéhte
Knochenresorption. Die Sexualhormone sind in der Lage die Gentranskription von IL
6 zu hemmen und somit eine vermehrte Osteoklastenaktivitat zu verhindern. Kommt
es infolge einer Gonadenunterfunktion zur verminderten Ostrogen- und Androgen-
Konzentration, fuhrt dies zu einer Hochregulation von IL 6 und somit zu einem
gesteigerten Knochenverlust (MANOLAGAS 1995).

Neben dem Ostrogenmangel, der die Hauptursache der postmenopausalen
Osteoporose spielt, tragen weitere Verdnderungen, die mit dem Alter in
Zusammenhang stehen zur Knochenminderung bei. Ebenso entscheidend sind die im
Text erwdhnten nutritiven und genetischen Faktoren, die Uber das Ausmald der
Knochenresorption entscheiden. Es ist zu beachten, dass die Ubergange von der

postmenopausalen Osteoporose in die senile Osteoporose flieRend sein kénnen.
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2.2.5.2 Typ-lI-Osteoporose oder senile Osteoporose

Die senile Osteoporose entwickelt sich nach der Einteilung von Riggs und Melton
(RIGGS und MELTON 1986) nach dem 70. Lebensjahr, wobei Manner und Frauen
gleichermal3en betroffen sind. Im Gegensatz zur postmenopausalen Osteoporose, die
durch den rapiden Ostrogenabfall eher zum Verlust des trabekularen Knochen fiihrt,
ist die senile Osteoporose durch Abnahme der Knochendichte in beiden Anteilen
(Kortikal und Trabekular) gekennzeichnet (SEEMAN 2003). Die Knochendichte zeigt
hier im Vergleich zur Typ-I-Osteoporose eine langsame, progressive Abnahme
(DUQUE und TROEN 2008). Mit steigendem Alter kommt es zu einer signifikanten
Abnahme der Knochenformation bei bestehender Knochenresorption. Neben den
Einfluissen der verminderten Sexualhormonkonzentration, die bereits vorher
beschrieben worden ist, spielen noch andere Pathomechanismen zur Entstehung der
senilen Osteoporose eine Rolle. Die senile Osteoporose ist ein Ergebnis aus der
Kombination von verédnderten Zell- und Hormonaktivitidten sowie nutritiven Faktoren
(DUQUE und TROEN 2008).

Einen wesentlichen Aspekt in der Pathogenese spielt dabei der Vitamin D-Mangel der
alteren Bevolkerung. Eine Studie konnte zeigen, dass bei einem verwendeten
Grenzwert (cut-off-Wert) fur 25-OH-Vitamin D von < 25 nmol/l alleine in Europa 2 -
30% der Erwachsenen und sogar 80% der alteren Menschen ein Defizit aufweisen
(LIPS 2007). Laut einer Studie liegt in Deutschland die Préavalenz eines Vitamin D-
Defizits zwischen 15 - 30% (ZITTERMANN 2010). Wichtige Ursachen fur die
Entwicklung eines Vitamin D-Mangels sind zum einen die geringe Sonnenexposition
und zum anderen die mangelhafte Aufnahme Uber die Nahrung. Interessanterweise
zeigen auch gewisse Lebensgewohnheiten einen Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt
im Korper. So konnte nachgewiesen werden, dass Frauen aus Landern wie der Turkei,
Jordanien und dem Libanon aufgrund des Tragens traditioneller Kleidung, d.h. dem
vollstandigen Bedecken aller Korperteile, signifikant haufiger gegenuber westlich
gepragten Frauen einen Vitamin D-Mangel aufweisen (ALAGOL et al. 2000;
GANNAGE-YARED et al. 2000; MISHAL 2001). Es konnte zudem in Bezug auf die
senile Osteoporose gezeigt werden, dass é&ltere Menschen eine eingeschrankte
Produktion von Provitamin Ds in der Haut haben (MACLAUGHLIN und HOLICK 1985).
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Ebenso erniedrigt sich im Alterungsprozess die renale Funktion, was zu einer
verminderten Metabolisierung des Vitamin D in die aktive Form fuhrt (SLOVIK et al.
1981).

Durch die Hypovitaminose D entsteht aufgrund der verminderten Calciumresorption
ein sekundarer Hyperparathyreodismus. Hierbei kommt es als Gegenregulation zur
Hypocalcamie zu einer vermehrten Sekretion von Parathormon (PTH). PTH bewirkt
eine verstarkte Aktivierung von 1,25-Dihydroxycholecalciferol in der Niere und sorgt
somit wieder fur eine verstarkte Calciumabsorption. Ein Nebeneffekt des PTH ist
allerdings auch die Steigerung der Knochenumbaurate, welche mit einem erhdhten
Knochenverlust, insbesondere des kortikalen Knochen, einhergeht (LIPS 2001). Daftr
spricht auch eine weitere Studie, die anhand von gesteigerten Resorptions- und
Formationsmarkern im Serum bei gleichzeitig erhéhten PTH einen gesteigerten
Knochenumbau mit einhergehenden Knochenverlust bei Patienten mit Vitamin D-
Defizit zeigen konnte (SAHOTA et al. 1999). Weiterhin finden sich Studien, die sogar
den jahreszeitlichen Verlauf von PTH und Vitamin D widerspiegeln. So findet man
beispielweise am Ende des Winters hohe Konzentrationen von PTH gegentber dem
Ende des Sommers, wo niedrige Konzentrationen vorliegen (LIPS et al. 1983; KRALL
et al. 1989).

Neben den genannten hormonellen und nutritiven Einflussen auf die Genese der
senilen Osteoporose spielen noch zellulare Mechanismen eine Rolle. Hierbei kommt
es wahrend des Alterungsprozesses zur vermehrten Differenzierung mesenchymaler
Stammzellen zu Adipozyten und weniger zu Osteoblasten. Infolge dessen kommt es
zu einer verminderten Anzahl an Osteoblasten, die der Knochenformation und dem
Remodeling zur Verfigung stehen (GIMBLE et al. 2006).

Die hier aufgezéhlten Mechanismen zur Entstehung einer senilen Osteoporose zeigen,
dass es sich wie bei den anderen Osteoporoseformen eher um eine multifaktorielle

Erkrankung handelt.

2.2.5.3 |diopathische Osteoporose

Die idiopathische Osteoporose wird nochmal in eine juvenile idiopathische

Osteoporose und eine idiopathische Osteoporose junger Erwachsener unterteilt. Der
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Begriff beschreibt eine Osteoporoseform, die entweder im Kindesalter bis zum
Erreichen der Pubertét (juvenil) oder bei Frauen und Mannern zwischen Pubertat und

Funktionsminderung der Gonaden (junger Erwachsener) auftritt.

Die juvenile idiopathische Osteoporose ist selten und tritt in der Regel bei Kindern vor
dem Erreichen der Pubertat auf. Die Ursache ist bislang ungeklart und kann sowohl
Madchen als auch Jungen betreffen. Fur die Diagnose missen kongenitale Formen,
die eine erhohte Frakturneigung begilnstigen, wie die Osteogenesis imperfecta,
ausgeschlossen werden. Desweiteren muss ein Ausschluss haufiger sekundarer
Ursachen, die eine Osteoporose auslésen konnen erfolgen. Hierzu zahlen vor allem
endokrine Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Cushing-Syndrom, gastrointestinale
Erkrankungen, die mit Malabsorption einhergehen sowie andere Ursachen wie
Immobilisation (KRASSAS 2000; LORENC 2002). Die juvenile Osteoporose zeichnet
sich durch eine verminderte Knochenformation insbesondere im trabekuléaren
Knochen aus (RAUCH et al. 2002).

Die idiopathische Osteoporose junger Erwachsener ist wie die juvenile Osteoporose
eine Ausschlussdiagnose. In der Regel sind sekundare Ursachen wie
Endokrinopathien, Glukokortikoid-Gabe, Alkoholismus oder Anorexia nervosa fir die
Osteoporose verantwortlich (KHOSLA et al. 1994; PERIS BERNAL 2010). Es scheint
keine Geschlechtspraferenz vorzuliegen. Auch wenn die genaue Pathogenese der
idiopathischen Osteoporose unklar ist, vermutet man eine beeintrachtigte
Osteoblastenfunktion. Es liegen Studien vor, die bei Mannern mit idiopathischer
Osteoporose signifikant erniedrigte Plasmakonzentrationen von IGF-1 im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe zeigen. Insbesondere konnte eine positive Korrelation
zwischen IGF-1 Plasmakonzentration und der Knochendichte von Wirbel- und
Unterarmknochen festgestellt werden (LJUNGHALL et al. 1992). Es konnte weiterhin
eine Assoziation zwischen niedrigen IGF-1 Plasmaspiegeln und einem spezifischen
Allel auf dem IGF-1 Gen detektiert werden, so dass eine hereditdre Komponente
angenommen werden muss (ROSEN et al. 1998). Eine weitere Studie stellte fest, dass
Manner mit einer idiopathischen Osteoporose eine verminderte Expression von

Ostrogen-Rezeptor a-Proteinen auf Osteoblasten und Osteozyten zeigen (BRAIDMAN
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et al. 2000). Auch dieses kommt als primare Ursache infrage, so dass der Begriff

idiopathisch moéglicherweise bald abgeldst wird.

2.2.5.4 Sekundare Osteoporose

Die sekundare Osteoporose kann durch eine Vielzahl von bestimmten Erkrankungen,
Stoffwechselstorungen oder iatrogen durch Medikamente ausgeldst werden. Diese
Form der Osteoporose ist fur Manner von grof3ter Bedeutung, wahrend bei der Frau

die postmenopausale Osteoporose im Vordergrund steht.

Endokrinopathien Cushing-Syndrom, Hyperthyreose,
Hypogonadismus, Hyperparathyreodismus,
Diabetes mellitus

latrogen-medikamentds Heparin, GnRH-Analoga, Glukokortikoide

Mangelernéhrung Malabsorption, Anorexia nervosa, Mangel

an Vitamin D, C, K, Calcium

Maligne Erkrankungen Myelo- und lymphoproliferative
Erkrankungen, Plasmozytom, skelettale

Metastasierung

Hereditéare Bindegewebserkrankungen Osteogenesis imperfecta, Marfan-Syndrom,

Ehlers-Danlos-Syndrom

Sonstiges Immobilisierung, Alkohol, Nikotin

Tabelle 3: Ursachen fir eine sekundare Osteoporose nach Bieglmayer (2012) und
Schulte (1997). Abkirzung: GnRH = Gonadotropin releasing hormone

Aufgrund des Themas der vorliegenden Arbeit wird insbesondere auf die
Glukokortikoid-induzierte Osteoporose und im spateren Kapitel auf den
Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und dem Knochenstoffwechsel als

Ursache flr eine sekundéare Osteoporose eingegangen.
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2.2.5.4.1 Glukokortikoid-induzierte Osteoporose

Die Glukokortikoid-induzierte Osteoporose stellt die haufigste Form der sekundéren
Osteoporose dar und ist somit einer der wichtigsten Risikofaktoren flir Osteoporose-
bedingte Frakturen (LANGE und MULLER-LADNER 2007).

Die erhdhte Exposition mit Glukokortikoiden kann sowohl endogen als auch exogen
erfolgen, wobei der medikamentdse Einsatz von Glukokortikoiden die Hauptursache
fur eine sekundare Osteoporose darstellt (LANGE und MULLER-LADNER 2007;
WARRINER und SAAG 2013). Glukokortikoide finden aufgrund ihrer
immunsuppressiven und antiinflammatorischen Wirkung grof3en Einsatz in der
Humanmedizin. Haufige Erkrankungen, bei denen Glukokortikoide eingesetzt werden,
sind die chronische obstruktive Atemwegserkrankung (COPD), rheumatoide Arthritis
oder inflammatory bowel disease (IBD) (WALSH et al. 1996). Weltweit nehmen ca. 1%
der Bevolkerung Glukokortikoide zu sich (ADLER 2010). Einige Studien konnten
zeigen, dass die Therapie mit Glukokortikoiden abhéngig von der Dosis und dem
Zeitraum der Anwendung zu einem erhghten Frakturrisiko fihrt. Schon bei niedrigen
oralen Dosen von 2,5 mg Prednisolon pro Person und Tag steigt das Frakturrisiko
(VESTERGAARD et al. 2005). Langzeittherapien mit 10 mg Prednisolon taglich fur
mehr als 90 Tage konnen das Risiko von Huftfrakturen um das 7-fache, das von
Wirbelkorperfrakturen sogar auf das 17-fache erhéhen (WEINSTEIN 2012). Da
nachgewiesenermalien der trabekulare Knochen starker betroffen ist als der kortikale
Knochen, erscheint es nicht verwunderlich, dass insbesondere Wirbelkdrper und Hufte

aufgrund anatomischer Gegebenheit ein hohes Frakturrisiko aufweisen (LAAN 1993).

Glukokortikoide zeigen eine biphasische Wirkung auf den Knochenstoffwechsel.
Studien konnten zeigen, dass insbesondere in den ersten 3-12 Monaten der
Knochendichteverlust besonders ausgepragt ist. Dies geht vor allem mit einer
Verminderung der Knochenquantitat einher. In dieser Phase liegt eine gesteigerte
Knochenresorption (,fast-loser®) und eine verminderte Knochenformation vor. Die
anschlieBende Phase ist gepragt von einer verminderten Mineralisierung des
Knochens, was Einfluss auf die Knochenqualitat hat. Das Frakturrisiko steigt somit
schon bereits in den ersten 3 Monaten der Glukokortikoidtherapie drastisch an (VAN
STAA et al. 2000).
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Eine endogene Erhéhung der Kortisolplasmaspiegel wird durch das Cushing-Syndrom
ausgelost. Hierdurch kommt es entweder durch ein Hypophysenadenom induziert zu
einer erhoéhten hypophyséren Ausschittung von Adrenocorticotrophes Hormon
(ACTH) und somit zu einer vermehrten Kortisolsekretion der Niebennierenrinde (Zona
fasciculata) oder durch ein Adenom in der Nebennierenrinde selbst. Obwohl endogene
Erkrankungen wie das Cushing-Syndrom seltener als die Medikamenten-assoziierte
Form als Ursache fur eine Glukokortikoid-induzierte Osteoporose auftreten, ist zu
beachten, dass auch das Cushing-Syndrom laut einer Studie mit einem funffach
erhdhten Frakturrisiko eingehergeht (TOTH und GROSSMAN 2013).

Insgesamt handelt es sich bei der Entstehung der Glukokortikoid-induzierten
Osteoporose um ein multifaktorielles Geschehen. Der wohl wichtigste pathologische
Effekt von Glukokortikoiden ist die Induktion einer Dysfunktion der Osteoblasten.
Moderate Dosen von Glukokortikoiden sind der Lage, die Ausdifferenzierung der
Vorlauferzellen in reife Osteoblasten zu inhibieren und somit sekundar die
Kollagensynthese zu hemmen (PATSCHAN et al. 2001; Van Staa, T. P. 2006). Dies
geschieht durch die Destabilisierung von B-Catenin des Wnt/B-Catenin Signalwegs,
der eine Schlusselrolle in der Osteoblastengenese spielt (SMITH und FRENKEL
2005b). Des Weiteren konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Glukokortikoide
einen proapoptotischen Effekt auf Osteoblasten haben (O'BRIEN et al. 2004). Im
physiologischen Knochenstoffwechsel sorgen Osteoblasten fur die Regulierung der
Osteoklastengenese Uber das OPG/RANK/RANKL-System. Glukokortikoide sind in
der Lage, die Osteoprotegerin (OPG) Expression zu verringern und somit einen
stimulierenden Einfluss auf die Osteoklastengenese auszuiben. Ein weiterer
stimulierender Effekt auf die Knochenresorption ist die Uberexpression von receptor
activator of NF-kB Liganden (RANKL) auf Osteoblasten, welches wiederum eine
gesteigerte Osteoklastengenese begtinstigt (SIVAGURUNATHAN et al. 2005). Neben
den Osteoblasten zeigen auch Osteozyten eine erhdohte Apoptoserate infolge der
Einwirkung von Glukokortikoiden. Gerade der Verlust der Osteozyten fuhrt zu einer
verschlechterten Mikroarchitektur und letztendlich zur erhdhten Frakturneigung
(MANOLAGAS 2000b).
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Des Weiteren haben Glukokortikoide einen negativen Effekt auf den
Geschlechtshormonstatus bei Frauen und Mannern, indem diese die Produktion von
FSH (Follikel-stimulierendes Hormon) und somit sekundar die Ostrogenproduktion
inhibieren. Bei Mannern kommt es weiterhin zu einer Verminderung der
Testosteronproduktion (VAN STAA 2006). Im physiologischen Stoffwechsel haben
Ostrogene einen hemmenden Einfluss auf die Osteoklastengenese, vermindern die
knochenresorbierende Aktivitdt von isolierten Osteoklasten und hemmen die
Produktion verschiedener Zytokine (z.B. IL 6) (PIETSCHMANN und PETERLIK 1999).
Fallt dieser Stimulus weg, kommt es wie bei der postmenopausalen Osteoporose zum

vermehrten Knochenabbau.

Ein weiterer negativer Effekt der Langzeit-Behandlung mit Glukokortikoiden ist die
Beeinflussung der Calciumhomdostase durch eine verminderte renale Reabsorption
von Calcium in den Nierentubuluszellen. Der genaue Mechanismus ist noch unklar
(REID und IBBERTSON 1987). Ebenso kommt es zu einer verminderte
Calciumabsorption aus dem Darm, wobei auch hier der Mechanismus nicht vollstéandig
geklart ist (PATSCHAN et al. 2001). Es wurde in einer Studie gezeigt, dass durch
Vitamin D-Substitution die Calcium-Malabsorption im Darm von Patienten, die mit
Glukokortikoiden behandelt worden sind, reversibel ist. Das lasst vermuten, dass
Glukokortikoide keinen direkten Effekt auf die Mukosa des Darms haben, sondern
dosisabhangig eine Stérung des Vitamin D-Metabolismus hervorrufen und somit
sekundar zu einer verminderten Absorption von Calcium aus dem Darm fihren (KLEIN
etal. 1977). Welchen Einfluss Glukokortikoide auf den Vitamin D-Metabolismus haben,
wird in Studien kontrovers diskutiert. Ergebnisse weniger Studien konnten zeigen,
dass die Langzeitanwendung von Glukokortikoiden mit einer Verringerung der 25-
Hydroxyvitamin D-Konzentration im Serum einhergeht (CHESNEY et al. 1978;
SEARING et al. 2010). Im Gegensatz dazu konnte eine Studie bei Mannern unter
Kurzzeittherapie mit Prednisolon eine geringgradige Erhéhung des aktiven Vitamin D
(Calcitriol) feststellen (HAHN et al. 1981).

Glukokortikoide haben zudem einen stimulierenden Effekt auf die PTH-Synthese und
-Sekretion in der Parathyroidea (PERALDI et al. 1990). Studien konnten ebenfalls

zeigen, dass nicht unbedingt eine PTH-Erhéhung im Serum infolge einer Therapie mit

35



Literaturibersicht

Glukokortikoiden erfolgen muss, sondern es gleichzeitig zu einer erhéhten PTH-
Sensitivitat des Knochens kommt (PAZ-PACHECO et al. 1995). Dies kann mit einer
Glukokortikoid-induzierten ~ Steigerung  der  PTH-Rezeptor-Expression  der
Osteoblasten begrindet werden (PATSCHAN et al. 2001).

Glukokortikoide

g A { ‘
|
‘ IL/-/ﬁ\'\/J __

Caz*Reabsorptlonl PTH T
PTH- Sensrcl\rltatT

Synthese und Sekretlon Ca?* Absorption l

von Sexualhormonen l
Apoptosis T Proliferation T
Metabolismus Resorption
Proliferation i Osteoblasten 1 Osteoklasten

‘ Osteoporose ‘

Abbildung 4: Modifiziert nach Patschkan et al. (2001). Wirkungsweisen
endogener/exogener Glukokortikoide im Knochenstoffwechsel. Niere, Schilddruse,
Darm und Knochen sind jeweils griin, orange, rosa bzw. blau dargestellt.

Schatzungsweise erleiden 50% aller Patienten unter Langzeittherapie mit
Glukokortikoiden eine Fraktur (WARRINER und SAAG 2013). Somit wird deutlich,
welchen negativen Einfluss Glukokortikoide auf den Knochenstoffwechsel haben und
dass insbesondere bei alteren Patienten praventive Mal3Bhahmen zum Schutz vor

Osteoporose ergriffen werden sollten.
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2.3 Interaktion zwischen Knochen- und
Energiestoffwechsel

Diabetes mellitus, insbesondere Diabetes mellitus Typ Il ist eine haufige metabolische
Erkrankung mit weltweit steigender Pravalenz (HAMANN et al. 2012). Es sind
zahlreiche sekundare Komplikationen wie Angiopathien oder Neuropathien infolge
eines Insulinmangels (Diabetes mellitus Typ 1) oder einer Insulinresistenz (Diabetes
mellitus Typ 1) bekannt. Auch der Knochenstoffwechsel erscheint hiervon sekundar
betroffen, da unabhangig von Diabetestyp eine erhdhte Frakturneigung besteht
(AHMED et al. 2006; VESTERGAARD et al. 2009). Diabetes mellitus gehort somit zu
den eine sekundare Osteoporose auslésenden Endokrinopathien. Interessanterweise
zeigen die beiden Diabetes-Typen eine unterschiedliche Auswirkung auf die
Knochenstabilitat. Diabetes mellitus Typ | geht vor allem mit einer erniedrigten
Knochendichte (BMD) einher. Da dieser Typ haufig im jungen Alter vorkommt, kommt
es zu einer erniedrigten Knochenformation und Osteoblastenaktivitat wahrend des
Wachstums und somit zu einer niedrigen maximalen Knochendichte (peak bone mass)
(WEBER et al. 1990; HOFBAUER et al. 2007). Dahingegen ist die Knochendichte
(BMD) beim Diabetes mellitus Typ Il zwar normal bis sogar erhoht, jedoch zeigen die
Patienten eine schlechtere Knochenqualitdt, was wiederum die Frakturneigung
begilnstigt (VESTERGAARD et al. 2009). Ein wichtiger Faktor fir die Entstehung eines
Typ Il Diabetes ist die Adipositas. Adipositas und Dyslipidamie stellen entscheidende
Risikofaktoren fur den Krankheitskomplex des metabolischen Syndroms dar, was mit
einer erhodhten Insulinresistenz und somit mit einem Diabetes mellitus Typ I
einhergehen kann (LOBO 2008).

Die zugrunde liegenden Pathomechanismen zwischen Diabetes mellitus,
metabolischem Syndrom, niedriger Knochendichte und erhéhter Frakturneigung sind
noch nicht vollstandig geklart (HAMANN et al. 2012). Ein wichtiger Faktor stellt das
Ostrogendefizit der postmenopausalen Frau dar, denn neben den positiven Effekten
auf den Knochenmetabolismus regulieren Ostrogene zudem den Energiehaushalt.
Ostrogendefizite filhren zu erhohten Mengen an intraabdominalem Fett,
Glukoseintoleranz und Insulinresistenz (LOUET et al. 2004; KAAJA 2008). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass ein Vitamin D-Mangel durch Regulation der Calcium- und
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Phosphathomdostase nicht nur zu einer Mineralisationsstorung im Knochen fihrt,
sondern insbesondere durch den hervorgerufenen Calciummangel auch Einfluss auf
die Insulinsekretion und Ansprechbarkeit im insulinabh&ngigen Gewebe hat
(MAESTRO et al. 2000; MUSCOGIURI et al. 2012). In den letzten Jahren konnte man
verschiedene Molekile ausfindig machen, die fur die Interaktion von Knochen- und
Energiestoffwechsel weiterhin verantwortlich sind. Es wurde schon langer
angenommen, dass Insulin einen anabolischen Effekt auf Osteoblasten besitzen
muss, da Patienten mit Diabetes mellitus Typ | eine verminderte Knochenformation im
Gegensatz zu Typ Il Diabetes Patienten zeigen. Jedoch ist der Einfluss von
Glukosetoxizitat und anderen Diabetes- assoziierten Komplikationen wie Angiopathien
nicht bekannt (HOFBAUER et al. 2007).

Eine wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang das Osteocalcin. Es handelt sich
um ein nicht-kollagenes Protein, welches von Osteoblasten spezifisch gebildet wird
und in der extrazellularen Matrix flr die Anlagerung von schwerl6slichen
Hydroxylapatit verantwortlich ist. Hierzu muss Osteocalcin carboxyliert werden.
Aufgrund des Grades der Carboxylierung kann man neben Osteocalcinfragmenten,
zwei verschiedene Formen unterscheiden: das carboxylierte Osteocalcin, welches in
die Knochenmatrix eingelagert wird und als inaktiv gilt oder die untercarboxylierte
Form. Diese untercarboxylierte Form (auch als decarboxylierte Form bezeichnet) des
Osteocalcin gilt als aktive Form (SHAO et al. 2015). Ein Kkleiner Teil des
untercarboxylierten Osteocalcin wird in die Zirkulation abgegeben und ist endokrin tatig
(HAUSCHKA et al. 1989; GONCIULEA und BEUR 2015). Osteocalcin galt aufgrund
der spezifischen Produktion durch Osteoblasten lange nur als Marker der
Knochenformation. Allerdings konnte durch Mausmodelle, wie bei Osteocalcin—
defizitaren M&usen gezeigt werden, dass ein Osteocalcin-Mangel zu Adipositas,
verminderter Proliferation von B-Zellen im Pankreas, einer Glucose—Intoleranz sowie
Insulinresistenz fuhrt (LEE et al. 2007).

Es ist bekannt, dass Osteoblasten Insulin-Rezeptoren (InsR) exprimieren (FULZELE
et al. 2010; CLEMENS und KARSENTY 2011). Durch Studien an Mausen mit
defizitdrem Insulin-Rezeptor (InsR) der Osteoblasten konnten weitere Nachweise fir

die Interaktion zwischen Knochen- und Energiemetabolismus erbracht werden. Diese
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Mause zeigten eine verminderte Insulinsekretion, verminderte Insulinsensitivitat und
beeintrachtigte Glukosetoleranz. Die Mause waren adipés und im Serum lief3 sich eine
niedrige Konzentration von decarboxylierten Osteocalcin nachweisen (FERRON et al.
2010). Schlussfolgernd zeigt sich somit, dass Insulin an Osteoblasten eine vermehrte
Osteocalcinaktivitdat bewirkt mit Einfluss auf die Glukose-Homoostase.
Interessanterweise fand die Arbeitsgruppe heraus, dass eine gesteigerte
Osteocalcinaktivitat auch die osteoklastare Knochenresorption und deren Regulation
durch Osteoblasten beeinflusst. Defizitare InsR—Mause zeigten in der Studie eine
ausgepragte Verminderung des Knochenresorptionsmarkers C-terminales Kollagen
Crosslinks (CTX). Dies lasst auf einen Zusammenhang zwischen Insulin, Osteoblasten
und Knochenresorption schlieen. In der gleichen Studie konnte bei Insulinrezeptor—
defizitaren Mausen eine zweifach hohere Konzentration an Osteoprotegerin (OPG),
das als Inhibitor der Osteoklastengenese fungiert, gezeigt werden (FERRON et al.
2010). Insulin hat somit Einfluss auf die Knochenresorption. Die Knochenresorption
spielt in Zusammenhang mit der Osteocalcinaktivierung eine wichtige Rolle, da ein
niedriger pH-Wert in den Resorptionslakunen des Knochens fur die Decarboxylierung
von Osteocalcin notwendig ist. Nur das decarboxylierte (untercarboxylierte)
Osteocalcin gelangt in den Kreislauf und ist endokrin tatig. Entsprechend dem
niedrigen oder hohen Insulinsignal an Osteoblasten kommt es zu einer

resorptionsabhangigen- Hemmung oder Steigerung des Glukose-Metabolismus.
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Abbildung 5: Modifiziert nach Clements und Karsenty (2011): Interaktion zwischen
Knochen- und Energiestoffwechsel. Insulin bewirkt Gber den Insulinrezeptor (InsR) an
Osteoblasten eine Hemmung der Osteoprotegerin (OPG)-Expression. Dadurch kann
RANKL weniger durch OPG gebunden werden und aktiviert somit die Resorption durch
Osteoklasten. Wasserstoffionen stromen in die Resorptionslakunen ein und senken
den pH-Wert. Dadurch wird das carboxylierte, inaktive Osteocalcin in die aktive
decarboxylierte Form Uberfuhrt. Die aktive Form gelangt in den Kreislauf und stimuliert
die Insulinsekretion durch B-Zellen des Pankreas und erhdht die Insulinsensitivitat.
Abk: OPG: Osteoprotegerin, InsR: Insulinrezeptor, RANKL.: receptor activator of NF-
kB ligand, OC: Osteocalcin.

Ein weiteres wichtiges Hormon, das in diesem Zusammenhang eine Rolle spielt, ist
das Leptin. Leptin gilt als Inhibitor des Insulin-Osteocalcin-Regelkreis (GONCIULEA
und BEUR 2015). Es wird vorwiegend von Adipozyten exprimiert und sorgt fur eine
Appetitziigelung bei ausreichendem Fettdepot und somit fur die Regulierung des
Fettstoffwechsels bei Mensch und anderen Saugetieren. Neben dieser Aufgabe wirkt
es als Regulator der Knochenformation durch einen komplexen Mechanismus uber

das zentrale Nervensystem. Hierbei wird die Wirkung des sympathischen
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Nervensystems auf den adrenergen Rezeptor (B2-Rezeptoren) der Osteoblasten
durch Leptin gesteuert (TAKEDA et al. 2002). Hohe Mengen Leptin sorgen fir eine
verminderte Knochenformation mit gleichzeitig vermehrter Expression von RANKL,
das eine vermehrte Osteoklastendifferenzierung zur Folge hat (ELEFTERIOU et al.
2005). In Ergdnzung dazu, konnten Studien an Leptin-defizitiren Mausen einen

Hypogonadismus und gesteigerte Knochendichte zeigen (DUCY et al. 2000).

Neben einigen Tiermodellen konnte auch in humanmedizinischen Studien eine
negative Korrelation zwischen decarboxylierten Osteocalcin und Body Mass Index
(BMI), Insulinresistenz, Insulinsekretion, Leptinkonzentration, Triglyzeridkonzentration
und Glukosekonzentration festgestellt werden (KINDBLOM et al. 2009; HWANG et al.
2009; SALEEM et al. 2010). Weiterhin konnten niedrige Osteocalcinwerte bei Diabetes
Typ 1l Patienten gefunden werden (KANAZAWA et al. 2011).

Das Skelettsystem wirkt somit durch eine Form des Osteocalcins als endokrines Organ
und spielt eine entscheidende Rolle im Energiemetabolismus. Dies gilt insbesondere
fur den Glukosestoffwechsel durch den positiven Effekt auf die 3-Zell- Proliferation,
Insulinsekretion und Insulinsensitivitat (SHAO et al. 2015).

2.4 Diagnostik

Der Dachverband Osteologie (DVO) empfiehlt in seinen Leitlinien von 2014 die
Durchfiihrung einer Basisdiagnostik bei postmenopausalen Frauen und Mannern ab
dem 60. Lebensjahr, die sogenannte niedrig traumatische Frakturen, Krankheiten, bei
denen das Frakturrisiko unmittelbare therapeutische Konsequenzen hat sowie ein
erhohtes Frakturrisiko durch Risikofaktoren nach DVO aufweisen. (DACHVERBAND
OSTEOLOGIE e.V. 2014). Eine weitere Empfehlung fir die Durchfihrung einer
Basisdiagnostik wird fir Frauen ab dem 60. Lebensjahr und Mé&nner ab dem 70.
Lebensjahr gegeben, die bestimmte Faktoren aufweisen wie Rauchen, Immobilitat,
hochdosierte Gabe von Glukokortikoiden (inhalativ) oder einen Diabetes mellitus Typ
II. Laut DVO Leitlinien sollten generell Frauen ab dem 70. Lebensjahr sowie Manner
ab dem 80. Lebensjahr aufgrund des ab diesem Alter erhdhten Frakturrisikos einer
Basisdiagnostik unterzogen werden (DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014).
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Die Basisdiagnostik basiert auf einer ausfuhrlichen Anamnese, dem klinischen Befund,
einer Osteodensitometrie sowie einem Basislabor. Es kdénnen ggf. auch andere
bildgebende diagnostische Mittel bei klinischen Hinweisen auf osteoporotische
Wirbelkorperfrakturen angewendet werden.

Die ausfuhrliche Anamnese sowie die klinische Evaluation kann anhand bestimmter
Symptomatik (Schmerzen in der Wirbelsaule, ,Tannenbaumphanomen® d.h. typische
durch Verminderung der Korpergrof3e auftretende Hautfaltung am Rucken) schon
Hinweise auf eine Osteoporose geben. Die Anamnese ist zudem fur die Interpretation
labormedizinischer Resultate auch in Bezug auf andere Grunderkrankungen

unerlasslich.

2.4.1 Knochendichtemessung (Osteodensitometrie)

Nach der Osteoporosedefinition der WHO empfehlen die Leitlinien des
Dachverbandes Osteologie 2014 eine Knochendichtebestimmung mittels Dual-energy
x-ray absorptiometry (DXA) (DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014). Beim DXA
handelt es sich um ein rontgenologisches Verfahren zur Bestimmung der
Kdrperzusammensetzung. Das Messprinzip beruht auf der Anfertigung zweier
Aufnahmen mit unterschiedlicher Rdntgenenergie, wobei man sich die
gewebeabhéngige Resorption verschiedener Wellenlangen zunutze macht. Mit Hilfe
eines Detektors werden die wieder ankommenden Rontgenstrahlen erfasst und mit
einer entsprechenden Computer-Software verarbeitet. Uber die charakteristische
Abschwachung der Rontgenstrahlen lasst sich eine Aussage Uber die Gewebeart
(Knochen, Muskel- und Fettgewebe) treffen. Durch Subtraktion des Weichteilgewebes
(Muskel- und Fettgewebe) wird das Skelett als Flache abgebildet und das Ergebnis als
,bone mineral density“ (BMD) = Masse pro Flache (g/cm?) angegeben (GUGLIELMI et
al. 2011). Weitere Parameter, die die Software in diesem Zuge erstellt sind: ,bone
mineral content® (BMC) in g, Kérperfettanteil in % und Muskelmasse in g. Neben der
Messung des Gesamtkorpers konnen fur die Analyse durch Projektion bestimmter
Skelettanteile die ,Region of Interest” (ROIs) festgelegt werden. Empfohlene Messorte

fur die Diagnose der Osteoporose sind die Lendenwirbelsaule (LWS und hier die
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Lendenwirbel L1-L4) und der proximale Femur (Gesamtfemurregion ,total hip“)
(DACHVERBAND OSTEOLOGIE e.V. 2014).

Der BMD wird in Bezug auf die Standardabweichung als T- oder Z-Score ausgedriickt.
Der T-Score beschreibt die Abweichung des Messwertes vom Mittelwert einer
standardisierten Gruppe von jungen Erwachsenen zwischen 20 - 30 Jahren in Bezug
auf die maximale Knochendichte (GUGLIELMI et al. 2011). Der Normalbefund liegt bei
einem T-Score von 0 bis - 1 Standardabweichungen (siehe Definition Osteoporose).
T-Score-Werte von - 2,5 und darunter sind als eindeutig pathologisch und somit als
Kriterium der Osteoporose anzusehen. Der Z-Score gibt die Abweichungen des BMD
des Patienten zum Mittelwert einer alters- und geschlechtsangepassten Population
wider. Der Z-Score sollte demnach vor allem fir die Beurteilung der Knochendichte
von jungeren Frauen und Mé&nnern sowie fur Kinder angewendet werden (Writing
Group for the ISCD 2004).

Die Vorteile in der DXA-Messung liegen in der niedrigen Strahlendosis, geringem
Kostenaufwand, einfacher Anwendung und schnellem Ergebnis. Jedoch ist die
fehlende Differenzierung zwischen Kortikalis und Spongiosa wie sie bei anderen
Messtechniken wie der quantitativen Computertomographie (qCT) mdoglich ist, als
Nachteil zu nennen (GUGLIELMI et al. 2011). Eine zusatzliche Limitation ist die
integrale Messung des zu untersuchenden Skelettareals, da nicht immer sicher
unterschieden werden kann ob, verkalkte Strukturen (Lymphknoten, Muskelanteile) in
die Messung mit eingehen (BARTL und GRADINGER 2009).

Neben der Knochendichtebestimmung wird das DXA immer haufiger auch zur
Bestimmung der Kdrperzusammensetzung insbesondere hinsichtlich  der
Fettverteilung angewendet. Es dient hier der Evaluierung des Erndhrungsstatus und
somit auch der Gesundheit, da bekannt ist, dass vor allem abdominale Fettleibigkeit
ein erhohtes Risiko fir Diabetes mellitus Typ Il oder koronare Herzerkrankungen
darstellt (ANDREOLI et al. 2009).

Obwohl die aktuellen DXA-Geréte eine Richtigkeit von 2 - 6% sowie eine Prazision von
1 - 3% aufweisen und sich in der Regel gut fir Kontrollmessungen eignen (BARTL und
GRADINGER 2009), sollte wie bei jedem Messverfahren beachtet werden, dass
Messgenauigkeiten vom Messprinzip und Gerat abhangig sind (BINKLEY et al. 2005).

43



Literaturibersicht

Daher ist die Qualitatssicherung und Kalibrierung von entscheidender Bedeutung, um

eine maglichst gute Wiederholbarkeit zu erreichen.

2.4.2 Basislabor

Das Basislabor dient der Abgrenzung einer sekundaren Osteoporose oder anderen
zugrunde liegenden Osteopathien wie beispielweise der Osteomalazie von der
priméaren Osteoporose. Nach den DVO Leitlinien stellt das Basislabor ebenfalls eine
Uberprifung von Kontraindikationen fir eine medikamentose Therapie dar
(Dachverband Osteologie e.V. 2014).

Zum einfachen Basislabor gehdren folgende Parameter:

Differentialblutbild, Calcium (Serum), Phosphat (Serum), Alkalische Phosphatase
(AP)(Serum), Gamma-GT, Kreatinin-Clearance, Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG),
C-reaktives Protein (CRP), Serumelektrophorese sowie eine fraktionierte
Calciumausscheidung im Urin (SCHULTE 1997; Dachverband Osteologie e.V. 2014).
Diese Parameter sind in der Regel bei der primaren Osteoporose ohne besonderen
Befund (SCHULTE 1997). Anhand des Differentialblutbildes, der CRP-Konzentration,
der Blutsenkungsgeschwindigkeit und der Serumelektrophorese kénnen systemische
Infektionserkrankungen, aber auch Neoplasien wie das Multiple Myelom
ausgeschlossen, bzw. als weniger wahrscheinlich erachtet werden. Die Bestimmung
der Alkalischen Phosphatase (AP) kann auf eine Skeletterkrankung wie Rachitis,
Osteomalazie, Vitamin D-Mangel bedingte Knochenerkrankungen,
Knochenmetastasen oder das Multiple Myelom hinweisen. In Zusammenhang mit
einer Erhdhung der Gamma-GT kann diese auch fir eine hepato-biliare Erkrankung
sprechen (THOMAS 2012). Die Kreatinin-Bestimmung dient der Diagnostik einer

Nierenerkrankung und weist erhéhte Werte bei renaler Osteopathie auf.

2.4.2.1 Elektrolyte

Calcium und Phosphat werden in der Osteoporosediagnostik hauptsachlich zur
Beurteilung einer sekundaren Osteoporose infolge eines Hyperparathyreodismus
(primar/sekundér) bestimmt (Dachverband Osteologie e.V. 2014). Eine Hypercalcadmie

kann in diesem Zusammenhang auf einen primaren Hyperparathyreoidismus aufgrund
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einer Uberproduktion von PTH infolge eines Adenoms der Nebenschilddriise
hinweisen. Das Phosphat liegt hierbei durch den Einfluss des PTH unter dem
Referenzbereich (Hypophosphatamie). Bei einem sekundaren
Hyperparathyreodismus liegt charakteristischerweise eine Hypocalcamie bei
erhohtem PTH-Spiegel vor. Ursache sind vor allem Nierenerkrankungen, die mit einem
Vitamin D-Mangel einhergehen (PREMAOR und COMPSTON 2012). Eine
Hypocalcamie, Hypophosphatamie und erhdhte Alkalische Phosphatase im Serum
sprechen mit hoher Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer Osteomalazie. In den
meisten Fallen der Osteomalazie findet sich eine niedrige Konzentration von 25-
Hydroxyvitamin D und erhdhte PTH-Konzentration im Serum (PREMAOR und
COMPSTON 2012).

Auch andere Erkrankungen, die in Zusammenhang mit dem Knochenstoffwechsel
stehen, kbénnen zu einer Hypercalcamie fuhren und missen abgeklart werden. Hierzu
zahlen inshesondere Neoplasien wie das Multiple Myelom oder auch Metastasen von
Mamma- oder Bronchialkarzinomen. Hierbei kommt es in der Regel zu osteolytisch-
induzierten Hypercalcamien. Eine andere Differentialdiagnose ist eine Vitamin D-
Uberdosierung. Hierbei befindet sich das Phosphat im Referenzbereich oder ist erhoht
(THOMAS 2012).

Neben den beiden Hauptelektrolyten Calcium und Phosphat, ist auch die Bestimmung
von Magnesium beziuglich des Knochenstoffwechsels wichtig. Es konnte
nachgewiesen werden, dass ein Magnesiummangel neben neuromuskularen
Erkrankungen, Insulinresistenz und Eklampsie, ein Faktor fur die Entwicklung von
Knochenstoffwechselerkrankungen wie der Osteoporose ist (ORCHARD et al. 2014).
Im Rattenmodell wurde eine verminderte Osteoblastenfunktion und erhohte
Osteoklastenaktivitat durch einen Magnesiummangel hervorgerufen.

Histomorphologisch konnte ein Knochenverlust detektiert werden (RUDE et al. 2009).

Die Bestimmung von Calcium, Phosphat und Magnesium im Serum dient ebenfalls der
Abschatzung der nutritiven Versorgung und gegebenenfalls notwendigen
Supplementierungen (BRONNER 1994; NORDIN 1997).
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2.4.2.2 Calcium- und Phosphatbestimmung im Urin

Neben der Bestimmung im Serum kann die Calcium/bzw. Phosphatausscheidung im
Urin herangezogen und als Bestandteil der Basisdiagnostik angegeben werden
(SCHULTE 1997). Hierfur wird die Untersuchung von 24h Sammelurin empfohlen
(TOUITOU et al. 2010). Eine Messung aus 2h Sammelurin morgens zwischen 8:00-
10:00 Uhr fur die Bestimmung des Calcium/Kreatinin- Verhaltnisses oder
Phosphat/Kreatinin Clearance ist ebenfalls méglich (THOMAS 2012).

Die tagliche physiologische intestinale Calciumaufnahme entspricht den Mengen, die
Uber Faeces und Urin verloren gehen (COE und FAVUS 1992). Kommt es nun zu einer
gesteigerten Calciumausscheidung im Urin ohne vermehrten Calciumgehalt in der
Diat, konnen folgende Pathomechanismen zugrunde liegen: erhdhte intestinale
Calcium- Absorption, vermehrte Resorption von Calcium aus dem Skelett oder
verminderte renal-tubulare Calcium-Reabsorption. Haufige sekundére Ursachen fur
eine Hypercalcurie stellen beispielweise Vitamin D-Therapien oder der primare
Hyperparathyreodismus dar. Des Weiteren sind genetische Stérungen beschrieben,
die eine verminderte renale tubulare Calcium-Reabsorption verursachen (GIANNINI et
al. 2005). Die renale Phosphatausscheidung kann ebenfalls bestimmt werden. Eine
gesteigerte Phosphatausscheidung entsteht haufig als Folge eines gesteigerten PTH-
Effektes durch einen Hyperparathyreodismus. Die Phosphatausscheidung ist
ansonsten ebenfalls von Nahrungszufuhr, glomerularer Filtrationsrate (GFR) und
tubuléarer Phosphat- Reabsorption abhangig.

2.4.2.3 Hormone

Bei Verdacht auf eine endokrinologische Ursache der Osteoporose sollten
Hormonbestimmungen erfolgen. Liegen Abweichungen in der Calcium- und
Phosphathombostase vor, ist vor allem eine Bestimmung von Vitamin D und
Parathormon indiziert, da beide Hormone als Hauptregulatoren gelten. Eine
Interpretation der Calcium- und Phosphatkonzentrationen ist nur in Zusammenhang

mit diesen Hormonen maoglich (siehe oben).

Die Indikation einer PTH-Bestimmung liegt somit in der Unterscheidung zwischen

Hyperparathyreodismus und anderen Formen der Hypercalcdmie. Zudem wird es bei
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Vitamin D- Mangel bestimmt. Fir die PTH-Bestimmung wird eine Blutentnahme
morgens bis ca. 10:00 Uhr empfohlen, da fur PTH eine leichte Pulsatilitat und eine
zirkadiane Rhythmik mit héheren Werten am Abend beschrieben ist (THOMAS 2012).

Der Vitamin D Status wird mithilfe der 25-Hydroxyvitamin D-Konzentration im Serum
untersucht. Das 25-Hydroxyvitamin D reprasentiert den Gehalt an verfligbarem
Vitamin D fur den Organismus. Eine Bestimmung der aktiven Form 1,25-
Dihydroxyvitamin D ist bei normalen Werten nicht erforderlich (BINKLEY et al. 2006).
Das 25- Hydroxyvitamin D spiegelt die Nahrungszufuhr und die Bildung in der Haut
wieder. Es ist zu beachten, dass die Werte stark individuell (z.B. Alter,
Hautpigmentation) und von 6kologischen Faktoren (z.B. Jahreszeit) abhéangig und
somit schwer mit einer Referenzgruppe vergleichbar sind (MOSEKILDE 2005). Ein
haufig verwendeter Grenzwert fur die Bezeichnung einer Vitamin D-Insuffizienz liegt
bei < 50 nmol/l. Von einen Vitamin D-Defizit wird in der Regel bei Werten < 25 nmol/l
gesprochen (LIPS 2001). Es konnte eine Assoziation zwischen 25- Hydroxyvitamin D-
Werten von < 30nmol/l und sekundaren Hyperparathyreodismus sowie erniedrigtem
Knochenumbau bei alteren Frauen gezeigt werden (OOMS et al. 1995). Es wird eine
morgendliche Blutentnahme aus Serum oder Plasma empfohlen. Nach DVO Leitlinien
sollte eine Vitamin D-Messung bei labordiagnostischen Hinweisen auf eine
Osteomalazie, bei klinischem Verdacht, bei bestimmten Bevolkerungsgruppen sowie
unter Vitamin D-Substitionstherapie erfolgen. Auch Niereninsuffizienzen oder
gastrointestinale Erkrankungen stellen eine Indikation dar (DACHVERBAND
OSTEOLOGIE e.V. 2014).

Hormone wie Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH) zur Diagnostik einer
Hyperthyreose, Follikelstimulierendes Hormon (FSH) fur gonadale Stérungen oder
Cortisol bei Verdacht auf Morbus Cushing kdénnen zum Ausschluss anderer

auslésender Erkrankungen bestimmt werden.

2.4.2.4 Marker des Knochenstoffwechsels

Neben der beschriebenen Basisdiagnostik kbnnen spezifische biochemische Marker

Aufschluss lber die Knochenstoffwechselaktivitat geben. Hierbei handelt es sich um
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Enzyme oder Knochenstoffwechselprodukte, die beim Knochenumsatz entstehen und
in erhohter/bzw.- erniedrigter Konzentration im Serum oder Urin vorliegen. Sie
reflektieren somit die Zellaktivitdt der Knochenformation und -Resorption (CHOPIN et
al. 2012). Knochenmarker sind nicht krankheitsspezifisch (SCHULTE 1997). In der
Osteoporosediagnostik finden sie insbesondere Anwendung zur Beurteilung einer
High-turnover-Osteoporose, gesteigerten Resorption mit fortschreitendem Verlust an
Knochensubstanz  sowie  zur Beurteilung der Knochenbeteiligung bei
Glukokortikoidtherapie. Neben der Diagnostik werden Knochenmarker zunehmend in
der Therapiekontrolle eingesetzt (THOMAS 2012; BIEGLMAYER et al. 2012).
Biochemische = Knochenmarker  werden  weiterhin  beim  Verdacht auf
Osteomalazie/Rachitis zum Monitoring von Dialysepatienten (Vermeiden eines low-
und eines high-turnovers) bestimmt. Weiterhin dienen sie der Abschatzung der

Knochenbeteiligung bei einem Hyperparathyreodismus.

Die biochemischen Marker werden anhand des metabolischen Vorganges, in dem sie
entstehen, eingeteilt. Somit lassen sich Knochenformations- und
Knochenresorptionsmarker unterscheiden. Im folgenden Teil wird insbesondere auf
die Marker eingegangen, die in dieser Studie verwendet worden sind. Andere

Knochenmarker werden kurz dargestellt.
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Marker der Knochenformation

Knochenspezifische alkalische
Phosphatase (BAP)

Enzym, Nebenprodukt der Osteoblasten

Osteocalcin (OC)

Nicht-kollagenes Protein, produziert von
Osteoblasten, auch als Umsatzmarker
bezeichnet

C-terminales Propeptid des Typ |
Prokollagen (PICP)

Produkt von proliferierenden Osteoblasten
und Fibroblasten

N-terminales Propeptid des Typ |
Prokollagen (PINP)

Produkt von proliferierenden Osteoblasten
und Fibroblasten

Marker der Knochenresorption

Kollagene Proteine

Pyridinoline (PYD)

Abbauprodukt des Typ | Kollagen
(auch als Crosslinks bezeichnet)

Desoxypyridinoline (DPD)

Abbauprodukt des Typ | Kollagen

(auch als Crosslinks bezeichnet)

Amino-terminales Telopeptid von Typ |
Kollagen (NTX)

Abbauprodukt des Typ | Kollagen (grof3e
Fraktion)

Carboxy-terminales Telopeptid von Typ |
Kollagen (CTX)

Abbauprodukt des Typ | Kollagen (grof3e
Fraktion)

Nicht-kollagene Proteine

Tatratresistente saure Phosphatase (TRAP
5b)

Enzym, Osteoklasten-Nebenprodukt

Cathepsin K (CatK)

Enzym, Osteoklasten-Nebenprodukt, gilt
auch als Umsatzmarker
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Sonstiges

Sklerostin Antagonist im Wnt-Signalweg, produziert
von Osteozyten, Inhibitor der
Knochenformation

Dickkopf-1 (DKK-1) Antagonist im Wnt-Signalweg, Inhibitor der
Knochenformation

Bone Sialoprotein (BSP) Phosphoriliertes Glykoprotein, Produkt von
Osteoblasten, Odontoblasten und
Osteoklasten-ahnlichen Zellen,
Ausgangspunktmatrix fur
Hydroxylapatitkristalle

Osteonectin (ON) Knochenmineralisation, Kollagenbindung

Osteopontin (OP) Adhasionsmolekil von Osteoklasten an die
Knochenmatrix

Tabelle 4: Modifiziert nach Obermayer-Pietsch (2013) und Seibel (2005). Uberblick
Uber aktuell klinisch eingefihrte Biomarker des Knochenstoffwechsels in der
Humanmedizin.

Es gibt einige neue potentielle Marker, die derzeit aber noch nicht fir die
Routinediagnostik zur Verfigung stehen. In Zukunft jedoch, sollen diese fiir eine noch
bessere Evaluierung der Knochenstoffwechselsituation dienen. Hierbei handelt es sich
beispielhaft um die Marker: B3-Integrin: Adh&sionsmolekil der Knochenmatrix; Runx2:
Marker der osteoblastaren Differenzierung und Klotho: Marker des Calcium-Phosphat
Metabolismus (OBERMAYER-PIETSCH 2013).
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2.4.2.4.1 Marker der Knochenformation

Knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP)

Das von Osteoblasten gebildete membranstéandige Enzym spielt eine wichtige Rolle in
der Osteoidformation und Mineralisation (HARRIS 1990). Die genaue Funktion ist bis
heute jedoch noch unklar. Die knochenspezifische alkalische Phosphatase macht als
Isoenzym etwa 50% der gesamten alkalischen Phosphatase aus (THOMAS 2012).
Indikation zur Bestimmung der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase sind die
Abklarung verstarkter osteoblastarer Aktivitat bei z.B. Frauen mit mehr als 2 Jahren
nach der Menopause, Vitamin D-Mangel, Hyperparathyreodismus, Morbus Paget oder

Knochentumoren.

BAP steigt mit dem Alter signifikant an. In einer Studie konnte ein postmenopausaler
Anstieg von 77% verzeichnet werden (GARNERO und DELMAS 1993). Andere
Studien zeigen einen Anstieg von Knochenformationmarkern inklusive BAP von 37 -
52% postmenopausal, wobei die Marker der Knochenresorption noch héhere Werte
von 79 - 97% aufweisen (GARNERO et al. 1996b). Weiterhin wurden erhéhte BAP
Werte in Korrelation mit einem niedrigen BMD bei postmenopausalen Frauen
beschrieben, die mit einem signifikant erhéhten Frakturrisiko einhergehen (ROSS et
al. 2000). Allgemein fuhren Frakturen (z.B. traumatische Frakturen) zu einer Erhéhung
der knochenspezifischen Phosphatase. Diese Erhdhung kann in Abhangigkeit zur
FrakturgrofRe bis zu 100 Tage lang bestehen. Interessanterweise findet man in den
ersten funf Tagen nach dem Frakturgeschehen leicht erniedrigte Werte (HERRMANN
et al. 1998). Erniedrigte BAP Werte und somit eine verminderte Knochenformation
oder Umbaurate konnten auch bei der Gabe von Glukokortikoiden gezeigt werden
(VAN STRAALEN et al. 1991). Allerdings kommt es hierbei erst nach Wochen der
Therapie zum Absinken der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase (PERETZ
et al. 1996). Insgesamt ist dieser Marker der Knochenformation recht trage.

Aufgrund seines spezifischen Charakters beziiglich der Knochenformation sowie der
relativ einfachen und kostengunstigen Bestimmung (SEIBEL 2000) wird BAP haufig

im Monitoring der Osteoporose und anderen Erkrankungen eingesetzt.
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Osteocalcin

Osteocalcin ist ein nicht-kollagenes Protein und wird auch als bone-y-carboxy-acid-
containing—protein (BGP, bone Gla-Protein) bezeichnet. Es wird von aktiven
Osteoblasten in der Matrix-Mineralisationsphase gebildet und durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol reguliert (THOMAS 2012). Zum grof3ten Teil wird es in die
organische Matrix unter der Abhangigkeit von Vitamin K eingebaut. Geringe Mengen
(20 - 30%) an freiem Osteocalcin gelangen in die Zirkulation und werden dort rasch
proteolytisch abgebaut (PRICE et al. 1980). In der Regel gilt Osteocalcin als
Knochenformationsmarker, jedoch wird es vermehrt als Knochenumbaumarker
bezeichnet. Der Grund liegt darin, dass das freie Osteocalcin aus drei Komponenten
besteht: 1/3 intaktem Osteocalcin, 1/3 grof3e N-terminale Fragmente und 1/3 in Form
von kleinen C-Fragmenten (LEE et al. 2000). Diese Fragmente werden insbesondere
bei resorptiven Prozessen in die Zirkulation abgegeben und sprechen somit auch fir
eine erhohte Knochenresorption. Sind Knochenformation und Knochenresorption
,gekoppelt®, so gilt Osteocalcin (intakt) als Knochenumbaumarker. Im Falle einer
Storung  des Remodeling-Prozesses  wird Osteocalcin (intakt) als
Knochenformationsmarker interpretiert, da es eng mit der Osteogenese verbunden ist
(ZAITSEVA et al. 2015). Osteocalcin gilt ansonsten als ,Spatmarker® der
Osteoblastenaktivitdt (BIEGLMAYER et al. 2012). Erhéhte Serumwerte sind meist
Folge eines vermehrten Knochenumsatzes wie z.B. bei der High-turnover-
Osteoporose, dem primaren Hyperparathyreodismus und Morbus Paget (THOMAS
2012; ZAITSEVA et al. 2015). In Ergdnzung dazu konnte eine Studie anhand
vergleichender knochenhistologischer Messungen der Osteoidmenge zeigen, dass
sich bei Patienten mit verminderter Knochenformation (wie bei einer Low-turnover-
Osteoporose) auch erniedrigte Osteocalcinwerte finden, im Vergleich zur Gruppe mit
normalen oder leicht erh6hten Knochenformation (STRACKE et al. 1987). Somit kann
der Osteocalcinspiegel im Serum Rickschlisse geben, ob es sich um eine ,high
turnover”, wie im Falle einer postmenopausalen Osteoporose oder um einen ,low
turnover® wie bei der senilen Osteoporose handelt. Eine andere Studie konnte jedoch
anhand der Osteocalcinwerte keine signifikanten Veradnderungen zwischen einer

histologisch gesicherten Low- oder High-turnover-Osteoporose feststellen (MEHL et
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al. 2002). Erniedrigte Werte finden sich beim Einsatz von Glukokortikoiden.
Glukokortikoide sind in der Lage innerhalb von 24h ein Absinken von Osteocalcin zu
erreichen (PERETZ et al. 1996).

Neben dem intakten Osteocalcin und den Osteocalcinfragmenten kann noch eine
weitere Osteocalcinfraktion bestimmt werden. Hierbei handelt es sich um das
untercarboxylierte Osteocalcin (SEIBEL 2000). Neben Studien, die zeigten, dass ein
erhohtes untercarboxyliertes Osteocalcin  im  Serum mit einem erhdhten
Huftfrakturrisiko bei alteren Frauen einhergeht (SZULC et al. 1993) oder der
Serumspiegel auf die nutritive Versorgung von Vitamin K schliel3en lassen (SOKOLL
und SADOWSKI 1996), konnten neuere Studien den Zusammenhang mit dem
Energiestoffwechsel darstellen. Wie zuvor beschrieben gilt untercarboxyliertes
Osteocalcin als Hormon, welches den Glukose- und Fettstoffwechsel beeinflusst
(STRAPAZZON et al. 2011). Naheres wurde im Kapitel 2.3 bereits geschrieben.

Es ist bei der Osteocalcinbestimmung im Allgemeinen darauf zu achten, dass die
Serumkonzentration von der glomeruldren Fitrationsrate abhangig ist (THOMAS
2012). Ebenso besteht ein zirkadianer Rhythmus mit hohen Werten in den frihen

Morgenstunden.

Prokollagene (PICP, PINP)

Die Knochenmatrix besteht zu 90% aus Kollagen Typ |, das von Osteoblasten
produziert wird. Auch andere Gewebe bilden zu einem geringen Prozentsatz Kollagen
wie beispielweise Haut- oder Knorpelgewebe. Prokollagen stellt die Vorstufe von
Kollagen dar und besitzt ein N-terminales und ein C-terminales Ende (BRODSKY und
PERSIKOV 2005). Diese Enden werden durch Prokollagenpeptidasen im Verlauf der
Kollagenentwicklung in ein Prokollagen N-terminales Propeptid (PINP) und ein C-
terminales Propeptid (PICP) abgespalten und gelangen in den Kreislauf. Sie
reprasentieren somit die Neusynthese von Typ | Kollagen und stellen einen
,Frihmarker“ der Osteoblastenaktivitat dar (BIEGLMAYER et al. 2012). Das PINP wird
gegenuber dem PICP bevorzugt (THOMAS 2012) und besitzt im Gegensatz zu PICP
eine 100-fach h6éhere Serumkonzentration (ZAITSEVA et al. 2015).
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Erhdhte Konzentrationen von PICP und PINC finden sich bei pathologischen
Prozessen, die mit einem gesteigerten Knochenumbau, beispielweise Morbus Paget
oder primarem Hyperparathyreodismus einhergehen (ZAITSEVA et al. 2015). In der
Humanmedizin finden diese weiterhin hohen Einsatz in Bezug auf Therapie-
Monitoring der Osteoporose. Hier zeigt sich eine Erniedrigung der Serummarker bei
antiresorptiven Therapien (Ostrogene und Bisphosphonate) und eine Steigerung der
Serumkonzentration bei Einsatz von anabolen Medikamenten (humanes
rekombinantes Parathyroidhormon (rPTH)) (GARNERO et al. 2008; HLAING und
COMPSTON 2014).

2.4.2.4.2 Marker der Knochenresorption

Pyridinoline (PYD, DPD)

Hierbei handelt es sich um die Kollagen-Quervernetzungprodukte Pyridinoline (PYD)
und Desoxypiridinoline (DPD). lhre physiologische Funktion ist es, Kollagen durch
Quervernetzung der Fibrillen zu stabilisieren. Diese werden deshalb auch als Cross-
Links bezeichnet (HLAING und COMPSTON 2014). PYD und DPD werden durch
Knochenresorptionsvorgange proteolytisch aus reifen Kollagen abgebaut und tber
den Urin ausgeschieden. Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen
Urinausscheidung der Pyridinoline und histologisch gemessener Knochenresorption
gezeigt werden (DELMAS et al. 1991). Somit dienen PYD und DPD als wichtige
Resorptionsmarker in der Friherkennung eines gesteigerten Knochenabbaus, v.a.
infolge einer postmenopausalen Osteoporose. So zeigen Frauen postmenopausal
eine 2-3-fach héhere DPD-Ausscheidung als Frauen vor der Menopause (ZAITSEVA
et al. 2015). Neben dem Nachweis anderer Erkrankungen, die mit einer erhdhten
Knochenresorption einhergehen, dienen Pyridinoline zur Uberwachung des
Therapieerfolges im Osteoporose-Monitoring (SRIVASTAVA et al. 2005; REGINSTER
et al. 2008).

Prydinoline unterliegen einem circadianen Rhythmus mit den hdchsten

Konzentrationen in der Nacht. Aufgrund dessen ist Morgenurin flir die Bestimmung am
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besten geeignet. UV-Strahlen kénnen die Konzentration im Urin negativ beeinflussen
(GERRITS et al. 1995).

Telopeptide des Typ | Kollagen (CTX, NTX)

Telopeptide vom Typ | Kollagen lassen sich in zwei Formen unterteilen: N-terminales
Telopeptid (NTX) und C-terminales Telopeptid (CTX) (HLAING und COMPSTON
2014). Diese entstehen wie die vorher beschriebenen Pyridinoline infolge der
Degradation von Kollagen Typ | durch Osteoklasten und sind einer der wichtigsten
Resorptionsmarker im Knochenstoffwechsel (BAIM und MILLER 2009; ZAITSEVA et
al. 2015). Im Gegensatz zu PYD und DPD stellen diese beiden gré3ere Crosslink-
Fraktionen dar, so dass es durch Knochenresorptionsvorgange zu deutlicheren
Veranderungen von NTX und CTX im Serum und Urin kommt (THOMAS 2012). Beim
CTX unterscheidet man weiterhin in eine nicht- isomerisierte Form: a-CTX und in eine
isomerisierte Form: B-CTX. Das B-CTX wird auch als Crosslap bezeichnet. Eine
Erhéhung der a-CTX Konzentration spricht flr einen vermehrten Abbau von neuem
Kollagen, wohingegen ein Anstieg des B-CTX den Abbau des reifen Kollagens
widerspiegelt. Der a-CTX/B-CTX Quotient wird als Index fir den Knochenstoffwechsel
angegeben. Bei der Osteoporose wurde ein zweifach héherer Index-Wert gefunden
(ZAITSEVA et al. 2015). Beide Formen des CTX gehen in erhéhter Konzentration
sogar unabhangig vom BMD mit einer erhéhten Knochenfragilitdt einher (GARNERO
et al. 2002). Somit wird der hohe Stellenwert der Telopeptide des Typ | Kollagen in der
Osteoporosediagnostik (postmenopausal) sowie maligner Knochenerkrankungen
deutlich. Eine erhéhte Konzentration von NTX und CTX bei postmenopausalen Frauen
spricht in Zusammenhang mit niedrigen Formationsmarkern fir einen erhdhten
Knochenumsatz (GARNERO et al. 1996c). Eine Studie zeigte beim Vergleich
zwischen Frauen mit diagnostizierter Osteopenie und Osteoporose (Einteilung nach
WHO) zu pra- und postmenopausalen Frauen mit physiologischer Knochendichte,
signifikant hohere Werte von NTX und CTX in den ersten beiden Gruppen
(REGINSTER et al. 2001). Daneben stellte eine Studie fest, dass erhohte Serum- und
Urinwerte ein erhdhtes Frakturrisiko bei dlteren Frauen prognostizieren (CHAPURLAT

et al. 2000). Interessanterweise zeigten pramenopausale Frauen mit erhohter
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Konzentration der Telopeptide in der nachfolgenden Lebensphase einen signifikant
héheren Knochenverlust (IKI et al. 2006). Neben dem diagnostischen Nutzen spielen
NTX/CTX vor allem im Therapiemonitoring der Osteoporose eine grof3e Rolle. So
finden sich beispielweise bei Langzeitbehandlungen mit Ostrogenen erniedrigte Werte
von NTX und CTX im Serum und Urin und kénnen somit der Uberprifung des
Therapieerfolgs dienen (UEBELHART et al. 1991; SEIBEL et al. 1993; HASSAGER et
al. 1994).

Fur beide Marker wird aufgrund eines circadianen Rhythmus eine Probenentnahme
von Serum und 24h-Urin in den frihen Morgenstunden empfohlen. Nach Studienlage
reduzieren ,Nuchternwerte“ die circadiane Variation der Messung, so dass die
Probenentnahme bei niichternem Zustand erfolgen sollte (CHRISTGAU 2000).

TRAP 5b

TRAP 5b (Tatratresistente saure Phosphatase Typ 5b) wird 2zu den
Resorptionsmarkern gezahlit. Hierbei handelt es sich um eins von funf Isoenzymen des
Enzyms TRAP, das in verschiedenen Geweben wie Milz, Prostata, Knochen und
Thrombozyten exprimiert wird (SEIBEL 2000). TRAP 5b wird vor allem von
Osteoklasten sezerniert (HALLEEN et al. 2001). Die Konzentration von TRAP 5b im
Serum gleicht der Anzahl an aktivierten Osteoklasten (BALLANTI et al. 1997). Um in
eine aktive Form Uuberzugehen, bendtigt TRAP 5b die Anwesenheit von
proteolytischem Cathepsin K. Wéhrend der Knochenresorption gelangt TRAP in die
Resorptionslakune und bildet neben der enzymatischen Aktivitat, freie Radikale, die
zusatzlich far einen weiteren Abbau der organischen Knochenmatrix sorgen
(BIEGLMAYER et al. 2012). Die Aktivitat von TRAP 5b wird im Gegensatz zu anderen
Tatratresistenten sauren Phosphatasen nicht stark von der Nierenfunktion beeinflusst
(HLAING und COMPSTON 2014). Die Bestimmung wird vor allem im
Therapiemonitoring eingesetzt. Einige Studien konnten zeigen, dass TRAP 5b bei
Therapie der Osteoporose mit dem Biphosphonat Alendronat nach 3 Monaten einen
vergleichbaren signifikanten Abfall zeigt wie andere Resorptionsmarker, beispielweise
CTX (NENONEN et al. 2005). Andere Studien besagen dagegen, dass die Antwort auf

antiresorptive Prozesse im Therapie-Monitoring im Gegensatz zu anderen
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Resorptionsmarkern niedriger ausfallt, es jedoch dennoch zu einem signifikanten
Abfall kommt (HANNON et al. 2004).

Cathepsin K

Cathepsin K ist ein Mitglied der Cystein-Proteasen und wird von Osteoklasten gebildet
und dort in Lysosomen gespeichert. Durch Aktivierung der Osteoklasten wird
Cathepsin K und andere Matrix-Metalloproteinasen (MMP) lber das
endoplasmatische Retikulum transportiert und in die Resorptionslakune sezerniert. Die
Cathepsin K—Produktion wird durch Faktoren wie RANKL oder IL 1 gesteigert. Eine
inhibitorische Wirkung haben dagegen Ostrogene und OPG (TROEN 2006). Im
extrazellularen Raum bewirkt Cathepsin K eine Spaltung der helikalen Anteile als auch
der Telopeptide des Typ | Kollagen und spielt somit eine wichtige Rolle im
Degradierungsprozess der organischen Matrix wahrend der Knochenresorption
(SEIBEL 2005). Wie wichtig Cathepsin K fur die Osteoklastenaktivitdt und somit fur
das Knochen-Remodeling ist, konnten Mausmodelle zeigen. Eine Studie konnte bei
Cathepsin K-defizitaren Mausen ein osteopetrotisches Erscheinungsbild mit
exzessiver trabekularer Knochenbildung nachweisen. Das heif3t, ohne Cathepsin K ist
eine Knochenresorption und somit ein physiologisch ablaufender Knochen-
Remoldeling-Prozess nicht méglich (SAFTIG et al. 1998). Diese Aussage spiegelt sich
auch in der Erkrankung Pyknodysostose wider. Hierbei handelt es sich um eine
autosomal-rezessive Erkrankung mit einem Defekt des Cathepsin K-Gens. Die
Betroffenen leiden unter starker Vermehrung der Knochenmasse (Osteosklerose),
jedoch ist diese von geringer Qualitat, so dass es haufiger zu Frakturen kommt (GELB
et al. 1996).

Aus dieser Erkenntnis heraus, wurden Cathepsin K-Inhibitoren wie das Odanacatib
entwickelt. Studien konnten zeigen dass, die orale Aufnahme von Odanacatib bei
postmenopausalen Frauen nach einem Jahr zu einem gesteigerten BMD und einer
Senkung von resorptiven Knochenmarkern (bis 52%) fuhrte. Interessanterweise fand
sich auch eine Erniedrigung von 15% der knochenspezifischen alkalischen
Phosphatase. Diese Erniedrigung der Knochenformationsmarker fiel somit niedriger

aus, als es bei anderen antiresorptiven Medikamenten der Fall ist, sodass ein
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Abkoppeln ,uncoupling” von Knochenresorption und Knochenformation, zu Gunsten

der Knochenformation, angenommen werden kann.

Neben dem primar therapeutischen Nutzen von Cathepsin K-Inhibitoren kann
Cathepsin K im Serum als biochemischer Marker fur die Osteoklastenaktivitat
eingesetzt werden (SEIBEL 2005). Jedoch bedarf es noch einiger Untersuchungen fur
die routinemafige Anwendung (HLAING und COMPSTON 2014).

2.4.2.4.3 Sonstige

Dickkopf-1 (Dkk-1)

Dickkopf ist ein I6slicher Inhibitor des Wnt/B-Catenin Signalwegs. Er gilt als ein
wichtiger Mitspieler in der Regulation des Knochenstoffwechsels bezliglich des
Knochen-Remodeling. Durch Inhibierung des Wnt-Signalweges, der fur das
Wachstum und die Differenzierung von Osteoblasten verantwortlich ist (nahere
Informationen siehe auch Kapitel: 2.1), kommt es zu einer Steigerung der
Knochenresorption und somit zur verminderten Knochenmasse bei gleichzeitig
gesteigerter Adipogenese (PINZONE et al. 2009; DAOUSSIS und ANDONOPOQULOS
2011). Eine Studie konnte belegen, dass eine Osteoblasten-spezifische
Uberexpression von DKK-1 zu Osteopenie und Knochendefekten fiihrte (LI et al.
2006). In Erganzung dazu wies eine Studie bei DKK-1-defizitaren Mausen eine
signifikant gesteigerte Knochenmasse auf (MACDONALD et al. 2007). Auch Studien
an ovarektomierten Ratten bewiesen durch Hemmung von DKK-1 eine Steigerung des
BMD (WANG et al. 2007).

Interessanterweise konnte ein Einfluss von Glukokortikoiden auf die Expression von
DKK-1 in humanen Osteoblasten beobachtet werden. Glukokortikoide steigern die
DKK-1 Transkription und fuhren somit zur Inhibierung des Wnt/B-Catenin
Signalweges. DKK-1 spielt somit auch eine wichtige Schliusselrolle in der
Glukokortikoid- induzierten Osteoporose (OHNAKA et al. 2004).

Aufgrund der nun bekannten Wirkungsmechanismen von DKK-1 gilt der

neutralisierende Dickkopf-1 Antikoper als eine der neuesten Therapiestrategien in der
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Osteoporosemedizin. Dieser wird aber noch nicht routinemaRig eingesetzt und bedarf

noch weiterer Forschungsergebnisse (RACHNER et al. 2011).

Sklerostin

Sklerostin ist ein monomeres Glykoprotein und Produkt des SOST Gen. Es zahlt wie
DKK-1 zu den léslichen Inhibitoren des Wnt/R-Catenin Signalweges. Es wird von
Osteozyten exprimiert und gilt somit als knochenspezifisches Molekul. Es bindet an
den LRP-5/6 Rezeptor und blockiert somit wie DKK-1 die Wnt/3-Catenin
Signalkaskaskade (DAOUSSIS und ANDONOPOULOS 2011). In praklinischen
Studien an Ratten (LI et al. 2009) und Primaten (OMINSKY et al. 2010) konnte
nachgewiesen werden, dass eine Behandlung mit Sklerostin- neutralisierenden
monoklonalen Antikdrpern zu einem osteoanabolen Effekt mit gesteigerter
Knochenformation und Festigkeit fihrte.

Auch der bereits vorkommende therapeutische Einsatz von Anti- Sklerostin-
Antikérpern in der Humanmedizin hatte bei postmenopausalen Frauen durch die
Steigerung des Knochenformationsmarkers PINP und eine Steigerung der
Knochendichte um 6% einen positiven Effekt (PADHI et al. 2007). Somit stellt
Sklerostin ebenfalls einen neuen Therapieansatz in der Osteoporosemedizin dar
(RACHNER et al. 2011).

Bone Sialoprotein (BSP)

Das Bone Sialoprotein zahlt zu den Glykoproteinen und macht ca. 5 - 10% der nicht-
kollagenen Proteine der Knochenmatrix aus (FISHER et al. 1983). Es wird von
Osteoblasten und Odontoblasten gebildet. Allerdings konnte es auch bei
Osteoklasten- ahnlichen Zellen und malignen Zelllinien gefunden werden (BIANCO et
al. 1991; BELLAHCENE und CASTRONOVO 1997). Intaktes BSP verbessert die
Anheftung von Osteoblasten und Osteoklasten an der Oberflache und fungiert somit
als Adhasionsmolekil. Zudem gilt es als Ausgangspunkt fir Hydroxylapatitkristalle.
BSP wird weiterhin eine Osteoklasten-vermittelte Knochenresorption zugeschrieben.
Diese Hypothese wird durch Studien, die einen signifikanten Anstieg von BSP bei
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postmenopausalen Frauen in Zusammenhang mit anderen Resorptionsmarkern
zeigen, unterstitzt. In Erganzung zu der Annahme, dass es sich eher um einen
Resorptionsmarker handelt, liel? sich ein signifikanter Abfall nach antiresorptiver
Therapie detektieren (SEIBEL et al. 1996; HASAN und SHAARAWY 2001).

Osteopontin, Osteonectin

Osteopontin ist ein phosphoryliertes Sialoprotein, das von vielen Geweben wie
Knochen, Dentin, Niere, Gehirn, aber auch aktivierten Makrophagen und Lymphozyten
exprimiert wird. Osteopontin dient in der extrazellularen Matrix des Knochens vor allem
der Mineralisation, da es in der Lage ist, Calcium und Hydroxylapatit zu binden.
Obwohl Osteopontin in diversen anderen biologischen Prozessen wie Wundheilung,
Immunologie und Tumorgenese eine Rolle spielt (SODEK et al. 2000), hat es als
frihen Biomarker bei postmenopausaler Osteoporose an Bedeutung gewonnen. In
einer Studie konnte beispielweise eine positive Korrelation mit dem Alter und eine
negative Korrelation mit Kérpergewicht, BMD der Hiftregion und T-Score von Frauen

mit Osteoporose gezeigt werden (CHANG et al. 2010).

Osteonectin ist ebenfalls ein Protein in der extrazellularen Matrix des Knochens. Es ist
in der Lage an Kollagen zu binden und die Zell-Matrix Interaktion zu regulieren. Auch
Osteonectin spielt eine wichtige Rolle im Knochen-Remodeling. Beispielweise zeigen
Osteonectin-knock-out-Mause eine verminderte Knochenformation (DELANY et al.
2000).

2.4.2.5 Marker des Energiestoffwechsels

Der Zusammenhang zwischen Energiestoffwechsel und Knochenstoffwechsel wurde
im Kapitel 2.3 bereits erlautert. In diesem Zusammenhang spielt der Nachweis einer
Insulinresistenz infolge einer hochdosierten Glukokortikoidgabe und Adipositas als
Risikofaktor fiir einen Typ Il Diabetes oder ein Metabolisches Syndrom eine wichtige
Rolle. Eine Insulinresistenz beschreibt im Allgemeinen eine abgeschwéachte

biologische Antwort des Gewebes auf Insulin. Medikamente wie Glukokortikoide
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kénnen sich negativ auf die Gewebeempfindlichkeit fir Insulin auswirken und sekundéar
zu einem Diabetes mellitus Typ Il fihren (MEYER und BADENHOOP 2003; CLORE
und THURBY-HAY 2009). Eine Dauertherapie mit Glukokortikoiden kann
dosisabhangig in bis zu 50% der Falle zu einem Steroiddiabetes fiuihren. Die
Pathogenese eines Steroiddiabetes liegt darin, dass Glukokortikoide die Affinitat der
Insulinrezeptorbindung senken, die Glukoneogenese in der Leber steigern, die
insulinabhangige Hemmung der Glukosefreisetzung aus der Leber stéren und den
Glukoseverbrauch in den Muskelzellen vermindern (MEYER und BADENHOOP 2003;
HALL und GUYTON 2010). Das Resultat ist eine Hyperglykdmie und

pathophysiologisch einem Diabetes mellitus Typ Il gleichzusetzen.

Fructosamin

Fur die Diagnose eines Diabetes mellitus Typ Il sollte eine Blutglukosekonzentration
bestimmt werden. Neben der Nuchternwert-Glukose, die starken Schwankungen
unterlegen ist, ist die Bestimmung der Langzeitglukose von hoher Bedeutung. Dies
geschieht in der Humanmedizin haufiger mit der Messung des Hamoglobin Aic
(HbA1c). Dies dient der Abschatzung des mittleren Glukosewerts der vorangehenden
2-3 Monate (THOMAS 2012). In der Veterinarmedizin wird hierfur vor allem das
Fructosamin verwendet. Fructosamine sind glykierte Serumproteine (in der Regel
Albumin), die durch eine nicht-enzymatische Reaktion entstehen. Diese
reprasentieren die mittlere Blutglukosekonzentration der letzten 1 - 3 Wochen
(REUSCH et al. 1993) und dienen der Diagnosestellung sowie dem
Therapiemonitoring eines Diabetes mellitus (KAWAMOTO et al. 1992). Da es sich um
glykierte Serumproteine handelt, sollte beachtet werden, dass vor allem
Hypoalbumindmien zu falsch niedrigen Fructosaminkonzentrationen im Serum fihren

konnen.

Insulin
Ein weiteres diagnostisches Kriterium fiir einen Diabetes mellitus Typ Il oder auch

eines metabolischen Syndroms, die beide durch eine Insulinresistenz gekennzeichnet
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sind, ist die Bestimmung der Insulinserumkonzentration. Insulin ist ein Proteohormon,
das in den B-Zellen des Pankreas gebildet wird. Die Bestimmung erfolgt im Serum
mittels eines Immunoassays. Erhohte Insulinkonzentrationen in Zusammenhang mit
Hyperglykdmien konnen auf eine Insulinresistenz hinweisen. Einen sensitiveren
Marker hierfur stellt allerdings das Proinsulin dar, da dieses auch bei erschopfter (-
Zell Funktion durch eine Hyperglykamie-bedingte Uberstimulation der B-Zellen eine
hohere Konzentration im Serum aufweist und somit auf eine Insulinresistenz hindeutet
(PFUTZNER et al. 2004).

In Bezug auf einen Glukokortikoid-induzierten Diabetes mellitus ist beschrieben, dass
es durch die Glukokortikoide zu einer Beeintrachtigung der B-Zellfunktion und somit
sogar zur verminderten Insulinausschittung kommen kann. Auch schon die kurzzeitige
Gabe von Prednisolon kann dies bewirken (VAN RAALTE et al. 2010; PETERSONS
et al. 2013).

Schaut man sich den Zusammenhang von Insulin und Knochenstoffwechsel an, so
findet man schon frih Studien, die eine positive Korrelation zwischen
Insulinkonzentration und Knochendichte bei postmenopausalen Frauen nachweisen
konnten (REID et al. 1993). Eine ausfuhrliche Erlauterung des Zusammenhangs des

Energie- und Knochenstoffwechsel finden sich im Kapitel 2.3.

In der Regel kann zumindest anfanglich der erhohte Insulinbedarf bei einer
Insulinresistenz durch eine erhdhte Insulinproduktion der B-—Zellen ausgeglichen
werden. Jedoch fiuhrt eine kompensatorische Hyperinsulinamie zu einer vermehrten
Bildung von Adipozyten, insbesondere des viszeralen Fettgewebes. Insulin hat somit
neben der Regulierung des Glukosestoffwechsels eine weitere Funktion im
Energiestoffwechsel, in dem es die physiologische Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Adipozyten reguliert (THOMAS 2012).

Aus diesem Grund ist auch Ubergewicht haufig mit einem Diabetes mellitus Typ I
assoziiert (KAHN und FLIER 2000). Hierbei kommt es durch Adipozytokine (Faktoren,
die von Lipozyten gebildet werden) zu einer Steigerung der Insulinresistenz. Zu den
Adipozytokinen zahlt beispielweise das Adiponectin. Hierbei handelt es sich um ein
Adipozyten-spezifisches Protein, das eine erniedrigte Serumkonzentration bei

Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ Il aufweist. Es stellt einen
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maoglichen Marker zur Beurteilung des Risikos von Insulinresistenz bei adipdsen
Personen dar (PISCHON und RIMM 2006). Weitere Adipozytokine, die zur Beurteilung
des Energiestoffwechsels herangezogen werden kdnnen sind Leptin, welches mit der
Menge an Adipozyten positiv korreliert. Resistin stellt ebenfalls ein Bindeglied
zwischen Fettsucht und Insulinresistenz dar, jedoch ist seine physiologische
Bedeutung beim Menschen noch Gegenstand weiterer Forschung (MEIER und
GRESSNER 2004).

Unveresterte freie Fettsduren (NEFA)

Andere Adipozytokine, die in Zusammenhang mit dem Fettstoffwechsel eine Rolle
spielen sind Entztindungsmediatoren wie IL 6 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
(FASSHAUER und PASCHKE 2003). Diese fuhren zu einer gesteigerten Lipolyse und
rufen eine erhdhte Konzentration von unveresterten Fettsduren (NEFA- non esterified
fatty acids) hervor. Neben Entziindungsmediatoren fihren Ernahrungsgewohnheiten
(energetische Unterversorgung), aber auch Insulinresistenz zum Beispiel infolge eines
Diabetes mellitus Typ Il zu einer gesteigerten Lipolyse. Die daraus resultierende
erhbhte Konzentration von freien unveresterten Fettsauren kann bestimmt werden.
Obwohl unveresterte Fettsduren selbst bei einer Inuslinresistenz vermehrt anfallen,
konnten Studien belegen, dass eine erhohte Konzentration von NEFAs die
Signalubertragung von Insulin beeinflussen und somit zu einer Verstarkung der
Insulinresistenz fuhren (PATTI 1999). In Erganzung dazu wurde gezeigt, dass eine
erhdhte Konzentration von freien Fettsduren mit einem verminderten Glukosetransport
und Phosphorylierung einhergeht. Dies fihrt zu einer Reduktion der Glukoseoxidation
und verminderten Glykogensynthese im Muskel, was den Patienten mit einem
Diabetes mellitus Typ Il gleicht (RODEN et al. 1996). Eine weitere Studie postuliert,
dass eine erhdhte Konzentration von freien Fettsauren einen friihen metabolischen
Marker fur Insulinresistenz darstellt (BLUHER et al. 2001). Neben dem Einsatz als
Biomarker wird die Reduktion von freien unveresterten Fettsauren auch als wichtige
therapeutische Malinahme bei Adipositas und Typ Il Diabetes angesehen (BODEN
und SHULMAN 2002).
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2.4.2.6 Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

IGF-1 ist ein anaboles Peptidhormon und wesentlicher Vermittler der
Wachstumshormon (Growth- hormone, GH)- Wirkung. Seine physiologische Wirkung
in Bezug auf den Knochenstoffwechsel wurde bereits erlautert.

Nur weniger als 1% des im Korper vorhandenen IGF-1 zirkuliert als freies Hormon in
der Peripherie. Der grof3te Teil liegt als ein 150 kilo Dalton (kDa) trindrer Komplex aus
IGF- bindenden Proteinen (IGFBP) und Saure- labilen- Untereinheiten (ALS- acid
labile subunit) vor. Diese Komplexe dienen vor allem der Stabilisierung von IGF-1 und
sorgen fir eine Verlangerung der zirkulierenden Halbwertszeit und Verfugbarkeit in
anderen Geweben (BOISCLAIR et al. 2001). Man kann 6 verschiedene Proteine des
IGFBP unterscheiden, wobei die Konzentration von IGFBP-3 dominiert und das
wichtigste Bindeprotein darstellt. ALS dient vor allem der Speicherung und Freisetzung
von IGF-1. Es ist weiterhin essentiell fur die adaquate Komplexbildung. Nicht nur in
der Zirkulation, sondern auch im Gewebe wie z.B. dem Knochen ist ein Grolteil des
IGF-1 an IGFBP gebunden. Zur Bestimmung des IGF-1 missen die IGFBP erst

entfernt werden.

Die Konzentration von IGF-1 im Serum ist altersabhangig. So weisen Kinder und junge
Erwachsene aufgrund der positiven Wirkung auf die Knochenformation héhere Werte
auf als altere Menschen. Mit fortschreitendem Alter féallt der IGF-Spiegel wieder ab
(LANDIN-WLLHELMSEN et al. 1994). Die Abnahme mit dem Alter verlauft parallel mit
einem progressiven Verlust von Muskelmasse, erhdhten Korperfettanteil und
verminderten BMD (GIUSTINA et al. 2008). Studien belegen die positive Korrelation
von IGF-1 und BMD bei postmenopausalen Frauen (CELIKER und ARSLAN 2000).
Weiterhin finden sich Studien, die ein signifikant erhdhtes Risiko flr postmenopausale
Frauen mit niedrigen IGF-1-Spiegel angeben, osteoporotisch-bedingten Frakturen
unabhéngig von der Knochendichte zu erleiden (GARNERO et al. 2000). Auch bei
Mannern konnte bei niedrigen IGF-1-Serumkonzentrationen ein erhdhtes Frakturrisiko
nachgewiesen werden (OHLSSON et al. 2011). Neuere Studien bestétigen den
Zusammenhang von niedrigen IGF-1 Werten bei postmenopausalen Frauen mit
Diabetes mellitus Typ II. Als neuer Knochenmarker wurde hier Sklerostin eingesetzt,

welcher erhdhte Werte in diesem Zusammenhang (ARDAWI et al. 2013) zeigte.
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Eine Studie korrelierte verschiedene Parameter wie IGF-1, Osteocalcin, OPG und NTX
im Urin mit den Ergebnissen der DXA-Messungen bei pra- und postmenopausalen
Frauen. Ziel war es den Parameter herauszufinden, der die frihste Veranderung in
Bezug auf die Knochendichte darstellt. Das Ergebnis zeigte eine frihzeitige Senkung
der IGF-1 Konzentration im Serum junger Frauen. Somit stellt IGF-1 einen Frihmarker
zur Abschéatzung der Knochendichte und des Osteoporose- Risikos dar (LIU et al.
2008). Auch schon é&ltere Studien konnten bei postmenopausalen Frauen tber 60
Jahren eine positive Korrelation der Knochendichte mit IGF-1 Werten zeigen. Hierbei
fand sich interessanterweise keine signifikante Korrelation zwischen den
Resorptionsmarkern (NTX, DYD) und IGF-1. Desweiteren konnte keine Korrelation
zwischen BMD und Resorptionsmarkern nachgewiesen werden (KIM et al. 1999). Ein
anaboler Effekt auf den Knochenstoffwechsel konnte durch die Gabe von
rekombinanten Wachstumshormonen durch eine Steigerung der BAP-Konzentration
dargestellt werden. Hier waren die IGF- 1 Werte positiv mit BAP korreliert (SARTORIO
et al. 1993). Eine weitere Studie fand in Bezug auf die biochemischen Marker eine
negative Korrelation von IGF-1 und Osteocalcin sowie PTH (JEHLE et al. 1998).
Dieselbe Studie stellte auch eine positive Korrelation zwischen Proinsulin und IGF-1

dar, was die Verbindung zum Energiestoffwechsel aufzeigt.

Einige Faktoren konnen die IGF-1- Bildung beeinflussen. Hierzu z&hlen vor allem
Ostrogene und Glukokortikoide, die im Rahmen der Osteoporoseentstehung eine
Rolle spielen. Ostrogene steigern die IGF-1-Transkription in Osteoblasten (KASSEM
et al. 1998), was einen positiven Effekt auf die Knochendichte hat. Dagegen weisen
Glukokortikoide einen negativen Effekt auf (DELANY et al. 2001). Sie inhibieren die
Ausschittung von Growth Hormone (GH) und reduzieren die Ansprechbarkeit auf
GHRH (Growth Hormone releasing Hormone) aus dem Hypothalamus (MANELLI et
al. 2002). In vitro supprimieren Glukokortikoide die IGF-1- Transkription im Knochen
(JUX et al. 1998). Desweiteren ist bekannt, dass Osteoblasten bei Anwesenheit von
Glukokortikoiden nicht sensibel fir GH und IGF-1 sind (SMITH und FRENKEL 2005a).
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2.5 Das Schaf als Osteoporosemodell

Da die Osteoporose eine der haufigsten Erkrankungen mit hohen sozial-
O0kondmischen Wert darstellt, nimmt sie einen hohen Stellwert hinsichtlich der
Erforschung an Tiermodellen ein. Tiermodelle dienen in der Osteoporoseforschung der
Grundlagenforschung  fur die  Entwicklung neuer Medikamente, neue
Behandlungsstrategien auch in Bezug auf die Erforschung neuer Biomaterialen zur
Frakturversorgung am osteoporotischen Knochen sowie bessere Kenntnis des
Knochenstoffwechsels bezuglich Risikoabschatzung und Therapie- Monitoring. Durch
den Einsatz von Tiermodellen konnen interindividuelle endogene und exogene
Einflussfaktoren mdglichst eingegrenzt und standarisiert werden, da eine homogene

Gruppenhaltung tber einen definierten Zeitraum mdglich ist.

Es sind zahlreiche verschiedene Tiermodelle beschrieben, von denen die Ratte das
verbreiteste Tiermodell bezlglich der Osteoporoseforschung darstellt, da Ratten als
Tiermodell eine hohe Praktikabilitat, niedrige Kosten, gute Verflugbarkeit und einen
hohen Wissenstand der Physiologie und Pathophysiologie des Skelettsystems
aufweisen (TURNER et al. 2001). Nach den FDA Guidelines (Guideline for Preclinical
and Clinical Evaluation of Agents Used in the Treatment or Prevention of
Postmenopausal Osteoporosis, 1994) wird neben dem Rattenmodell ein weiteres
Groftiermodell empfohlen (THOMPSON et al. 1995).

Als Groldtiermodell hat das Schaf in der Osteoporoseforschung an Bedeutung
gewonnen. Neben den einfachen, kostenginstigen Haltungsbedingungen, der
Fugsamkeit der Tiere und der hohen Verfugbarkeit spielt das Schaf aufgrund der
Ahnlichkeit in der Knochenstruktur, Knochenmetabolismus und &hnlichen
Hormonprofilen eine wichtige Rolle als Tiermodell fir den Menschen (NEWMAN et al.
1995; TURNER 2002; OHEIM et al. 2012). Schafe weisen wie der Mensch ein
trabekularen und kortikalen Knochen mit Havers-System auf. Desweitern fihren sie
ein Knochen-Remodeling mit bone multicellular units (BMU) durch, wobei dies erst bei
alteren, ausgewachsenen Schafen vorkommt (OHEIM et al. 2012). Studien an Schafen
zeigen, dass durch eine Kombination von Ovarektomie, Glukokortikoidgabe und
calciumarmer Diat ein sehr ahnlicher Knochenverlust durch ein zellulares

Zusammenspiel von Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten auftritt wie beim
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Menschen (ZARRINKALAM et al. 2012). Dies unterstitzt die Aussage, dass sich das

Schafmodell fur die Osteoporoseforschung eignet.

Obwohl Schafe keine Menopause aufweisen und nur wenige Rassen asaisonal
poly6strisch sind (z.B. Merino-Schafe), konnte durch eine alleinige Ovarektomie
gezeigt werden, dass es zu einem Abfall der Ostrogenkonzentration im Serum mit
gleichzeitigem, histologisch gesicherten Verlust des trabekularen Knochen kommt
(NEWTON et al. 2004). Beachtet werden sollte, dass einige Schafrassen saisonal
poly6strisch  sind und sich somit jahreszeitlich aufgrund eines veranderten
Ostrogenspiegels Schwankungen in der Knochendichte darstellen. In einer Studie
konnte mithilfe von Ostrogen- und Knochenmarkerbestimmung (Knochenresorptions-
und Formationsmarker) sowie UCT ein unterschiedlicher jahreszeitlicher Verlauf der
Knochendichte detektiert werden. So wiesen die Schafe im Herbst/Winter erhohte
Ostrogenkonzentrationen mit gleichzeitigen erniedrigten Knochenresorptionsmarkern
auf. Umgekehrt war dies im Frihjahr/Sommer der Fall. In diesem Zusammenhang
kann auch der Einfluss der Ostrogene auf die Knochenmarker beim Schaf gezeigt
werden (ARENS et al. 2007).

Im Kapitel 2.2.5 wurden die verschiedenen Osteoporoseformen beim Menschen
beschrieben. Aufgrund der unterschiedlichen Atiologien und Auswirkungen auf den
Knochenstoffwechsel erscheint eine vergleichbare Ausgangssituation beim Schaf
unabdingbar fur die Osteporoseforschung (SIMPSON und MURRAY 2015). Die drei
haufigsten Osteoporoseformen (postmenopausale, senile und Glukokortikoid-
induzierte Osteoporose) sollen durch verschiedene Techniken beim Schaf induziert
werden. Die Ovarektomie stellt hierbei die postmenopausale Osteoporose durch
Ostrogendefizit dar. Die senile Osteoporose ist schwierig im Tiermodell Schaf
nachzustellen. Eine Studie konnte aber zeigen, dass durch eine Unterbrechung der
Hypothalamus-Achse ein langsamer Knochenverlust ,low turnover®, &hnlich alterer
Menschen erreicht werden konnte (OHEIM et al. 2013). Die Glukokortikoid-induzierte

Form beim Schaf stellt dabei einer der haufigsten sekundaren Osteoporoseformen dar.

Géangige Methoden zur Induktion eines Knochenverlustes in der Forschung sind neben
einer Calcium- und Vitamin D-armen Diat, die einen negativen Einfluss auf den

Knochenstoffwechsel bei Schafen hat (LILL et al. 2002a), die Ovarektomie. Hier
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kommt es innerhalb der ersten drei bis vier Monate nach der Operation zu einem
deutlichen, schnellen Knochendichteverlust verschiedener Skelettanteile (Radius,
Femur, Wirbelkérper), was der postmenopausalen Osteoporose der Frau sehr ahnlich
ist (AUGAT et al. 2003; SIGRIST et al. 2006). Interessanterweise stellt sich dann
jedoch innerhalb der ersten 12 Monate nach Ovarektomie eine Kompensation
hinsichtlich BMD und Knochenmarkern ein, so dass eine Ubertragbarkeit auf den

Menschen (postmenopausale Frau) somit nur bedingt méglich ist.

Der Einsatz von Glukokortikoiden zeigt nach einigen Monaten den grol3ten Effekt
bezuglich Knochenverlust und Anderung der Mikroarchitektur (trabekularer und
kortikaler Knochen) beim Schaf (CHAVASSIEUX et al. 1993; DING et al. 2010). Dieses
Modell stellt aufgrund des vergleichbaren Krankheitbildes eins der wichtigsten Modelle
fur die Steroid-induzierte Osteoporose beim Menschen dar (SCHORLEMMER et al.
2003). Glukokortikoide inhibieren die Knochenformation und verstarken die
Osteoklastenaktivitat nachweislich beim Menschen und im Grof3tiermodell (KOMORI
2015). Auch neue Studien beweisen, dass Glukokortikoide in der Lage sind ein
,uncoupling“ des Knochen-Remodeling Zyklus zu erreichen und somit durch eine
verminderte Knochenformation bei verstarkter Knochenresorption zum deutlichen
Verluste der Knochenmasse flihren (ANDREASEN et al. 2015).

Haufig werden Kombinationen aus Diat, Ovarektomie und Glukokortikoiden
eingesetzt, um den grof3ten Effekt am Knochen zu erzielen (LILL et al. 2002b; LILL et
al. 2002a; OHEIM et al. 2012).

Neben den Vorteilen der Glukokortikoide hinsichtlich des Verlusts der Knochenmasse
missen die Nebenwirkungen bertcksichtigt werden, da sie das Wohlbefinden der
Tiere stark beintrachtigen (EGERMANN et al. 2008). Neben schweren Infektionen
wurden Haarverluste und diinne Haut beschrieben. Diese Studie konnte weiterhin eine
altersabhangige Inzidenz von Nebenwirkungen beim Schaf feststellen. So zeigten 61%
der Tiere > 7 Jahre Nebenwirkungen in Form von schwere Infektionen und 38% der
Tiere <7 Jahren. Eine gewichtsabhangige Korrelation mit den Nebenwirkungen konnte
nicht dargestellt werden. Eine Studie aus dem Jahr 2007 konnte zeigen, dass starke

Nebenwirkungen durch eine Verringerung des Applikationsintervals bei
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gleichbleibender Glukokortikoid-Serum-Konzentration gesenkt werden kdnnen
(KLOPFENSTEIN BREGGER et al. 2007).

In Bezug auf den Einsatz von biochemischen Markern des Knochenturnovers wie
alkalische Phosphatase, Osteocalcin oder Crosslinks zeigt sich das Schafmodell in
praklinischen Studien bereits als gute Moglichkeit, die Knochenstoffwechsellage zu
evaluieren (CHAVASSIEUX et al. 1993; WINDHAGEN et al. 2002; SIGRIST et al.
2006; ARENS et al. 2007). Beispielweise zeigten die Tiere nach einer 7 monatigen
Langzeitbehandlung mit Glukokortikoiden und Calcium-armer Diat einen hochgradigen
Abfall des Knochenformationsmarker Osteocalcin (DING et al. 2010). Nach Absetzen
der Medikamente kam es drei Monate spater zu einem Ruckkopplungseffekt
,Rebound-Effekt” mit ausgepragtem Anstieg des Osteocalcin. Verglichen wurde dies
mit pCT Messungen verschiedener Skelettanteile. Als alleiniges Kriterium des
Knochenumsatzes sollten biochemische Marker jedoch nicht verwendet werden, da
viele Schwankungen und Einflussfaktoren eine sichere Interpretation nicht erlauben.
Biochemische Marker in der Osteoporoseforschung am Tiermodell dienen vor allem
als nicht invasive Methode der Uberwachung des Knochenstoffwechsels. Obwohl es
sich immer noch in der Regel um humanmedizinische Test-kits handelt, sind
mittlerweile fur einige Tierspezies die Kreuzreaktivitaten mit humanen Antikérpern
bekannt und kénnen somit gezielt ausgewéhlt werden (ALLEN 2003). Beim Einsatz
von Knochenmarkern muss die biologische Variabilitat (insbesondere Intra- und
Interspezies-Variation) sowie die tageszeitlichen Schwankungen bericksichtigt

werden.

Als Nachteil bei der Verwendung von Schafen im Zuge der Osteoporoseforschung,
muss der Verdauungstrakt diskutiert werden, da Schafe im Gegensatz zum Menschen
keine Monogastrier sind. Schafe als Wiederkauer weisen ein Vier-Magen-System auf
und sind in der Lage durch Fermentation pflanzliche Cellulose abzubauen. Der
Einfluss der mikrobiellen Flora auf beispielweise neue orale Medikamente in der
Osteoporosetherapie ist somit nicht sicher abschatzbar und mit dem Menschen
vergleichbar. Aufgrund dessen sollte bei Schafen als Tiermodel eine Injektion
durchgefuhrt werden (REINWALD und BURR 2008). Ebenso wird der Einfluss von

bestimmten Leguminosen diskutiert, da diese reich an Phytodstrogenen sind und auch
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beim Schaf als selektive Ostrogen Rezeptor Modulatoren (SERMs) agieren konnen
(REINWALD und BURR 2008). Beziiglich der Mineralstoffhomdostase weisen Schafe
eine im Vergleich zum Menschen verminderte Phosphatexkretion tber die Niere auf.
Hier wird Phosphat Giberwiegend tber den Darm reguliert (TURNER 2002).

Trotz insgesamt guter Vergleichbarkeit mit dem Menschen und fortschreitenden
Wissenstandes, wird immer eine geringe biologische und physiologische Diskrepanz
zu der tatsachlichen Situation beim menschlichen Patienten vorhanden sein und somit
niemals den exakten Mechanismus beim Menschen widerspiegeln (REINWALD und
BURR 2008). Dennoch gilt das Schaf als eins der wichtigsten Grof3tiermodelle in der
Orthopéadischen Forschung und findet neben Entwicklung von Medikamenten auch

grof3e Anwendung in der Erprobung neuer Biomaterialien.

Neben den Tiermodellen in der Osteoporoseforschung spielen diese Modelle auch in
anderen Bereichen wie der Diabetes mellitus Forschung eine wichtige Rolle. Hierbei
dienen vor allem Ratten und Mause fur die Grundlagenforschung verschiedener
Diabetestypen. GroR3tiermodelle sind dagegen seltener (REES und ALCOLADO 2005;
ETUK 2010). Auch das metabolische Syndrom als Risikofaktor des Diabetes mellitus
Typ Il und der Osteoporose ist Gegenstand der Forschung. Neben Ratten und Mausen
gibt es auch Studien an Schafen, die vor allem durch nutritive, pharmakologische,
genetische und chirurgische Intervention die fetale Entwicklung beeinflussen und somit
die Pathophysiologie des metabolischen Syndroms erforschen (BERTRAM und
HANSON 2001).

Der Zusammenhang zwischen Energie- und Knochenstoffwechsel konnte bereits an
Rattenmodellen dargestellt werden. Hier konnte eine Studie mit adipdsen Ratten eine
Kombination aus Insulinresistenz, renaler Beeintrachtigung mit verminderter a-1
Hydroxylase Aktivitdt und vermindertem BMD darstellen. Die vorliegende
Insulinresistenz war hier Grund fir die verminderte Aktivierung von Vitamin D durch a-
1 Hydroxylase in der Niere und somit sekundar fur eine verringerte Knochendichte
(CHANG-QUAN et al. 2008). Auch bei Ratten mit induziertem Diabetes mellitus Typ I
kam es durch die Insulinresistenz zur verminderten Umsetzung des 1,25-

Dihydroxycaliferol in der Niere, was einen negativen Einfluss auf den
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Knochenstoffwechsel hatte und somit zu erniedrigtem BMD fuhrte (HUANG et al.
2009).

Neben den Markern des Energiestoffwechsels, wie beispielsweise Insulin kdnnen beim
Schaf Wachstumshormone wie IGF-1 aufgrund ahnlicher Aminoséuresequenzen im
Vergleich zum Menschen und anderen Saugetieren bestimmt werden (STUART und
PAGE 2010). Bezlglich der Interaktion zwischen Wachstumshormonen und
Knochenstoffwechsel weist diese Studie darauf hin, dass auch bei anderen
Saugetieren inklusive Schaf die IGF-1 Konzentration negativ mit der Knochenmasse

korreliert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurden in einem Zeitraum von 8 Monaten (Ende Oktober
2012 bis Anfang Juli 2013) zu drei verschiedenen Zeitpunkten (0, 3 und 8 Monaten)
Blut- und Urinproben bei Osteoporose-induzierten weiblichen Schafen untersucht.
Untersuchungskriterien waren in der folgenden Studie Marker des Knochen- und
Energiestoffwechsels sowie Wachstumsfaktoren (hier: Insulin-like growth factor-1).

Neben der Uberprifung des Einflusses einer Osteoporose auf die Serum- und
Urinmarker sollten auch orientierende Referenzwerte fur die hier verwendeten Marker
erstellt werden, um eine bessere Interpretation der Ergebnisse dieser Studie zu
ermoglichen. Zur Uberpriifung der Effektivitat der Osteoporoseinduktion wurden die
Werte mit dem Goldstandard der Knochendichtemessung, der Dual-Rdntgen-
Aborptiometrie (DXA) verglichen. Ebenso konnten durch die DXA-Messung
Veranderungen in der Korperfettzusammensetzung erfasst werden, was
gegebenenfalls einen Einfluss auf den Energiemetabolismus und somit auf die Marker
des Energiestoffwechsels nehmen kann.

Die Osteoporoseinduktion erfolgte aulRer bei einer Kontrollgruppe (Gruppe 1) in drei
Versuchsgruppen. In Gruppe 2 (im folgenden OVX genannt) erfolgte eine bilaterale
Ovarektomie, um die postmenopausale Osteoporose der Frau widerzuspiegeln. Die
Gruppe 3 (im folgenden OVXD) erhielt neben einer Ovarektomie eine spezielle
Mangel-Diat (Calcium- und Vitamin D-restriktiv), um den zusatzlichen Einfluss von
insbesondere Calcium, Phosphat und Vitamin D zu reprasentieren. In Gruppe 4 (im
folgenden OVXDC) wurde die Osteoporose zusatzlich zu einer Ovarektomie und einer
Mangel-Diat wie in Gruppe 3 auch durch regelmallige hochdosierte

Glukokortikosteroid-Injektionen induziert.

Die Versuche am Tier wurden in der Zentralen Forschungseinrichtung der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main durchgefiihrt. Der Tierversuchsantrag
(GE: F31/36) wurde durch das Regierungsprasidium Darmstadt am 27.09.2012

genehmigt. Die Blut- und Urinanalysen erfolgten im Klinikum Veterinarmedizin,
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Klinische Pathophysiologie und Klinische Laboratoriumsdiagnostik der Justus-Liebig-

Universitat GielRen.

Zeitpunkt 0 Monate Zeitpunkt 3 Monate Zeitpunkt 8 Monate

Probenentnahme + DXA

Studien-
ende

Kontrolle

Ovarektomie

2 Wo

oVX Pause

2 Wo  Spez. Diat

OVXD Pause —
Glukokortikoide

2wo | | | | | | | | | | | | | | |

OVXDC Pausell¢#¢“‘¢“¢llﬁ

Spez. Diat

Abbildung 6: Studiendesign: Darstellung zeitlicher Ablaufe der tierexperimentellen
Arbeit. Es gab drei Probenentnahmezeitpunkte (Versuchsbeginn mit 0 Monaten, 3
Monate, Endzeitpunkt: 8 Monate) in allen Gruppen (blauer senkrechter Pfeil). Zu
Beginn der Studie wurden die Schafe in den Gruppen OVX, OVXD und OVXDC
bilateral ovarektomiert (brauner Pfeil). Es erfolgte eine zweiwdchige Ruhephase nach
der Operation. Nach 2 Wochen erhielten die Schafe aus den Gruppen OVXD und
OVXDC eine spezielle Mangel-Diat (griner Pfeil). Zusatzlich erfolgte in der OVXDC
Gruppe ab diesem Zeitpunkt im vierzehntagigen Abstand eine Gabe von
Glukokortikoiden (rote Pfeile) bis zum Versuchsende.

Abkilrzungen: DXA: Dual-Rontgen-Absorptiometrie, Kontrolle: Kontrollgruppe; OVX:
Ovarektomie-Schafe; OVXD; Ovarektomie+ Diat-Schafe, OVXDC: Ovarektomie+Diat+
Glukokortikoid-Schafe, Spez. Diat: Calcium/Vitamin D-defizitéare Diéat.
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Schafe

Fir die Studie wurden 32 weibliche Merinoschafe randomisiert von einem Schéfer aus
Wiesbaden ausgewahlt. Ein Tier musste aufgrund von Trachtigkeit aus der Studie
ausgeschlossen werden, sodass fur die tierexperimentelle Untersuchung 31 Schafe
zur Verfigung standen. Die klinisch gesunden Schafe wurden nach Alter in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt, sodass ein vergleichbares medianes Alter in allen

Gruppen gewabhrleistet war.

Die Kontrollgruppe, Gruppe 1, bestand aus 8 Schafen mit einem medianen Alter von
4,5 Jahren (Range: 3-9 Jahre). Diese Gruppe blieb unbehandelt. Gruppe 2, im
folgenden OVX (Ovarektomie-Gruppe) genannt, bildeten 7 Schafe mit einem
Altersmedian von 5,0 Jahren (Range: 3-9 Jahre). Sowohl die Kontrollgruppe, als auch
die OVX-Gruppe wurden nach der ersten Urin- und Blut-Probenentnahme, DXA-
Messung und Ovarektomie nach zwei Wochen tierarztlicher Versorgung in die Obhut
eines Schafers gebracht. Die Gruppe 3, bestehend aus 8 Schafen mit einem
Altersmedian von 4,5 Jahren (Range: 3-8 Jahre) wird in der folgenden Arbeit als OVXD
(Ovarektomie/Diat-Gruppe) bezeichnet. Uber 32 Wochen wurde in dieser Gruppe
beginnend zwei Wochen nach Ovariektomie, eine Calcium/Vitamin D-defizitare Diat
gefuttert. Das gleiche erhielt die Gruppe 4, hier als OVXDC-Gruppe
(Ovarektomie/Diat/Cortikosteroid-Gruppe)  bezeichnet, die  zusatzlich  zur
Ovarektomie+ defizitarer Diat eine intramuskuldre Methylprednisolon-Suspension
erhielt (alle 14 Tage 320 mg Methylprednisolon/Schaf). Der Altersmedian lag hier bei
5,5 Jahren (Range: 3-9 Jahre). Sowohl die OVXD-Gruppe, als auch die OVXDC-
Gruppe wurde wahrend der gesamten Forschungsperiode in einem mit
stroheingestreuten, uberdachten Auf3enstall mit Tageslicht in Kleingruppen in der
Zentralen Forschungseinrichtung der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt

am Main gehalten.

Die folgende Tabelle zeigt die Gruppeneinteilung mit Identifikationsnummer und
entsprechenden Daten der eingesetzten Schafe.
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Gruppe Eigene Ohrmarken- | Alter zu Altersmedian | Gewicht in

Nummer nummer Versuchs- der Gruppen | kg

beginn in
Jahren

Kontrolle K1 68489 3 4,5 58
Kontrolle K2 83207 3 53
Kontrolle K3 83193 4 54
Kontrolle K4 55500 5 52
Kontrolle K5 94902 3 81
Kontrolle K6 83210 6 61
Kontrolle K7 48689 7 77
Kontrolle K8 32 9 70
OovX o1 68484 3 5 56
OovX 02 83205 3 53
OovX 03 83206 4 56
OVX 04 83211 5 60
OovX 05 83188 6 58
OovX 06 30 9 74
OVX o7 5 6 81
OVXD OoD1 68483 3 4.5 47
OVXD OoD2 83186 8 55
OVXD OD3 68488 4 54
OVXD OD4 83214 4 65
OVXD OD5 83209 5 59
OVXD OD6 94901 3 86
OVXD OoD7 3 7 79
OVXD oD8 68473 7 56
OvXDC ODC1 83199 3 55 61
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OvXDC ODC2 83212 3 41
OvXDC ODC3 83202 4 61
OvXDC ODC4 83190 5 67
OvXDC ODC5 83201 6 65
OVXDC ODC6 6 7 60
OVXDC ODC7 46 9 60
OVXDC ODCS8 83195 6 53

Tabelle 5: Gruppenaufteilung der Versuchsschafe mit entsprechender
Ohrmarkennummer, Gewicht in kg, Alter zum Versuchsbeginn sowie der Altersmedian
der entsprechenden Gruppen in Jahren.

Alle Schafe erhielten zu Beginn der Studie (Zeitpunkt 0) und zu jedem weiteren
Messzeitpunkt (3 und 8 Monate) Gewichtskontrollen und wurden regelméalRig
tierarztlich untersucht. Des Weiteren wurden die Schafe prophylaktisch mit 1 ml/ 5 kg
KGW Fenbantel (Rintal 2,5% ad us. vet. Bayer AG, Leverkusen) entwurmt.

3.2 Induktion der Osteoporose:

3.2.1 Ovarektomie
Vorbereitung und Anasthesie

Zwolf Stunden vor der geplanten Operation wurden jeweils zwei Schafe gemeinsam in
eine Innenbox des Forschungsinstituts verbracht, wo diese, soweit dies bei
Wiederkauern maoglich ist, nichtern blieben. Wasser hatten die Tiere zu jeder Zeit zur
Verfliigung.

Die Pramedikation erfolgte im Stall mit einer intramuskularen Gabe in die
Hintergliedmal3e. Die Medikation bestand aus 10mg/kg Ketaminhydrochlorid
(Ketavet® 10 mg/ml, Bela- Pharm GmbH und Co.KG, Vechta), 0,01 ml/kg Xylazin
(Rompun® 2%, Bayer AG, Leverkusen), 0,3 mg/kg Midazolam (Midazolam
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Rotexmedica 5 mg/ml, ROTEXMEDICA GmbH, Trittau) und 0,01 mg/kg Atropin
(Atropinsulfat B. Braun 0,5 mg/ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen).

Nach wenigen Minuten setzte die sedierende Wirkung ein und die Schafe konnten
gewogen sowie am ventralen Abdomen geschoren werden. Weiterhin erfolgte zu

jedem Messzeitpunkt eine Adspektion der Klauen und bei Bedarf eine Klauenpflege.

Anschliel3end wurde im Vorbereitungsraum zu den Zeitpunkten 0 und 3 Monate ein
peripherer Venenzugang mit einer sterilen Venenverweilkanile (Vasofix® 17G, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen) in die Vena cephalica antebrachii gelegt und mit

Pflastern fixiert.

Die Schafe am Versuchsende (Zeitpunkt 8 Monate) erhielten einen zentralen
Venenkatheter (Ein-Lumen-ZVK, 14 G., ARROW Deutschland GmbH, Erding) in die

Vena jugularis. Dieser wurde mit Hautnéhten fixiert.

Gleichzeitig wurde die restliche Wolle auf den freigeschorenen Stellen mittels
Enthaarungscreme (Pilca Enthaarungscreme, DMV Diedrichs Markenvertrieb GmbH
& Co. KG) entfernt.

Es erfolgte die intravendse Narkoseeinleitung mit 2 mg/kg Propofol (Propofol 2%
(20mg/1ml), Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg). Jedes Schaf erhielt
zur Analgesie intravends 2 pg/kg Fentanyl (Fentanyl-Hameln 50pg/ml, hamein
pharmaceuticals GmbH, Hameln). Nach eintretender Muskelrelaxation wurden die
Tiere intubiert und bei Bedarf eine Pansensonde eingefuihrt. Die weitere
Narkoseerhaltung erfolgte wahrend der Knochendichtebestimmung mit einem
Propofol-Dauerperfusor mit 50ml/h (entspricht ca. 0,3 ml/kg/min Propofol).

Jedes Schaf (mit Ausnahme der Kontrollschafe) erhielt zu allen drei Zeitpunkten eine
prophylaktische Antibiotikagabe von 0,1 ml/kg Penicillin (Veracin® RS, Albrecht
GmbH, Aulendorf) sowie ein Opiat zur Analgesie von 0,01 mg/kg
Buprenorphinhydrochlorid (TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg, RB Pharmaceuticals

GmbH, Mannheim) subkutan.

1



Material und Methoden

Operation

Alle Gruppen wurden mit Ausnahme der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt O Monate im
Anschluss an die Knochendichtemessung (im folgenden beschrieben) in den
Operationsaal transportiert, dort in Ruckenlage verbracht und an die
Inhalationsnarkose mit Isofluran angeschlossen. Vereinzelte Tiere erhielten, je nach
Kreislaufzustand (erhohte/ verminderte Atemfrequenz, verzogerte kapillare
Ruckfullungszeit) zur besseren Uberwachung, eine invasive arterielle
Blutdruckmessung am Ohr. Es erfolgte eine Fixierung aller vier GliedmalRen mit
Mullbinden. Das Operationsfeld wurde gereinigt, desinfiziert und steril abgedeckt. Es
erfolgte ein ca. 15 cm Hautschnitt kranial des Euters. Die darunterliegende Fettschicht
wurde freiprapariert und die Linea alba dargestellt. Es erfolgte eine Stichinzision durch

die Linea alba und das Peritoneum.

Der Uterus wurde in situ aufgesucht und die Ovarien nacheinander dargestellt. Die
Ovarien wurden mit einem resorbierbaren Faden abgebunden und ligiert (Vicryl 4-0,
Ethicon Johnson und Johnson Medical GmbH, Norderstedt). AnschlieRend konnten
diese von den OvargefdaRen und Mesoovar abgesetzt werden. Es erfolgte eine
Kontrolle mdglicher Blutungen und eine Reposition des Uterus. Der Operationssitus

wurde mehrschichtig verschlossen.

Nach der Operation wurden die Schafe zunachst alleine in eine Box gebracht, wo sie
wieder zu vollem Bewusstsein kamen. Nach tierarztlicher Einschatzung wurden die
Tiere zum Weidegang (OVX-Gruppe) bzw. in Aul3enstallungen in Kleingruppen
(OVXD- und OVXDC-Gruppe) auf dem Gelande der Zentralen Forschungseinrichtung

Frankfurt entlassen.

Nachsorge

In der Zeit nach der Operation wurden die Tiere analgetisch behandelt. Zun&chst
bekamen sie zweimal téglich 0,01 mg/kg Buprenorphinhydrochlorid subkutan
(TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg RB Pharmaceuticals GmbH, Mannheim) sowie
einmalig ein nicht-steroidales Antiphlogistikum: 0,5 mg/kg Meloxicam intramuskul&r
(Metacam® 20 mg/ml ad. us. vet.,, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
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Ingelheim/Rhein) verabreicht. Nach Einschatzung der Tierdrzte wurde das Opiat mit

der Zeit reduziert und die Tiere entwohnt.

In den ersten funf Tagen post-OP wurden die Tiere zudem antibiotisch mit 0,1 ml/kg
eines Penicillins (Veracin® RS, Albrecht GmbH, Aulendorf) alle 48 Stunden behandelt.

Die Injektion erfolgte intramuskular.

3.2.2 Fitterung

Die Gruppe OVXD und die Gruppe OVXDC erhielten zwei Wochen nach der
Ovarektomie eine Spezial-Diat der Firma SNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest (Nr.
S6189-S010, Sondermischung Schaf, 4 mm Pellet) mit reduziertem Calciumgehalt und

ohne Vitamin Ds.

Dieses Futter erhielten die Schafe in den beiden genannten Versuchsgruppen
morgens und abends, wobei die exakte Menge pro Schaf nicht bestimmt wurde.
Wasser stand den Tieren zu jeder Zeit ad libitum zur Verfigung. Neben der Diat-
Fatterung in Pelletform hatten die Tiere immer Zugang zu Stroh, da sie ganztagig in

einer Uberdachten AufRenbox mit Stroheinstreu in Gruppen gehalten wurden.

Die Futterung blieb wahrend der gesamten Studienperiode gleich.

Futterbestandteile Standard-Diéat (%) Spezial-Diat (%)
Trockensubstanz 90,0 87,0

Rohprotein 18,0 14,7

Rohdle und Fette 3,8 4,9

Rohfaser 12,8 11,8

Rohasche 8,2 53

Starke 19,4 28

Zucker 4,6 3,1

Calcium 1,10 0,16

Phosphor 0,55 0,76
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Calcium/ Phosphor 2 0,21
Natrium 0,18 0,26
Magnesium 0,20 0,26

Kalium 2,10 1,10
Vitamin A 12.000 IE/kg 12.000 IE/kg
Vitamin D3 1.100 IE/kg -

Vitamin E 105 mg/kg 85 mg/kg

Tabelle 6: Analytische Bestandteile und Erndhrungszuséatze der verwendeten
Futtermittel: Standardfuttermittel fur die Schafe der Gruppen Kontrolle und OVX,
Spezial-Diat fur die Schafe der Gruppen OVXD und OVXDC (beide Diaten: Firma
SNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest).

Die Schafe der Kontroll- und OVX-Gruppe wurden in den Wintermonaten mit einer
nicht genau bestimmten Menge eines Standardfutters (siehe Tabelle, ebenfalls Firma
SNIFF Spezialdidten GmbH, Soest) gefuttert. Im Frihjahr erfolgte fur beide Gruppen
der Weidegang, wobei auch hier die exakte aufgenommene Futtermenge nicht

bekannt ist.

Standardfutter und Spezialdiat weisen energetisch keine Unterschiede auf und decken
den Ublichen Tagesbedarf eines ausgewachsenen Schafes ab.

3.2.3 Glukokortikoidgabe

Zwei Wochen nach Ovarektomie erhielt jedes Schaf der Gruppe OVXDC zusatzlich
zur Diat im vierzehntagigen Abstand eine Gabe von 320 mg Methylprednisolon/Schaf
(Depot- Medrate® ad us. vet 40 mg/ml Injektionssuspension, Pfizer Deutschland
GmbH, Berlin). Das entspricht auf eine Woche umgerechnet 160 mg/Schaf. Jedes
Schaf erhielt somit 8 ml, die auf zwei Injektionsstellen aufgeteilt wurden. Die
Verabreichung erfolgte abwechselnd intramuskuldr in die Vorder- und
Hintergliedmal3e. Diese Dosierung wurde wahrend der gesamten Versuchsperiode

beibehalten.
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3.3 Knochendichtebestimmung (DXA)

Bei allen 31 Schafen wurden zu den Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monaten eine
Knochendichtemessung durchgefuhrt. Hierfir wurde die Methode der Dual- Rontgen-

Absorptiometrie (DXA) verwendet.

Die Rohdaten der DXA-Messung wurden in Zusammenarbeit mit den Doktoranden des
Labors fur Experimentelle Unfallchirurgie (Leiterin Prof. Dr. Katrin Susanne Lips) und
der Klinik und Poliklinik far Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie (Leiter:
Prof. Dr. Christian Heil3), Fachbereich 11, Justus-Liebig-Universitat Giel3en ermittelt.
Die Knochendichtebestimmung erfolgte mithilfe der DXA-Messung.

Fur das Erlangen scharfer Bilder war eine vorherige Anasthesie notwendig (siehe
Vorbereitung und Anasthesie). Jedes Schaf wurde mdglichst gerade in Brust-Bauch
Lage gelagert und fixiert. Der gesamte Korper wurde anschliel3end mit dem DXA-Gerat
(Lunar Prodigy, GE Healthcare GmbH, Solingen) gescannt und mit der dazugehdrigen
Messsoftware unter Berlicksichtigung des Koérpergewichtes (enCORE software, GE

Healthcare GmbH, Solingen, Version 13.40) ausgewertet.

Fur die Analyse der ermittelten zweidimensionalen Bilder wurden verschiedene
Regions of Interest (ROIs) festgelegt. Diese ROIs haben eine definierte und konstante
Flache, die auf die verschiedenen Skelettanteile des Schafs projiziert wurden. In der
vorliegenden Studie diente das ROI: ,abdominal width* als Referenzmethode. Hierzu
erfolgte nach jeder Messung die manuelle Analyse durch Ausrichtung der ROIs auf
das Abdomen inklusive der Lendenwirbel L1 bis L6 des Schafes. Die Software

ermittelte daraufhin folgende einzelne Messwerte:

e bone mineral density (BMD) in g/cm?2
e bone mineral content (BMC) in g

o Korperfettanteil in % und g

Vor jeder Messung wurde zur Qualitatssicherung eine Kalibrierung durchgefihrt.
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Abbildung 7: Schaf bei Knochendichtebestimmung mittels Dual-Rdntgen-
Absorptiometrie (DXA)

Z-Score

Fur die Beurteilung der Effektivitat der verwendeten InduktionsmalRnahmen bezlglich
der Osteoporose wurde der Z-Score fir die verschiedenen Gruppen (OVX, OVXD,

OVXDC) fur die Zeitpunkte 3 und 8 Monate mit folgender Formel errechnet:
Z-Score:

BMD Osteoporosegruppe — BMD altersgleicher, gesunder Kontrollgruppe

Standardabweichung altersgleicher Kontrollgruppe

Zum Zeitpunkt O ermittelte Werte aller 31 Schafe dienten hier als alters- und
geschlechtsgleiche Vergleichsgruppe zur Errechnung des Z-Score. Vergleichbar mit
dem Vorgehen in der Humanmedizin wurde hier ein Z-Score > -1 als alterstypische,

physiologische Knochendichte angesehen.
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3.4 Probenentnahme fir Laboruntersuchungen

Die Blutprobengewinnung erfolgte unter Berlcksichtigung des zirkadianen Rhythmus
zu jedem Messzeitpunkt morgens im Stall der Zentralen Forschungseinrichtung.
Hierzu wurde die Vena jugularis mit einer sterilen Kanile (20G, Firma Becton
Dickinson, Spanien) punktiert und das ventse Blut mit einer 10 ml Spritze (Firma
Becton Dickinson, Spanien) abgezogen. Die Schafe waren zu diesem Zeitpunkt noch
nicht sediert. Die Vollblutproben wurden nach ca. 30 min bei 3460-facher
Erdbeschleunigung (G) fur 10 Minuten zentrifugiert (EBA 20, Hettich GmbH & Co.,
Tuttlingen) und das gewonnene Serum in 2 ml fassende Mikroréhren mit
Schraubverschluss (Firma Sarstedt, Numbrecht) aliquotiert. Anschlieend wurden die

Serumproben bis zur Lagerung bei — 80°C auf Trockeneis gelegt.

Die Uringewinnung erfolgte mittels Katheterisierung der Schafe. Dazu wurden die
bereits pramedizierten Schafe zu den jeweiligen Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monate in
Brust-Bauch Lage gelagert und die Vulva gereinigt. Anschlieend konnte unter
digitaler Kontrolle ein steriler Katheter (Risch-Ernahrungssonde, GréRe 4, Willy Risch
GmbH, Kernen) vorgeschoben und der Urin in sterilen Réhrchen (Tube 10 ml, Firma
Sarstedt, Nimbrecht) gesammelt werden. Die Urinproben wurden ebenfalls in 2 ml
Serumrdhrchen mit Schraubverschluss (Firma Sarstedt, NUmbrecht) aliquotiert und
auf Trockeneis gelagert. Alle Proben eines Tages wurden in einer Transferbox mit
Trockeneis nach Giel3en transportiert und dort bei — 80°C bis zur Durchfiihrung

weiterer Untersuchungen aufbewabhrt.

Am Endzeitpunkt (Zeitpunkt 8 Monate) erfolgte die Blutprobenentnahme durch einen
zentralen Venenkatheter (Ein-Lumen-ZVK, 14 G., ARROW Deutschland GmbH,
Erdingen). Dieser wurde mit Hautn&hten fixiert und diente zur Blutentnahme grol3erer

Probenvolumina (ca. 50 ml) und spater zur Injektionsnarkose sowie Euthanasie.

3.5 Euthanasie

Nach 8 Monaten (Endzeitpunkt) wurden die Schafe nach letzter Probenentnahme im
bereits narkotisierten Zustand mit 50 mg/kg Pentobarbital-Natrium (Anestesal®, Pfizer,

Mexiko) intravends schmerzlos eingeschléfert.
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3.6 Laboruntersuchungen

Alle Laboruntersuchungen erfolgten im Zentrallabor, Klinikum Veterinarmedizin,
Klinische Pathophysiologie und Klinische Laboratoriumsdiagnostik an der Justus-
Liebig-Universitat in Giel3en. Die Untersuchungen umfassten die nachfolgend
aufgefuhrten klinisch-chemischen Analysen der Serum- und Urinproben sowie die
Bestimmung der enzymatischen Immunreaktivitat verschiedener Parameter, deren

Methoden nachfolgend beschrieben werden.

Folgende Analysegerate wurden fur die Bestimmung der klinisch-chemischen

Analysen verwendet.
Analysegerate:

e Nova CRT8 der Firma Nova Biomedical GmbH, Rédermark
e ABX Pentra 400 der Firma Horiba, Montpellier, Frankreich

Fur beide Gerate wurde zweimal taglich (ca. 07:00 Uhr und ca. 12:00 Uhr) eine interne
Qualitatskontrolle mit kommerziell erhaltlichen Qualitatskontrollmaterialien mit jeweils
einer normalen und abnormalen Kontrolle durchgefihrt (fr den Nova CRT 8: Nova
control 1 und 2 und fur den Pentra 400: Axonlab normal and abnormal, Axon Lab AG,
Reichenbach). Zudem nahm das Zentrallabor an regelmaRligen externen
Qualitatskontrollen teil. Diese umfassten ein humanmedizinisches Programm
(RIQUAS, Randox International Quality Assessment Scheme) und ein
veterindrmedizinisches Programm (Veterinary Laboratory Association, VLA, Genzyme
Diagnostics). Das RIQUAS Programm wurde alle 2 Wochen durchgefuhrt wahrend die

Teilnahme am VLA Programm alle 3 Monate erfolgte.

3.6.1 Elektrolyte und Hormone

3.6.1.1 Calcium, Magnesium und Phosphat

Calcium und Magnesium (ionisiert)
Die Bestimmung des ionisierten Calcium und Magnesium erfolgte durch das
Analysegerat Nova CRT8, Nova Biomedical GmbH. Bei dem Messprinzip handelt es

sich um eine Potentiometrie, bei der das ionisierte Calcium und ionisiertes Magnesium
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mithilfe einer ionenselektiven Elektrode und ionenselektiven Membran bestimmt wird.

Das ionisierte Calcium und Magnesium wird in mmol/l angegeben.

Phosphat

Die Konzentration von Phosphat in Serum und Urin wurde mit dem Kklinisch-
chemischen Analysegerat ABX Pentra 400, Horiba analysiert. Bei den verwendeten
Reagenzien handelte es sich um Phosphorus CP der Firma Horiba ABX, Montpellier,
Frankreich. Vor Bestimmung der Phosphatkonzentration im Urin wurde dieser zuvor
fur 1 Minute bei 18626-facher Erdbeschleunigung (G) (Mikro 200, Hettich GmbH & Co.,

Tuttlingen) zentrifugiert.

Die Messung erfolgte im Serum wund Urin durch eine UV-Methode mit

Phosphomolybdat.

Die Konzentration von anorganischem Phosphat in der Serumprobe wurde mittels

folgender Reaktion bestimmt:

Ammoniummolybdat + Schwefelsdure Phosphat = Phosphomolybdat- Komplex

3.6.1.2 fraktionierte Elektrolytausscheidung von Phosphat
(FEP)
Fur die Berechnung der fraktionierten Phosphatausscheidung im Urin wurden die

Phosphatmessungen im Serum und Urin wie vorher beschrieben verwendet.

Die dazugehorige quantitative Bestimmung von Kreatinin erfolgte ebenfalls durch den
ABX Pentra, Horiba. Die verwendeten Reagenzien stammten von Axon Lab AG,
Baden, Schweiz mit dem Handelsnamen CREA PAP.

Das Messprinzip des Kreatinins beruht auf einem enzymatischen Farbtest. Hierbei
wird Kreatinin mittels des Enzyms Kreatininase zu Kreatin und weiter mit Kreatinase
zu Sarcosin umgewandelt. Das Oxidationsprodukt von Sarcosin und Sarcosinoxidase
ist Wasserstoffperoxid. Unter Kkatalytischer Wirkung bildet das entstandene

Wasserstoffperoxid mit 4-Aminoantipyrin (PAP) und HTIB (3-Hydroxy-2,4,6-triiodo
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Benzoesaure) der Peroxidase einen roten Chinon-Farbstoff. Die Farbintensitat des
gebildeten Chinon-Farbstoffs ist direkt proportional zur Kreatininkonzentration und

wurde fotometrisch bei 550 nm gemessen.

Fir die Bestimmung von Kreatinin im Serum und Urin wurde dasselbe Messprinzip
verwendet, allerdings erfolgte fur die Urinuntersuchung eine 50-fache Verdinnung mit

destilliertem Wasser.
Die fraktionierte Ausscheidung von Phosphat im Urin wurde wie folgt ermittelt:
Formel: FEP (%) = (UPhos/ Phos) x (Crea/UCrea) x 100

Dabei stehen UPhos und UCrea fiir die Phosphat- bzw. Kreatininkonzentration im Urin
und Phos und Crea fiur die jeweilige Konzentration von Phosphat bzw. Kreatinin im

Serum.

Die Ubrigen Parameter wurden mittels kommerziell erhaltlicher kompetitiver Enzyme-
Immunoassays (EIAs) oder Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISAS)
gemessen, die im nachfolgendend beschrieben werden. Hierbei handelte es sich um
quantitative Assays. Fur die Konzentrationsbestimmung der jeweiligen Parameter war
die Erstellung einer Standardkurve erforderlich. Dazu wurden Proben mit
unterschiedlichen bekannten Konzentrationen (im Testkit enthalten) mitgefihrt und
unter den gleichen Bedingungen inkubiert wie die unbekannten Proben. Hierbei
erfolgte, wenn mdoglich, ein Doppelansatz der Standardproben auf jeder verwendeten
Mikrotiterplatte.

In der folgenden Tabelle sind die Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die

durchgefliihrten EIAS/ELISAs aufgefuhrt. Diese werden somit nicht mehr gesondert

angegeben.

Gerate Hersteller

Photometer: E-Liza Mat 3000 DRG Instruments GmbH, Marburg
Photometer: IEMS Reader MF Labsystems, Finnland

Washer: PW 40 Microplate Washer Bio-Rad, Miunchen
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Wasserbad: Typ 1012

Gesellschaft fur Labortechnik mbH,

Burgwedel

Vortexer: Reax control

Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG,
Schwabach

Horizontaler Ruttler fur Mikrotiterplatten:
Ruttlerelectronic, MTS2

IKA®Labortechnik, Staufen

Zentrifuge: Micro 120

Hettich GmbH und Co. KG, Tuttlingen

8-Kanal-Pipette, PIPETMAN® 8x200

Gildson International, Limburg- Offheim

Pipetten ,Research® 10 pl, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitzen: 10 pl, 20 pl, 200 pl, 200

Sarstedt, Nurmberg

pl, 1000 pl

Roéhrchen-Rack fiir 25-OH-Vitamin D

DRG Instruments GmbH, Marburg

Tabelle 7: Geréate und Verbrauchsmaterialien zur Durchfiihrung der EIAS/ELISAs

Die Bestimmung eines Parameters erfolgte immer am gleichen ELISA Reader
(Photometer), um geratespezifische Abweichungen zu vermeiden. Die Verwendung
von jeweiligen ELISA Readern war abhangig von der Verfuigbarkeit.

3.6.1.3 Vitamin D (25-OH-Vitamin D)

Die quantitative Bestimmung des 25-OH-Vitamin D (total) erfolgte durch einen
humanen Festphasen-EIA der Firma DRG Instruments GmbH, Marburg.

Testprinzip:
Der Test basiert auf dem Prinzip der kompetitiven Bindung.

Zuerst mussten die Proben, Standards und Kontrollen in gesonderten Gefal3en
(Rohrchen-Rack 25-OH-Vitamin D, DRG GmbH)

Denaturationspuffer vorbehandelt werden, um ein Losen des Vitamin D aus der

far Instruments mit
Bindung des Vitamin D-Bindeproteins (VDBP) zu bewirken. Nach anschliel3ender

87



Material und Methoden

Zugabe des Neutralisationpuffers wurden nacheinander biotinyliertes 25-OH Vitamin
D (Enzymkonjugat) und Peroxidase-markiertes Streptavedin (Enzymkomplex)
zugegeben. Die gut durchmischte Losung wurde in Vertiefungen (Wells) der
Mikrotiterplatte Ubertragen. Hier erfolgte nun eine Konkurrenz von endogenem 25-OH-
Vitamin D und biotinyliertem 25-OH-Vitamin D um die Bindungsstelle des Vitamin D-
Bindeproteins (VDBP). Dieses war auf der Mikrotiterplatte immobilisiert. Die Bindung
von biotinylierten 25-OH-Vitamin D wurde durch Peroxidase-markiertes Streptavedin
nachgewiesen. Darauffolgend wurden die Mikrotiterwells nach Inkubation gewaschen,
um ungebundene Substanzen zu entfernen. Die anschlielende Zugabe der
Substratlosung fuhrte zu einer Farbentwicklung, die nach einer definierten Zeit
gestoppt wurde. Die Intensitat der gebildeten Farbe war umgekehrt proportional der
25-OH-Vitamin D-Konzentration in der Probe. Die Extinktion wurde bei 450 nm mittels

Photometer gemessen.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen

(Bestandteile des Testkits) aufgefihrt:

e Mikrotiterplatte, 96 Wells, 12 x 8 Wells
Mit Vitamin D-Bindeprotein (VDBP) beschichtet

e Standard (Standard 0-5)
Konzentrationen, 0 — 4 — 10 — 25 — 60 — 130 ng/mL

e Hohe und niedrige Kontrolle (Low und High Kontrolle)
Low: 11, 30 ng/ml (7, 35- 15, 26 ng/ml)
High: 65, 86 ng/ml (42, 81- 88, 91 ng/ml)

e Denaturierungspuffer

¢ Neutralisationspuffer

e Enzymkonjugat
Vitamin Dz mit Biotin konjugiert

o Enzymkomplex
Streptavidin mit Peroxidase markiert

e Substratlésung
Substratldsung TMB (Tetramethylbenzidin)
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e Stoppl6ésung
Enthalt 0,5 M H,SO4

e Waschlosung, 40x konzentriert
Zur Verwendung wurde diese 1:40 mit destilliertem Wasser verdinnt

Alle Reagenzien und Serumproben wurden vor der Verwendung auf Raumtemperatur

gebracht und gut durchmischt.
Testdurchfiuhrung:

Die Testdurchfiihrung wird im Folgenden tabellarisch aufgezeigt.

Freisetzung und Vorbereitung:

Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und
(u) Temperatur
1 |Standard, Kontrollen und Serumproben in die 25 ul

entsprechenden Rohrchen geben (nicht in die
Mikrotiterplatte)

2 |Beschichtung mit Denaturierungspuffer 50 pl 30 min bei
37°C

3 | Neutralisation mit Neutralisierungspuffer 200 pl

4 | Beschichtung mit Enzymkonjugat 50 ul

7 | Beschichtung mit Enzymkomplex 50 ul

8 |Alle Gefal3e schiitteln 10 sec

EIA-Durchfihrung:

Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und
() Temperatur
1 |Die durchmischten Standards, Kontrollen, 200 yI - |60 min bei 37°C
Proben in entsprechende Wells tberfiihren und
versiegeln

2 |Waschen mit verdinntem Waschpuffer (ELISA {300 pl  |4-mal
Washer)
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3 | Beschichtung der Wells mit Substratldsung 200 pl {15 min bei Raum-
temperatur

4 | Abstoppen 100 pl

5 |Messung bei 450 nm

Die Messungen der Proben der 31 Schafe wurden auf zwei ELISA Platten

durchgeflhrt. Es erfolgte eine Doppelbestimmung der Standards und Kontrollen.

3.6.1.4 Parathormon (PTH intakt)

Der Versuch der quantitativen Parathormonbestimmung beim Schaf erfolgte durch
einen kommerziell erhaltlichen humanen ELISA der Firma DRG Instruments GmbH,
Marburg. Ein bereits fir das Schaf etablierter oder laut Literatur routinemafig

verwendeter ELISA fur PTH stand nicht zur Verfigung.

Bei diesem PTH-ELISA handelte es sich um einen Solid Phase-Enzyme Amplified
Sensitive Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat.

Testprinzip:

Die Wells der Mikrotiterplatte sind mit polyklonalen Antikérpern (PAK, Ziege-Anti 1-34
PTH-Fragment) beschichtet. Die verwendeten Kalibratoren und Proben reagieren
nach Zugabe mit diesen gebundenen polyklonalen Antikdrper (Ziege-Anti 1-34 PTH-
Fragment). Uberschiissige Antigene werden nach Inkubation durch Waschen der
Wells entfernt. Der darauffolgende hinzugegebene monoklonale Antikorper (MAK,
Maus-Anti 44-68 PTH-Fragment), der mit Meerettich-Peroxidase (HRP) markiert ist,
bildet nach einer Inkubationsphase einen Sandwich-Komplex: PAk- ,Human® - PTH -
MAk — HRP. Die nicht gebundenen enzymgekoppelten Antikérper werden durch
Waschen der Mikrortiterplatte entfernt. Durch die gebundenen enzymgekoppelten
Antikorper wird eine Farbreaktion ausgeldst, die photometrisch gemessen werden
kann. Fir die Detektion der Farbreaktion wird Tetramethylbenzidin (TMD) hinzugeftigt
und inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufligen einer Stopplésung beendet und die

90



Material und Methoden

Mikrotiterplatte wird bei adaquater Wellenlange ausgewertet. Die Menge an

Substratumsatz wird kolometrisch durch Messung der Absorption bestimmt. Diese ist

proportional zur PTH-Konzentration.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen

(Bestandteile des Testkits) aufgefihrt:

Mikrotiterplatte
96 Anti-PTH beschichtete Wells (PAK; Ziege-Anti 1-34 PTH-Fragment).

Konjugat:

Meerettich Peroxidase (HRP) markierter Anti-PTH Antikdrper (monoklonaler
Antikorper: MAkK, Maus-Anti 44-68 PTH-Fragment) in Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)-Maleatpuffer mit Rinderserumalbumin, Thymol und
Schafserum

Kalibrator O
In Humanserum und Thymol

Kalibrator N = 1 bis 5
Werte: 31 — 70 — 310 — 980 — 1900 pg/ml

Waschldsung
Konzentrat, NaCl-Tween 20

Kontrollen
Niedrige Kontrolle (N1); 53,1 +/- 13,3 pg/ml
Hohe Kontrolle (N2); 250 +/- 63 pg/mi

Inkubationspuffer
Mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Benzamidin und Azid (< 0,1%)

Chromogenes TMB
(Tetramethylbenzidin)

Stopplésung
HCL, 1,0N

Die Kalibratoren wurden vor Beginn des ELISA mit 3,0 ml (Kalibrator 0), bzw. 1,0 ml

(anderen Kalibratoren) destilliertem Wasser rekonstituiert. Ebenso wurden die
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Kontrollen mit 1,0 ml dest. Wasser fertiggestellt. Die Waschlésung wurde 1:20 mit

destilliertem Wasser verdinnt.

Alle Reagenzien- und Serumproben wurden vor der Verwendung auf Raumtemperatur

gebracht und gut durchmischt.
Testdurchfiihrung:

Die Testdurchfiihrung wird im Folgenden tabellarisch aufgefuhrt:

Menge |Zeit und

Nr. | Arbeitsschritt (ul) Temperatur

1 |Inkubationspuffer in alle Wells geben 50 ul

Kalibratoren, Kontrollen und Probe in die
2 |entsprechenden Wells Uberfuhren. Inkubation |200 pl
auf horizontalem Schittler.

2 Stunden bei
Raumtemperatur

3 | Waschen mit entsprechender Waschlésung 400 ul - |4-mal

Beschichtung mit Anti-PTH-HRP- Konjugat.

Inkubation auf horizontalem Schiittler. 100 pl 60 min

7 | Waschen mit entsprechender Waschlésung 400 yl - |4-mal

Pipettieren der Substratlésung. Inkubation auf

horizontalen Schiittler. 100 gl |30 min

9 | Abstoppen 200ul

10 |Messung bei 450 nm

Da es sich um einen nicht fur das Schaf etablierten ELISA handelt und sich keine
Erfahrungswerte fir diese Tierart fanden, wurde zuerst nur eine ELISA-Platte fir die
zum Zeitpunkt 8 Monate entnommenen Proben verwendet, da hier viel Probenmaterial
vorhanden war und zudem im Falle des gelungenen Testes deutliche Unterschiede
zwischen den Gruppen zu erwarten waren. Da jedoch alle gemessenen Werte aul3er
den Resultaten der Kontrollen und der Standardkurve dem Leerwert entsprachen,

erfolgte kein weiterer Test.

92



Material und Methoden

3.6.2 Marker der Knochenformation

3.6.2.1 Knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP)

Zur Bestimmung der knochenspezifischen Phosphatase im Serum wurde ein humaner
EIA, hier MicroVue BAP der Firma TECOMedical GmbH, Blinde eingesetzt, fir den
von der Firma eine Kreuzreaktivitat fir das Schaf angeben wurde

Testprinzip:

Die Mikrotiterwells sind mit monoklonalen Anti-BAP-Antikérpern beschichtet. Diese
binden in der Probe vorliegende knochenspezifische alkalische Phosphatase. Die
Enzymaktivitat des gebundenen BAP wird mithilfe eines p-Nitrophenylphosphat
(PNPP) Substrats nachgewiesen. Der Farbumschlag und somit die optische Dichte

wird bei 405 nm Wellenlange abgelesen.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im EIA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkits):

¢ BAP-Standartldsungen A-F
(A=0, B=2, C=20,D=50, E=80,F= 140 E/I BAP)
Von Osteosarkomzellen hergestelltes BAP in Pufferlésung

o Kontrollen
Von Osteosarkomzellen hergestelltes BAP in Pufferlésung
Niedrige Kontrolle: 13,8 U/L (10,5 - 17,1 U/L)
Hohe Kontrolle: 60,1 U/L (46,1 — 75,2 U/L)

e Beschichte Teststreifen der Mikrotiterplatte
Gereinigter monoklonaler Anti-BAP-1gG Antikdrper von Mausen absorbiert auf die
Vertiefungen der Teststreifen

e Stopplésung
0,5 N NaOH

e 10-fach konzentrierter Waschpuffer

Nicht ionisches Detergens in Pufferldosung mit Natriumazid (0,05%) als
Konservierungsmittel

93



Material und Methoden

e Testpufferlésung
Gepufferte Loésung mit Magnesiumchlorid, Zinksulfat, Tensid und Natriumazid
(0,05%) als Konservierungsmittel

e Substratpuffer
2-Amino-2-methyl-1-propanol-Lésung mit N-(2-Hydroxyethyl)
ethylendiamintetraacetat (HEDTA), Magnesiumchlorid, Zinksulfat und Natriumazid
(0,05%) als Konservierungsmittel

e Substrattabletten
p-Nitrophenylphosphat (pNPP)

Der verwendete Waschpuffer wurde im Verhdltnis 1:10 mit entionisiertem Wasser
verdinnt. Die Substratldsung wurde eine Stunde vor Gebrauch angesetzt. Hierzu
wurde in die bendétigten Substratpufferflaschen eine Substrattablette gegeben und 60

min lang unter anfanglichem Schitteln aufgelost.
Testdurchfihrung:

Die Testdurchfiihrung wird im Folgenden tabellarisch aufgefihrt:

Menge |Zeit und

Nr. | Arbeitsschritt (ul) Temperatur

1 |Testpufferldsung in die Wells geben 125 ul

Standardlosung, Kontrolle und Proben in die
2 |entsprechenden Wells fullen, anschlie3end 20 ul
vorsichtig schwenken

3 Stunden bei
Raumtemperatur

Manuelles Waschen mit entsprechendem

Waschpuffer 250 pI- | 4-mal

30 min bei Raum-

4 | Beschichtung der Wells mit Substratlésung 150 pl
temperatur

5 |Abstoppen 100 pl

6 |Messung bei 405 nm
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Die Messungen der von den 31 Schafen zu den 3 Messzeitpunkten entnommenen
Proben wurden auf zwei ELISA-Platten durchgefihrt. Es erfolgte eine

Doppelbestimmung der Standards und Kontrollen.

3.6.2.2 Osteocalcin (intakt)

Bei der guantitativen Bestimmung von intaktem Osteocalcin im Serum wurde ein
kommerziell erhaltlicher humaner EIA (MicroVue Osteocalcin EIA) der Firma
TECOMedical GmbH, Binde verwendet. Nach Angaben der Firma liegt eine

Kreuzreaktivitat fur das Schaf vor.

Testprinzip:

Der MicroVue Osteocalcin EIA ist ein kompetitiver Immunoassay. Das Osteocalcin
wird quantitativ bestimmt. Die Mikrotiterwells sind mit einem Anti-Osteocalcin-
Antikérper von Mausen und einem alkalischen Anti-Maus-Immunglobulin G (IgG)-
Phosphatasekonjugat beschichtet. Nach der Bindung des vorhandenen Osteocalcin in
den Standards, Kontrollen und Seren wird die Enzymaktivitdit des gebundenen

Osteocalcin mithilfe eines p-Nitrophenylphosphat (pNPP) Substrats bestimmt.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkit):

e Osteocalcin Standardlésungen: Standard A-F
(A=0;B=1,7,C=3,5,D=7,3; E=14,5; F = 29,0 ng/ml)
Von humanen Knochen isoliertes, lyophilisiertes Osteocalcin mit Puffersalzen und
Stabilisatoren

e Kontrollen
Von humanen Knochen isoliertes, lyophilisiertes Osteocalcin
Niedrige Kontrolle: 5,5 ng/ml (4,1 - 6,9 ng/ml)
Hohe Kontrolle: 18,5 ng/ml (14,1 - 22,9 ng/ml)

e Beschichtete Testreifen
Von humanen Knochen isoliertes und auf die Vertiefungen der Teststreifen

adsorbiertes Osteocalcin

e Stopplésung
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0,5 N NaOH

e 10-fach konzentrierter Waschpuffer
Nicht ionisches Detergens in Pufferldosung mit Natriumazid (0,05%) als
Konservierungsmittel

e Anti-Osteocalcin
Monoklonaler Anti-Osteocalcin-Antikbrper von Mausen in einer Pufferlosung aus
nicht ionischen Detergens, Stabilisatoren und Natriumazid (0,05%) als
Konservierungsmittel

e Substratpuffer
Eine LOsung aus Diethanolamin und Magnesiumchlirorid mit Natriumazid (0,05%)
als Konservierungsmittel

e Substrattabletten
p-Nitrophenylphosphat

e Enzymkonjugat
Lyophilisierter Anti-Maus-lgG-Antikérper von Ziegen im Konjugat mit alkalischer
Phosphatase

Alle Reagenzien wurden vor der Durchfiihrung des ElAs auf eine Temperatur von 20
- 25°C gebracht und weiter vorbereitet.

Der 10-fach konzentrierte Waschpuffer wurde im Verhéltnis 1:10 mit vollentsalztem
Wasser verdiunnt. Das Enzymkonjugat wurde 2 Stunden vor Gebrauch angesetzt.
Dazu wurden alle benétigten Flaschchen des Enzymkonjugats mit 10 ml des einfach
konzentrierten Waschpuffers angerthrt. Die Standardldsungen wurden mit 0,5 ml 1-
fach konzentriertem Waschpuffer wiederhergestellt. Die Tablette musste flr
mindestens 15 Minuten vollstandig aufgelost werden. Ebenfalls musste die
Substratldsung innerhalb einer Stunde vor Gebrauch angesetzt werden. In jede
bendtigte Substratpufferflasche wurde eine Substrattablette gegeben. Diese musste

fur 30 - 60 Minuten aufgelost werden.

Alle vorbereiteten Reagenzien wurden kraftig geschittelt.
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Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und
(ul) Temperatur

1 |Standardlésung, Kontrollen und Proben in die |25 pl
entsprechenden Wells Gberfihren

2 | Anti-Osteocalcin in die Vertiefungen geben 125 pl 2 Stunden bei Raum-
temperatur

3 | Waschen mit entsprechendem Waschpuffer | 300 pl 3-mal

4 | Beschichtung der Wells mit Enzymkonjugat 150 pl 60 min bei Raum-
temperatur

5 |Waschen mit entsprechendem Waschpuffer | 300 pl 3-mal

6 |Beschichtung der Wells mit Substratlésung 50 ul 35-40 min

7 | Abstoppen 50 pl

8 |Messung bei 405 nm

Die von den Schafen entnommenen Serumproben wurden auf zwei ELISA-Platten
gemessen. Es erfolgte ein Doppelansatz der Standards und Kontrollen auf beiden
Platten.

3.6.3 Marker der Knochenresorption

3.6.3.1 N-terminales Telopeptid des Kollagen Typ | (NTX)

Fur die Bestimmung des NTX-Serumspiegel wurde der EIA OSTEOMARK® NTX-
Serum der Firma TECOMedical GmbH, Biinde verwendet, fur den von der Firma eine
Kreuzreaktivat fur die Tierart Schaf angegeben ist.

Testprinzip:
Der Test basiert auf dem Prinzip der kompetitiven Hemmung.

NTX-Epitope sind in den Wells der Mikrotiterplatte adsorbiert. Die verdinnten Proben
werden in die Mikrotiterwells gegeben und anschlieend mit monoklonalen,
Meerrettichperoxidase markierten Antikérpern versetzt. Das in den Patientenproben
vorhandene NTX konkurriert dabei mit dem NTX-Epitop um Antikérperbindungsstellen.

Die nun gebundenen, markierten Antikérper werden nach einer Waschphase
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kolorimetrisch anhand der Bildung eines Peroxidsubstrats bestimmt. Die Extinktion

wird spektrophotometrisch gemessen.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im EIA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkit):

Mikrotiterplatte
Mit absorbiertem, synthetischem NTX-Antigen beschichtet

Proben Diluent
Mit ProClin™300 (0,05%) als Konservierungsmittel

Antikoérperkonjugat- Konzentrat
Gereinigte monoklonale Maus-Antikérper gegen NTX, mit Meerrettichperoxidase
konjugiert

Antikoérperkonjugat-Diluent
Zum Verdinnen des Antikorperkonjugat-Konzentrats. Mit ProClin™ 300 (0,05 %) als
Konservierungsmittel

30-faches Waschkonzentrat
lonische Detergenzldsung

Chromogen-Reagenz
3,3°,5,5 - Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid

Gepuffertes Substrat
Gepuffertes Wasserstoffperoxid

Stopp-Reagenz
1 N Schwefelsaure

Testkalibratoren
(0, 5, 10, 20, 40 nM Knochenkollagenagivalent (BCE)
Gereinigtes NTX-Antigen in stabilisierten Protein-Diluent

Kontrollen

Humanserum mit bekannter NTX-Konzentration
Niedrige Kontrolle: 9,0 nM BCE ( 6,7 - 11,3 nM BCE)
Hohe Kontrolle: 26,6 nM BCE (24,0 - 29, 2 nM BCE)

Alle Reagenzien wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht, wobei diese

21°C nicht Uberschreiten durften. Die Vorbereitung der verwendeten Reagenzien

erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Der Waschpuffer wurde hierzu um eine

einfach konzentrierte Losung zu erreichen, 1:30 mit deionisiertem Wasser verdinnt.
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Die Konjugatldsung wurde durch Zusammenfiihren des Antikdrperkonjugats mit dem
Antikdrperkonjugat-Diluent im Verhdaltnis 1:101 erstellt. Des Weiteren mussten die
Kalibratoren, Kontrollen und Proben mit dem Verdinnungs-Diluent in einem Verhaltnis

von 1:5 gemischt werden.

Durchfihrung:

Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und
(ul) Temperatur

1 |Verdunnte Kalibratoren, Kontrollen und Probenin {100 pl
die entsprechenden Wells geben

2 |Beschichtung der Wells mit verdinnter 100 pl 90 Minuten bei
Konjugatlésung, anschlie3end 15-20 Sekunden 21°C
schwenken

3 | Waschen mit entsprechenden Waschpuffer 350 yl | 5-mal

4 |Verdlunnte Lésung aus Chromogen-Reagenz und |200 ul |30 min bei 21°C
gepufferter Substratldsung pipettieren

5 | Abstoppen, kurz schwenken 100 pl |5 min bei 21°C

6 |Messung bei 450 nm

Die 31 Schafproben wurden auf zwei ELISA-Platten gemessen. Es erfolgte ein

Doppelansatz der Standards und Kontrollen.

3.6.3.2 Cathepsin K

Fur die quantitative Bestimmung von Cathepsin K fand sich kein bereits etablierter
oder in publizierten Studien verwendeter ELISA fir die Messung beim Schaf. Die
Bestimmung des Cathepsin K wurde in dieser Arbeit anhand eines humanen ELISAs
der Firma Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, Wien durchgefiihrt. Nach
Angaben des Herstellers besteht eine hohe Homologie mit verschiedenen Tierarten
(Maus 86%, Ratte 88%, Schwein 97%, Hase 96%).
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Testprinzip:

Das Testprinzip beruht auf einem Immunabsorptionsverfahren. Die Mikrotiterplatten
sind mit einem Anti-Cathepsin K Antikdrper beschichtet. Daran bindet sich im Serum
vorhandenes Cathepsin K, welches wiederum von einem weiteren spezifischen
Antikorper, der mit Meerettichperoxidase markiert ist, detektiert wird. Die Zugabe der
Substratlosung (Tetramethylbenzidin-Lésung) bewirkt eine Konzentrationsanderung
des durch die enzymatische Reaktion entstandenen Farbstoffs. Dies kann mit dem

Photometer bestimmt werden.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkist):

e Mikrotiterplatte
Mit polyklonalen Schaf-Anti-Cathepsin K Antikérper beschichtet

e Waschpuffer
20-fach konzentriert

e Assay Puffer
e Standards

(0; 11; 33; 100; 300 pmol/l)

e Kontrolle
(66,2 pmol/l (66,2 +/- 19,8 pmol/l)

¢ Konjugat
Anti-Cathepsin K-HRP (Meerettich-Peroxidase)

e Substrat
(Tetramethylbenzidin (TMB L6sung))

e Stopp LOsung

Alle Reagenzien wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht. Der
konzentrierte Waschpuffer wurde 1:20 mit destilliertem Wasser verdinnt. Das

Lysophilisat der Standards und Kontrollen musste in jeweils 1 ml Assay-Puffer bei
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Raumtemperatur fir 20 Minuten aufgelést und mit einem Vortexer grindlich

durchmischt werden.

Durchfihrung:
Nr. Arbeitsschritt Menge |Zeit und
(ul) Temperatur
1 Standards, Kontrollen und Serumproben in 50 ul
entsprechende Wells pipettieren
2 Hinzufligen des Konjugats, anschlie3end vorsichtig |200 pl |24 Stunden
mischen und abdecken bei Raum-
temperatur
im Dunkeln
3 Waschen mit entsprechendem Waschpuffer 300 pl  {5-mal
4 Substratlésung hinzufiigen 200 gl {30 min bei
Raum-
temperatur
im Dunkeln
5 Abstoppen 50ul
6 Messung bei 450 nm

Da der Test nicht flr das Schaf etabliert ist, erfolgte ein Probelauf auf einer ELISA-

Platte von den Proben der Zeitpunkte 3 und 8 Monate. Die Kontrollen und Standards

wurden im Doppelansatz bestimmt.

3.6.3.3 Dickkopf-1 (DKK-1)

Fur die quantitative Bestimmung von DKK-1 fand sich ebenfalls kein bereits etablierter

ELISA fur die Messung beim Schaf. Die Bestimmung des DKK-1 wurde in dieser Arbeit

ebenfalls anhand eines ELISAs der Firma Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co
KG, Wien versucht.
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Testprinzip:

Das Testprinzip beruht auf einem Immunabsorptionsverfahren. Die Mikrotiterplatten
sind mit einem Anti-Human-DKK-1 Antikérper beschichtet. Daran bindet sich im Serum
vorhandenes DKK-1, welches wiederum von einem weiteren spezifischen Antikorper,
der mit Streptavidin-Meerettichperoxidase markiert ist, detektiert wird. Die Zugabe der
Substratlosung (Tetramethylbenzidin-Lésung) bewirkt eine Konzentrationsanderung
des entstandenen Farbstoffs (Enzym-Reaktion). Dieser kann photometrisch bestimmt

werden.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkits):

e Mikrotiterplatte
mit absorbiertem Anti-human DKK-1-Antikdrper

e Waschpuffer
20-fach konzentriert

o Assay Puffer
e Biotinylierter DKK-1 Antikorper

e Standards
(0, 10, 20, 40, 80, 160 pmol/l)

e Kontrolle
27,8 pmal/l (27,8 +/- 8,3 pmol/l)

¢ Konjugat
Streptavidin-HRP (Meerettich-Peroxidase)

e Substrat Losung
Tetramethylbenzidin-(TMB) Lésung)

e Stopp Losung
Alle Reagenzien und Serumproben wurden vor Verwendung auf Raumtemperatur
gebracht. Der Waschpuffer wurde nach Anleitung 1:20-fach mit destilliertem Wasser

verdinnt. Das Lyophilisat der Standards und Kontrollen wurde mit jeweils 200 pl
destilliertem Wasser bei Raumtemperatur fir 15 Minuten vollstandig aufgeldst.
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Durchfiihrung:
Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und Temperatur
(1))
1 |Assay Puffer in alle Wells pipettieren 50 ul
2 | Standards, Kontrollen und 20 pl
Serumproben in entsprechende Wells
pipettieren
3 | Zugabe von biotinyliertem DKK-1 50 ul 2 Stunden bei
Antikorper, gut mischen Raumtemperatur
4 | Waschen mit entsprechendem 300yl [5-mal
Waschpuffer
5 |Konjugat hinzufligen 100 pl |1 Stunde bei
Raumtemperatur
6 |Waschen mit entsprechendem 300 ul  [5-mal
Wachpuffer
7 | Substrat in alle Wells pipettieren 100 pl |30 min im bei Raum-
temperatur im Dunkeln
8 | Abstoppen 50 ul
9 |Messung bei 450 nm

Da der Test nicht fir die Tierart Schaf etabliert ist, erfolgte ein Probelauf auf einer
ELISA-Platte von den Proben der Zeitpunkte 3 und 8 Monate. Die Kontrollen und
Standards wurden im Doppelansatz bestimmit.

3.6.4 Marker des Energiestoffwechsels

3.6.4.1 Fructosamine

Die Bestimmung glykierter Proteine (Fructosamine) im Serum erfolgte am
Analysegerat ABX Pentra 400. Bei den Reagenzien des ABX Pentra Fructosamin

handelte es sich um ein Doppeltestkit.
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Dies ist ein kolorimetrischer Test, basierend auf der Fahigkeit der Ketoamine,
Nitrotetrazolium-Blau (NBT) in alkalischem Medium zu reduzieren. Die
Fructosaminkonzentration ist direkt proportional zur Geschwindigkeit der
Formazanbildung. Mittels Photometrie kann bei einer Wellenlange von 546 nm die

Reaktionsgeschwindigkeit gemessen werden.
Fructosamin/Albumin

Hierbei handelt es sich um einen Quotienten. Dieser wird in umol/l angegeben. Daflr

war die zusatzliche Bestimmung des Albumins notig.
Albumin

Die quantitative Bestimmung des Albumins im Serum zur Berechnung des
Fructosamin/Albumin Quotienten erfolgte ebenfalls am ABX Pentra 400 mit den
dazugehdrigen gebrauchsfertigen Reagenzien (ABX Pentra Albumin CP). Es handelt
sich hierbei um eine kolorimetrische Bestimmung mit Bromkresylgrin (BKG). Das
Testprinzip beruht auf der selektiven Bindung von Bromkresylgrin an Albumin bei
einem pH-Wert von 4,2, was zu einer Blaufarbung fuhrt, die photometrisch gemessen

wird.

3.6.4.2 Insulin

Die Bestimmung des Insulins erfolgte mit dem kommerziell erhaltlichen ,Ovine Insulin®
ELISA der Firma DRG Instruments GmbH, Marburg.

Testprinzip:

Die quantitative Bestimmung erfolgt hier tber einen Solid Phase Two-Site Enzyme
Immunoassay. Es handelt sich hierbei um einen direkten Sandwich-ELISA. Die
Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen Maus-Anti-Insulin Antikérpern beschichtet. Die
im Serum vorhandenen Insulinmolekiile werden gebunden und mittels eines zweiten
mit Peroxidase markierten Anti-Insulin Antikorpers detektiert. Die Ubrigen freien
Molekile werden durch den Waschvorgang abgewaschen. Nach Hinzufiigen des
Enzymkonjugats (3,3"-5,5"-Tetramethylbenzidin) und anschlieRendem Abstoppen
kann die optische Dichte der entstandenen Farbreaktion photometrisch ermittelt

werden.
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Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen
aufgefihrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkits):

o Mikrotiterplatte
Mit monoklonalen Maus-Anti-Insulin Antikdrpern

e Standards
Schaf Insulin (0; 0,5; 0,15; 0,5; 1,5; 3,0 ug/l)

e Kontrollen
(Diabetes Antigen Kontrolle Maus, DRG Instruments GmbH, Marburg, Deutschland;
nicht im Test erhaltlich)
Niedrige Kontrolle: 0,356 ug/L (0,196 - 0,516 ug/l)
Hohe Kontrolle: 4,08 pg/L (3,10 - 5,06 ug/l)

¢ Enzymkonjugat
Monoklonaler Maus Anti-Insulin Antikérper mit Peroxidase

o Enzymkonjugat-Puffer

e Waschpuffer
21-fach konzentriert

e Substratlésung
Tetramethylbenzidin-(TMB) Lésung

e Stopp-LOsung
0,5 M H>S04

Alle Reagenzien und Serumproben wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur
gebracht. Der Waschpuffer musste zur Erstellung einer einfachen Konzentration 1:20
mit im Testkit enthaltenen redestilliertem Wasser verdinnt werden. Das
Enzymkonjugat wurde im Verhéltnis 1:10 mit Enzymkonjugat-Puffer versetzt und

anschlieBend vorsichtig durchmischt.

Durchfihrung:

Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und Temperatur

(k)

1 |Standards, Kontrollen und Serumproben in 25 ul
entsprechende Wells pipettieren
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2 |Beschichtung der Wells mit Enzymkonjugat, [100 ul |2 Stunden bei
anschlielend auf horizontalen Schittler Raumtemperatur
inkubieren

3 | Waschen mit entsprechendem Waschpuffer |700 pl | 6-mal

4 | Beschichtung der Wells mit Substratlésung 200 gl |15 min bei
Raumtemperatur

5 | Abstoppen 50 ul

6 |Messung bei 450 nm

Die 31 Schafproben wurden auf zwei ELISA-Platten gemessen. Es erfolgte ein
Doppelansatz der Standards und Kontrollen. Die Werte wurden von pg/l in pU/ml

umgerechnet.

Umrechnungsformel: pg/l / 0,0417 = pU/ ml

3.6.4.3 Unveresterte Fettsauren (NEFA)

Als weiterer Parameter des Energiestoffwechsels wurden die unveresterten
Fettsduren mit dem ABX Pentra 400 bestimmt. Die benétigten Reagenzien stammen
von der Firma Labor+Technik, Eberhard Lehmann GmbH, Berlin.

Die Messung erfolgt Uber eine enzymatische Endzeitpunktbestimmung. Das
Testprinzip beruht auf der Acylierung von Coenzym A (CoA) bei gleichzeitiger
Anwesenheit von unveresterten Fettsauren durch eine Acyl-CoA-Synthetase. Die
anschlieRende Oxidation des acylierten Coenzym A durch die Acyl-CoA-Oxidase fuhrt
zur Freisetzung von H202. Unter der katalytischen Wirkung der Peroxidase (POD)
reagiert das H202 mit der Trinder-Substanz im Reagenz zu einem farbigen
Endprodukt. Die Farbintensitat ist bei 546 nm direkt proportional zur Konzentration der

freien Fettsauren in der Probe.
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3.6.5 Wachstumshormone

3.6.5.1 Insulin-like growth factor (IGF-1, IGFBF-blockiert)

Das IGF-1 (IGFBP-blockiert) im Serum wurde mittels eines humanen ELISAs der
Firma mediagnost® Gesellschaft fir Forschung und Herstellung von Diagnostika
GmbH, Reutlingen bestimmt. Laut Herstellerangaben kann das ELISA-Kit aufgrund

guter Kreuzreaktion der Antikdrper mit IGF-1 auch fur das Schaf verwendet werden.
Testprinzip:

Im ersten Schritt des IGF-1 ELISA (IGFBP-blockiert) muss das IGF-1 von den Insulin-
like growth factor Bindungsproteinen (GFBPs) dissoziieren. Dazu mussen die Proben
mit einem sauren Puffer verdiinnt werden. Die verdiinnten Proben werden dann in die
Vertiefungen (Wells) pipettiert und der pH-Wert dabei neutralisiert. Das nun nach
Neutralisation im hohen Uberschuss vorhandene IGF-2 besetzt die IGF-
Bindungsstellen der Bindungsproteine. Dies erlaubt die Messung des nun freien IGF-
1. Wegen der extrem niedrigen Kreuzreaktivitat des IGF-1-Antikdrpers mit IGF-2 stort
der hohe Uberschuss an IGF-2 die Interaktion mit IGF-1 nicht. Im weiteren Verlauf wird
die enzymatische Reaktion unter Verwendung eines Streptavidin-Peroxidase
Konjugates nachgewiesen. Die am Ende entstehende Farbreaktion kann

photometrisch bestimmt werden.

Nachfolgend wird die Zusammensetzung der im ELISA eingesetzten Ldsungen
aufgefuhrt:

Fur die Durchfiihrung eingesetzte Reagenzien (Bestandteile des Testkits):

o Mikrotiterplatte
Mit humanem IGF-1 Antikdrper beschichtet

e Standards A-E
Enthalten rekombinantes humanes IGF-1 (2; 5; 15; 30; 50 ng/ml)

e Kontrollen
Niedrige Kontrolle: 98 ng/ml (79 - 118 ng/ml)
Hohe Kontrolle: 389 ng/ml (311 - 466 ng/ml)

e Probenpuffer

o Antikdrperkonjugat
Enthalt biotinylierten Anti-human IGF- Antikérper
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e Enzymkonjugat
Enthalt POD (Meerettich-Peroxidase)-markiertes Streptavidin

o Waschpuffer
20-fach konzentriert

e Substrat
Meerettich-Peroxidase- (POD)-Substrat, stabilisiertes H.O»-Tetramethylbenzidin

e Stopplésung
0,2 M Schwefelsaure

Alle verwendeten Reagenzien und Proben wurden vorher auf Raumtemperatur
gebracht. Der Waschpuffer wurde vor Gebrauch 1:20 mit destilliertem Wasser
verdunnt. Fur die Rekonstitution der Standards und Kontrollen mussten jeweils 500 pl
gebrauchsfertiger Probenpuffer hinzu pipettiert werden. AnschlieRend wurden alle
Reagenzien mit dem Vortexer durchmischt.

Durchfiihrung:

Nr. | Arbeitsschritt Menge |Zeit und Temperatur

(7))
1 | Antikdrperkonjugat in alle Wells pipettieren {80 ul

2 | Standards, Kontrollen und Seren in die 20 pl 1 Stunde bei
entsprechenden Wells Gberfiuhren, Raumtemperatur
Inkubation auf horizontalem Schiittler

3 | Waschen mit entsprechenden Waschpuffer |300 pl | 5-mal

4 | Enzymkonjugat in alle Wells pipettieren, 100 pl |30 min bei
Inkubation auf horizontalen Schttler Raumtemperatur

5 |Waschen mit entsprechendem Waschpuffer {300 pl | 5-mal

6 | Substratldsung hinzu pipettieren 100 pI [ 15min bei
Raumtemperatur im
Dunkeln

7 | Abstoppen 100 pl
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8 | Ablesen bei 450 nm

Die Proben wurden auf zwei ELISA-Platten gemessen. Es erfolgte ein Doppelansatz

der Standards und Kontrollen.

3.7 Prazisionsmessungen

Um die Messgenauigkeit in Serie aller Parameter zu beurteilen, wurden 8-10
Mehrfachbestimmungen  unterschiedlicher = Konzentrationen (niedrig,  hoch)
durchgefuhrt. Der Mittelwert dieser Messungen wurde bestimmt und die
Standardabweichung sowie der Variationskoeffizient berechnet. Die jeweilige Zahl der

Wiederholungsmessungen ist fur die einzelnen Parameter im Anhang aufgefihrt.

3.8 Referenzbhereiche

Die Berechnung der orientierenden Referenzbereiche erfolgte mithilfe des Reference
Value Advisor V 2.1 Programm (GEFFRE et al. 2011).

Als Referenzgruppe galten die 31 Schafe zum Zeitpunkt 0. Die Werte wurden mithilfe
des Anderson-Darling Tests auf Normalverteilung getestet. Das Signifikanzniveau lag
bei p < 0,05. Waren die Werte signifikant, so galten die Daten als nicht-normalverteilt.
Bei nicht-normalverteilten Daten wurde eine Box-Cox Transformation durchgefihrt.
Handelte es sich hierbei um symmetrische Daten (Test auf Symmetrie p > 0,05), wurde
die Robuste Methode verwendet.

In Fallen, in denen nach Anderson-Darling Test die Daten normalverteilt waren, aber
der von dem Programm ebenfalls dargestellte QQ-Plot eher eine nicht-
Normalverteilung anzeigte, wurden die durch Box-Cox Transformation ermittelten

Referenzwerte verwendet.

Bei Daten, die zwar nach Anderson-Darling Test nicht normalverteilt waren, jedoch
keine Berechnung durch das Programm moglich war (im Falle der
Fructosaminmessung), wurden zur Orientierung die mittels Robuster Methode aus

untransformierten Werten berechneten Ergebnisse gewahilt.
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3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm
Graph Pad Prism (Graph Pad Software Version 5, San Diego, USA).

Alle Parameter wurden mit einem 2-faktoriellen ANOVA Test auf folgende Einflisse
untersucht: ,Gruppe®, ,Zeit" und ,Wechselwirkung®“. Der Faktor ,Gruppe® beschreibt
dabei den globalen Unterschied zwischen den Gruppen zu einem Zeitpunkt. Der
Faktor ,Zeit" gibt die Anderungen im zeitlichen Verlauf an. Der Faktor Wechselwirkung
beschreibt dabei das Verhéaltnis der Gruppen zueinander im zeitlichen Verlauf der
verschiedenen Zeitpunkte, d.h. das unterschiedliche Verhalten der Werte der Gruppen

im zeitlichen Verlauf.

Bei Signifikanzen wurde der Sidak's multiple Comparison Test als Post-Test

angewendet. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Schafe

In die Studie gingen 31 klinisch gesunde, weibliche Schafe der Rasse Merinoschaf ein.
Der Untersuchungszeitraum lag zwischen Ende Oktober 2012 bis Anfang Juli 2013 (8
Monate). Es gab 3 Probenentnahmezeitpunkte (Versuchsbeginn O Monate, 3 Monate,

Endzeitpunkt 8 Monate).

Zu den Probenentnahmezeitpunkten O und 3 Monaten wiesen die Tiere in den
Gruppen: Kontrolle, OVX und OVXD keine klinischen Auffalligkeiten auf. In der Gruppe
OVXDC musste ein Schaf (ODS7/ 46) aufgrund einer Hautverletzung zum Zeitpunkt 3
Monate genéht werden. Bei allen Schafen dieser Gruppen fielen bereits zu Zeitpunkt
3 Monate eine dinne Haut sowie ein teilweise cushingoides Erscheinungsbild

(Muskelschwund, Stammfettsucht) auf.

Gegen Ende des Versuchs zu Zeitpunkt 8 Monate verstarb ein Schaf (ODS 6/ 6) in der
OVXDC-Gruppe uber Nacht und konnte somit nicht in die Analyse eingeschlossen
werden. Es wurde keine pathologische Untersuchung eingeleitet. Des Weiteren
musste aufgrund ethischer Griunde die Probenentnahme eines Glukokortikoid-
behandelten Schafs (ODS 8/ 83195) mit anschlieBender Euthanasie 2 Wochen vor
eigentlichem Versuchsende vorgezogen werden. Das Schaf war zu diesem Zeitpunkt
anamisch mit deutlicher Tachypnoe. Es war weder geh- noch stehfahig, da es eine
Trimmerfraktur des rechten Femurs sowie einen Abriss des Trochanter majus
aufwies. Alle Ubrigen Schafe der OVXDC-Gruppe waren zum letzten Zeitpunkt von
mittelgradig gestortem Allgemeinbefinden, deutlich matt, und zeigten neben

Wollverlusten ein cushingoides Erscheinungsbild.

4.1.1 Korpergewicht

Zu Versuchsbeginn wiesen die Schafe in den genannten Gruppen folgende mediane
Korpergewichte auf: Kontrolle: 59,5 kg (Range: 52 - 81kg); OVX: 58 kg (Range: 53 -
81 kg); OVXD: 57,5 kg (Range: 47 - 86kg); OVXDC: 60,5 kg (41 - 67 kg). Die
statistische Auswertung des Korpergewichts in kg ergab keine signifikanten

Unterschiede im Gruppenvergleich. Auch im zeitlichen Verlauf Glber 8 Monate stellten
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sich keine statistisch signifikanten Veranderungen, sowohl innerhalb der Gruppe als

auch zwischen den Gruppen dar (Abb. 7 A).

4.2 Knochendichtebestimmung (DXA)

Nachfolgend sind die Referenzwerte und die Ergebnisse der verschiedenen Gruppen

zu den 3 Zeitpunkten fur die Parameter der DXA-Messung fur das ROI ,abdominal

width“ dargestellt.

Parameter Referenzbereich 90% Konfidenzinterval Datenverteilung
(Einheit) /
Methode
BMD (g/cm?) | Unterer 0,84 Unterer Wert: 0,81 Normalverteilt
Wert: 0,87 (p =0,24)
Oberer Wert: | 1,11 Oberer Wert: 1,07 Standard
1,14
BMC (g) Unterer 52,10 Unterer Wert: 41,47 Normalverteilt
Wert: 61,95 (p =0,94)
Oberer Wert: | 128,22 Oberer Wert: 119,23 Standard
138,34
Kdrperfett (%) | Unterer 3,77 Unterer Wert: 3,43 Nicht-
(abdominal) Wert: 4,41 normalverteilt
(p < 0,05)
Oberer Wert: | 47,38 Oberer Wert: 32,30 Box-Cox
76,13 Transformation
Robust
Kdrperfett (g) | Unterer 586,8 Unterer Wert: 566,1 Nicht-
(abdominal) Wert: 640,8 normalverteilt
(p < 0,05)
Oberer Wert: | 9042,4 Oberer Wert: 5270,6
15608,6 Box-Cox
Transformation
Robust

Tabelle 8: Orientierende Referenzwerte fur die Parameter der DXA-Messung flr das
ROI ,abdominal width* fiirs Schaf. AbklUrzungen: BMD: bone mineral densitiy (%);
BMC: bone mineral content (g), ROI: Region of Interest. Die p-Werte beziehen sich auf
das Ergebnis des Anderson-Darling Tests.
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Korpergewicht und DXA-Messung
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Abbildung 8: Korpergewicht und DXA-Daten (Region of Interest: ,abdominal width®)
zur Darstellung der Knochendichte der Wirbelkérper sowie des abdominalen
Fettgehalts. Die graphische Darstellung erfolgt mit einem Box-Whisker Diagramm. Der
Box-Plot entspricht dabei dem Bereich, in dem 50% der Daten liegen. Die
durchgehende Linie stellt den Median der Daten dar. Die Whiskers (Antennen) zeigen
den gesamten Bereich der Daten mit Minimum und Maximum an. Der hellblaue Balken
zeigt die orientierenden Referenzbereiche. (*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,0001)
Abkirzungen: OVX = Ovarektomie Gruppe, OVXD = Ovarektomie + Diat-Gruppe,
OVXDC = Ovarektomie + Diat + Glukortikoidgabe, BMD: bone mineral densitiy, BMC:
bone mineral content
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Die Knochendichte (BMD) (Abb. 7 B) der Wirbelkdrper war zu Versuchsbeginn in allen
Versuchsgruppen sowie der Kontrollgruppe vergleichbar und reichte von einem
Median von 0,95 g/cm? (OVX) zu 1,02 g/cm? (OVXDC). Zu den Zeitpunkten 3 und 8
Monate stellten sich innerhalb der Gruppen zu einem Zeitpunkt, aber auch im
zeitlichen Gruppenvergleich statistisch signifikante Veranderungen ein. So wies die
OVXDC-Gruppe zum Probenzeitpunkt 3 Monate im Vergleich zu den anderen 3
Gruppen eine signifikant niedrigere Knochendichte auf, die bei 7/8 Schafen den
unteren Referenzbereich von 0,84 g/cm? unterschritt. Die mediane Knochendichte der
Glukokortikoid-behandelten Gruppe lag hier bei 0,79 g/cm? im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 1,00 g/cm? und war somit um ca. 20% niedriger. Dasselbe lieR sich
auch zu Zeitpunkt 8 Monate nachvollziehen. Hier waren noch deutlichere Verluste der
Knochendichte in der Gruppe OVXDC gegenuber den anderen Gruppen nachweisbar.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer medianen Knochendichte von 1,00 g/cm?,
zeigte die OVXDC-Gruppe mit einem medianen Wert von 0,69 g/cm? einen deutlich
niedrigeren BMD und somit einen ca. 30%igen Verlust an Knochendichte gegenuber
der Kontrollgruppe. In der OVXDC-Gruppe unterschritten die BMD-Werte zum

Zeitpunkt 8 Monate bei allen Schafen den Referenzbereich.

Der sehr niedrige Wert zu Zeitpunkt 8 Monate stammte von dem aus
tierschutzrechtlichen Aspekten friihzeitig euthanasierten Schaf (ODS8/ 83195) mit der
Trimmerfraktur des Femurs. Der BMD lag hier bei 0,33 g/cm? und somit deutlich unter
dem Gruppenmedian zum Endzeitpunkt von 0,69 g/cm?. Somit zeigte sich bei diesem

Schaf sogar im Vergleich zu der Kontrollgruppe ein Knochendichteverlust von ca. 70%.

Dieselben Veranderungen waren auch in Bezug auf den bone mineral content (BMC)
nachvollziehbar (Abb. 7C). Auch hier wiesen die Gruppen zum Zeitpunkt 0 Monate
keine signifikanten Unterschiede zueinander auf. Im zeitlichen Verlauf veranderten
diese sich jedoch wieder signifikant. So wies die OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 3
Monate niedrigere BMC-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe und OVX-Gruppe auf
und lag bei 4/8 Schafen unterhalb des unteren Referenzbereiches von 52,2 g. Noch
deutlicher wurden die Werte zum Zeitpunkt 8 Monate. Hier zeigten die Glukokortikoid-
behandelten Schafe einen hochgradigen Verlust an BMC im Vergleich zur Kontroll-

sowie OVX- und OVXD-Gruppe. Der mediane BMC lag zu diesem Zeitpunkt in der
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OVXDC-Gruppe bei 42,9 g und betrug somit ca. die Halfte des medianen BMCs der
Kontrollgruppe. Bei 6/8 Schafen der OVXD-Gruppe unterschritt der BMC den unteren
Referenzbereich. Vergleicht man das Korperfett in % (hier abdominales Korperfett), so
lieBRen sich zu den jeweiligen Zeitpunkten Kkeine statistisch signifikanten
Veranderungen zwischen den Gruppen darstellen (Abb. 7D). Jedoch fanden sich
signifikante Veranderungen im zeitlichen Verlauf aller Gruppen. So ist in der Graphik
bereits ersichtlich, dass das Korperfett Gber die Zeit in allen Gruppen tber die Monate
zunahm. So wiesen die Kontrollgruppe und OVX-Gruppe zum Zeitpunkt O bis zum
Zeitpunkt 8 Monate einen ca. doppelten Anstieg des Kérperfetts in % Uber die Zeit auf.
Ein ca. dreifacher Anstieg des Korperfetts tUber den gesamten Versuchszeitraum
konnte dagegen in den Gruppen OVXD und OVXDC beobachtet werden. Den
maximalen Korperfettanteil zeigten die Schafe in der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 8

Monate mit einem Median von ca. 26% an abdominalem Kérperfett.

Auch die Korperfettanteile in g (Abb. 7E) stiegen in allen Gruppen im zeitlichen Verlauf
von Zeitpunkt O Monate bis Zeitpunkt 8 Monate signifikant an. Besonders ausgepragt
war die Fettzunahme wie zuvor auch in den Gruppen OVXD und OVXDC mit zum
Zeitpunkt 8 dreifach bis sogar vierfach erhéhten Fettgehalten in g im Vergleich zu
Zeitpunkt O.
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Z-Score

Die Errechnung des Z-Scores ergab folgende Ergebnisse:

Gruppe Zeitpunkt 3 Monate Zeitpunkt 8 Monate
OvX - 0,39 - 0,29
OVXD - 0,56 - 0,96
OVvXDC - 3,29 - 4,86

Tabelle 9: Z-Score in Standardabweichungen in den verschiedenen ,Osteoporose*
Gruppen zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monaten. Mit Fettdruck markierte Werte liegen
unter dem als altersphysiologisch anzusehenden Z-Score von > - 1.

Es zeigten sich deutliche Veranderungen des Z-Score der verschiedenen Gruppen zu
den Zeitpunkten 3 und 8 Monate. Vergleicht man die Werte mit den Angaben der
Humanmedizin (wo ein Z-Score > -1 als altersphysiologisch angesehen wird) I&sst sich
erkennen, dass die OVXDC-Gruppe zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monate bereits einen
hochgradigen Knochendichteverlust aufwies. Aber auch zwischen den Gruppen war
zu dem jeweiligen Zeitpunkt eine Tendenz sichtbar: So zeigte die Kombination aus
Diat und OVX (OVXD) deutlichere Veranderungen als eine alleinige Ovarektomie
(OVX), auch wenn beide Gruppen insgesamt noch einen altersphysiologischen Z-
Score aufwiesen.

4.3 Laboruntersuchungen 0, 3 und 8 Monate

Nachfolgend sind die Ergebnisse der klinisch chemischen Analysen sowie der
EIAsS/ELISAs dargestellt.

4.3.1 Prazisionsmessungen

Die ausfuhrlichen Ergebnisse der Prazisionsmessung aller Parameter sind im Anhang
aufgefihrt. Die Analysen der biochemischen Parameter Calcium, Magnesium
(ionisiert) und Phosphat sowie die Messungen von Fructosaminen und Albumin

ergaben gute Wiederholbarkeiten mit niedrigen Variationskoeffizienten (< 3%). Einzige
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Ausnahmen waren die Messungen im niedrigen Konzentrationsbereich der Urin-
Phosphat- und Urin-Kreatininkonzentration sowie der FEP mit Variationskoeffizienten
von 5,4% - 12,6%. Dagegen zeigten die ELISAs insbesondere in den niedrigen
Messbereichen deutliche Schwankungen mit Variationskoeffizienten zwischen 3% -
10%, selten bis zu 35% (NTX-1).

Die verwendeten Enzym-Immunoassays fur die Bestimmung von Parathormon (PTH),
Cathepsin K und DKK-1 mussten aufgrund der ausgepragten Streuung der
Messergebnisse (Cathepsin K) inklusive Wiederholbarkeitsmessungen oder niedrigen
bis nicht validen Messergebnissen (Ergebnisse der gemessenen Schafproben
entsprachen den Leerwerten trotz valider Ergebnisse fir die -humanen-
Standardkurven und Kontrollen) (DKK-1, PTH) aus der weiteren Beurteilung

rausgenommen werden. Die ELISAs waren in diesem Fall nicht firs Schaf geeignet.

4.3.2 Referenzbereiche

Bei den vorliegenden Daten handelt es sich um orientierende Referenzbereiche. Diese

werden folgend tabellarisch angezeigt.
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Parameter Referenzbereich 90% Konfidenzinterval Datenverteilu
(Einheit) ng/ Methode
Calcium Unterer Wert: | 0,78 Unterer Wert: 0,70 Normalverteilt
(mmol/l) 0,85 (p =0,94)
Oberer Wert: | 1,32 Oberer Wert: 1,25 Standard
1,39
Phosphat Unterer Wert: | 0,97 Unterer Wert: 0,80 Nach QQ-Plot
(mmol/l) 1,20 nicht
normalverteilt
Oberer Wert: | 3,29 Oberer Wert: 2,89 (p =0,45)
3,67 Box-Cox
Transformation
Robust
Magnesium Unterer Wert: | 0,34 Unterer Wert: 0,29 Normalverteilt
(mmol/l) 0,39 (p =0,76)
Oberer Wert: | 0,71 Oberer Wert: 0,66 Standard
0,76
UFEP Unterer Wert: | 0,06 Unterer Wert: 0,05 Nicht-
(%) 0,08 Normalverteilt
(p <0,05)
Oberer Wert: | 4,50 Oberer Wert: 1,11
103,67 Box-Cox
Transformation
Robust
25-OH- Unterer Wert: | 8,14 Unterer Wert: 2,45 Normalverteilt
Vitamin D 15,12 (p =0,39)
(ng/ml)
Oberer Wert: | 55,71 Oberer Wert: 49,24 Standard
61,90
BAP Unter Wert: 10,46 Unterer Wert: 9,07 Nicht-
un 12,51 Normalverteilt
(p <0,05)
Oberer Wert | 67,88 Oberer Wert: 51,95
84,62 Box-Cox
Transformation
Robust
Osteocalcin Unterer Wert: | 4,21 Unterer Wert: 1,17 Normalverteilt
(ng/ml) 7,22 (p=0,31)
Oberer Wert: | 26,75 Oberer Wert: 23,86 Standard
29,63
NTX Unterer Wert: | 14,58 Unterer Wert: 11,83 Normalverteilt
(nM BCE) 17,63 (p =0,69)
Oberer Wert: | 38,13 Oberer Wert: 35,09 Standard
41,12
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Fructosamin Unterer Wert: | 159,2 Unterer Wert: 145,3 Nicht-
(umol/) 166,9 Normalverteilt
(P <0,05)
Oberer Wert: | 239,5 Oberer Wert: 225,8 Allerdings ND
250,1 Daher
orientierend:
Normalverteilt,
Robust
Fructosamin/ Unterer Wert: | 5,98 Unterer Wert: 5,63 Normalverteilt
Albumin- 6,37 (p=0,45)
Quotient
pmol/g Oberer Wert: | 8,70 Oberer Wert: 8,35 Standard
9,08
Albumin Unterer Wert: | 23,20 Unterer Wert: 22,06 Normalverteilt
(a/l) 24,42 (p=0,13)
Oberer Wert: | 31,73 Oberer Wert: 30,59 Standard
32,82
Insulin Unterer Wert: | 1,96 Unterer Wert: ND Nicht-
(MU/mI) 2,07 Normalverteilt
(p < 0,05)
Oberer Wert: | 9,82 Oberer Wert: 7,64
12,14 Standard
NEFA Unterer Wert: | 46,04 Unterer Wert: 6,58 Nach QQ-Plot
(umolll) 138,00 nicht
normalverteilt
Oberer Wert: | 1613,00 | Oberer Wert: 1311,86 (p =0,45)
1910,72 Box-Cox
Transformation
Robust
IGF-1 Unterer Wert: | 11,58 Unterer Wert: 3,39 Nicht-
(ng/ml) 26,73 Normalverteilt
(p < 0,05)
Oberer Wert: | 301,74 Oberer Wert: 225,45
381,07 Box-Cox
Transformation
Robust

Tabelle 10: Orientierende Referenzbereiche: Elektrolyte, Hormone und Marker des
Knochen- und Energiestoffwechsels. Die Angabe erfolgt mit oberem und unterem Wert
des jeweiligen Referenzbereichs sowie des 90% Konfidenzinterval. Die letzte Spalte
gibt die Methodik, die zur Berechnung verwendet wurde, an. Abklrzungen: BAP:
knochenspezifische alkalische Phosphatase; UFEP = Urin-fraktionierte Ausscheidung
Phosphat, NTX = Amino-terminales Telopeptid des Typ | Kollagen, NEFA =
Unveresterte Fettsauren, IGF-1 = Insulin-like growth factor-1; ND = not determined
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(vom Programm nicht berechenbar). Die angegebenen p-Werte sind das Ergebnis des
Anderson-Darling Tests zur Uberprifung der Normalverteilung.

4.3.3 Elektrolyte und fraktionierte Urinausscheidung Phosphat
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Abbildung 9: Elektrolyte und fraktionierte Urinausscheidung Phosphat im
Gruppenvergleich zu den Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monate. Die graphische Darstellung
erfolgt mit einem Box-Whisker Diagramm. Der Box-Plot entspricht dabei dem Bereich,
in dem 50% der Daten liegen. Die durchgehende Linie stellt den Median der Daten
dar. Die Whiskers (Antennen) zeigen den gesamten Bereich der Daten mit minimalem
und maximalem Wert an. Der hellblaue Balken stellt die orientierenden
Referenzbereiche dar. (*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,0001) Abkirzungen: OVX =
Ovarektomie Gruppe, OVXD = Ovarektomie + Diat-Gruppe, OVXDC = Ovarektomie +
Diat + Glukortikoidgabe, UFEP = Urin-fraktionierte Ausscheidung Phosphat
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Zu Versuchsbeginn fanden sich zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede in der Serum-Calciumkonzentration (Abb. 8A). Erst im zeitlichen Verlauf
waren zum Zeitpunkt 3 Monate signifikante Veranderungen nachweisbar. Hier wies die
OVXD-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen, eine deutliche Hypocalcamie
auf. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Serum-Calciumkonzentration 2-fach
erniedrigt. Die mediane Serum-Calciumkonzentration der OVXDC-Gruppe erschien im
Vergleich zu den Gruppen Kontrolle und OVX ebenfalls vermindert, allerdings war dies
statistisch nicht signifikant. Erst zum Zeitpunkt 8 Monate zeigten sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigte Calciumkonzentrationen in den Gruppen OVXD
und OVXDC, auch wenn die medianen Calciumkonzentrationen noch im
orientierenden Referenzbereich lagen. Bei 3/7 Schafen in der OVXDC-Gruppe war zu
diesem Zeitpunkt jedoch eine Hypocalcamie nachweisbar. Interessanterweise war in
der OVXD-Gruppe insbesondere zum Zeitpunkt 3 Monate, aber in geringerem Grad
auch zum Zeitpunkt 8 Monate, eine im Vergleich zu den anderen Gruppen deutlich
erhbhte Serum-Phosphatkonzentration nachweisbar (Abb. 8B). Zum Zeitpunkt 3
Monate lag eine ca. 3-fach hohere Serum-Phosphatkonzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe vor. Dabei zeigten 3/8 Schafe der OVXD-Gruppe eine deutliche
Hyperphosphatamie. Am Versuchsende war in dieser Gruppe eine 2-fach hdhere
Serum-Phosphatkonzentration gegenuber der Kontrollgruppe nachweisbar, jedoch
lagen die Werte aller Schafe im Referenzbereich. Aufgrund der breiten Streuung der
Daten in der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 8 Monate, fanden sich trotz graphisch
erhdhten Phosphatwerten keine Signifikanzen in Bezug auf die Kontrollgruppe. Bei 1/8

Schafen dieser Gruppe lag eine Hyperphosphatamie vor.

Insgesamt unterschied sich die Serum-Magnesiumkonzentration zwischen den
Gruppen nicht signifikant (Abb. 8C). Nur im zeitlichen Verlauf des Versuches war in
allen Gruppen ein geringgradiger Anstieg des ionisierten Magnesiums im Serum zu
erkennen. Zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monate zeigten jeweils 2/8 bzw. 3/8 Schafe der
OVXD-Gruppe und 1/8 bzw. 2/7 Schafe der OVXDC-Gruppe eine geringgradige

Hypermagnesiamie.

Die fraktionierte Ausscheidung von Phosphat im Urin (FEP) veranderte sich signifikant

im zeitlichen Verlauf (Abb. 8D). Im Gruppenvergleich war die FEP zum Zeitpunkt 3
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Monate in der Gruppe OVXDC hochsignifikant gegentber der Kontrollgruppe und
OVX-Gruppe gesteigert. Die Glukokortikoid-behandelten Schafe zeigten hier eine im
Vergleich zu der Kontrollgruppe ca. 42-fach erhdhte Phosphatausscheidung. Im
Vergleich zur OVXD-Gruppe lag eine 3,5-fach erhohte FEP vor. Bei insgesamt 7/8
Schafen der OVXDC-Gruppe und 5/8 Schafen der OVXD-Gruppe Uberschritt die FEP
deutlich den Referenzbereich. Zum Zeitpunkt 8 Monate zeigten 3/7 Schafe der
OVXDC-Gruppe und 5/8 Schafe der OVXD Gruppe eine FEP oberhalb des
Referenzbereiches, jedoch war diese Veréanderung nicht signifikant.

4.3.4 Marker des Knochenstoffwechsels
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Abbildung 10: Knochenformationsmarker (Osteocalcin, BAP) und Knochen-
resorptionsmarker (NTX) sowie 25-OH-Vitamin D im Gruppenvergleich zu den
Zeitpunkten 0, 3 und 8 Monate. Die graphische Darstellung erfolgt als Box-Whisker
Diagramm. Der Box-Plot entspricht dabei dem Bereich, in dem 50% der Daten liegen.
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Die durchgehende Linie stellt den Median der Daten dar. Die Whiskers (Antennen)
zeigen den gesamten Bereich der Datenverteilung mit Minimum und Maximum an. Der
hellblaue Balken im Hintergrund spiegelt die orientierenden Referenzbereiche wieder.
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001) Abkirzungen: OVX = Ovarektomie Gruppe;
OVXD = Ovarektomie + Diat-Gruppe, OVXDC = Ovarektomie + Diat +
Glukortikoidgabe; BAP = bone specific phosphatase, knochenspezifische alkalische
Phosphatase; NTX = Amino (N-)- terminales Telopeptid des Typ | Kollagen

Die Ergebnisse der Osteocalcinkonzentration (Abb. 9A) zeigten im zeitlichen Verlauf
Uber die 8 Monate signifikante Veranderungen. So wiesen alle Gruppen mit Ausnahme
der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate hohere Osteocalcinwerte als zu
Versuchsbeginn auf. In der OVXD-Gruppe uberschritt das Osteocalcin dabei bei 4/8
Schafen den Referenzbereich. Im Gegensatz dazu fanden sich zum Zeitpunkt 3
Monate in der OVXDC-Gruppe signifikant erniedrigte Werte im Vergleich zu den
anderen Gruppen dieses Zeitraumes. Bei 1/8 Schafen wurde dabei der untere
Referenzbereich unterschritten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die Werte der
OVXDC-Gruppe 3-fach niedriger und somit statistisch deutlich signifikant. Andersrum
verhielt es sich dagegen zum Zeitpunkt 8 Monate. Hier zeigte die OVXDC-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe einen signifikanten Anstieg der Osteocalcinkonzentration
im Serum. Der Median der Osteocalcinkonzentration und die Resultate von 6/7
Schafen der OVXDC-Gruppe lagen hier Gber dem orientierenden Referenzbereich.
Vergleicht man die Werte der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate mit dem
Zeitpunkt 8 Monate, so =zeigte sich ein 4-facher Anstieg der Osteocalcin-

Serumkonzentration innerhalb von finf Monaten.

Die knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP) zeigte aul3er zum Zeitpunkt 3
Monate keine signifikanten Unterschiede, weder im Gruppenvergleich noch im
zeitlichen Verlauf (Abb. 9B). Nur zum Zeitpunkt 3 Monate waren in der OVXDC-Gruppe
im Vergleich zur OVXD-Gruppe signifikant erniedrigte Werte darstellbar, wobei die
Werte aller Schafe im Referenzbereich lagen und insgesamt eine im Vergleich zu den
anderen Zeitpunkten sehr geringe Streuung aufwiesen. Auch im Vergleich zu den
anderen Gruppen erschien die BAP Aktivitat im Serum der OVXDC-Gruppe
vermindert, auch wenn dieses statistisch nicht signifikant war. Zum Zeitpunkt 8 Monate
zeigte ein Schaf (ODS 4/83190) eine sehr hohe, deutlich Gber dem Referenzbereich
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gelegene BAP Aktivitat von 136,65 U/l, welches die zu diesem Zeitpunkt sichtbare
hohe Variation der Werte erklart. Die Resultate der tbrigen Schafe lagen jedoch im

Referenzbereich.

Der Knochenresorptionsmarker NTX (Amino-terminales Telopeptid des Typ |
Kollagen) war zum Zeitpunkt 3 und 8 Monate in der OVXDC-Gruppe signifikant
erniedrigt (Abb. 9C). Hier wies die OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate im Median
eine NTX-Konzentration von 15,54 nM BCE (Range: 11, 96 nM — 24,83 nM BCE)
gegenuber der Kontrollgruppe mit 25,88 nM BCE (Range: 14,83 — 37,77 nM BCE) auf.
Noch deutlichere Abweichungen zeigten sich zum Zeitpunkt 8 Monate, wo ein 2-facher
Abfall der NTX-Konzentration in der OVXDC- gegeniber der Kontrollgruppe zu
verzeichnen war. Zudem wies auch die OVXD-Gruppe zum Zeitpunkt 8 Monate
erniedrigte NTX-Konzentrationen gegentber der Kontrollgruppe und OVX-Gruppe auf,
wobei nur der Vergleich mit der OVX-Gruppe statistisch signifikant war. Insgesamt
lagen die NTX-Werte bei 3/7 Schafen der OVXDC-Gruppe und 2/8 Schafen der OVXD-
Gruppe unterhalb des unteren Referenzbereiches. Im weiteren Vergleich zeigte die
OVX-Gruppe im zeitlichen Verlauf und auch im Vergleich zu den anderen Gruppen
einen Anstieg der NTX-Konzentration, wobei der Unterschied nur im Vergleich zu der
OVXD- und OVXDC-Gruppe signifikant war.

Das 25-OH-Vitamin D (Abb. 9D) zeigte bereits zu Beginn der Studie (Zeitpunkt O
Monate) Gruppenunterschiede. So wiesen die Schafe zu Beginn der Studie in der
OVXDC-Gruppe eine niedrigere Vitamin D-Serumkonzentration als die Kontroll- und
OVX-Gruppe auf. Im zeitlichen Verlauf stellen sich weitere hochsignifikante
Unterschiede ein. So zeigte sich zum Zeitpunkt 3 Monate und 8 Monate ein deutlicher
Vitamin D Mangel insbesondere in der OVXDC-Gruppe, wobei zum Zeitpunkt 3
Monate die Werte am niedrigsten waren. Zum Zeitpunkt 3 Monate zeigte sowohl die
OVXD- als auch die OVXDC-Gruppe signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zur OVX-Gruppe. Hier lagen die Werte der OVXDC-Gruppe
deutlich unter dem orientierenden Referenzbereich. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
wies die OVXDC-Gruppe aufgrund einer bei allen Schafen unterhalb des
Referenzbereiches gelegenen nicht messbar niedrigen Konzentration (gegen 0

gehend) eine 38-fach niedrigere Vitamin D Konzentration auf. Diese Verteilung
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spiegelte sich auch zum Zeitpunkt 8 Monate wider, wobei hier nur die OVXDC-Gruppe
statistisch signifikant niedrigere Werte im Vergleich zu den anderen Gruppen aufwies.
Zu diesem Zeitpunkt war bei 5/7 Schafen der OVXDC-Gruppe eine Hypovitaminose D
nachweisbar. Im Vergleich zum Zeitpunkt 3 zeigten die Kontroll- sowie die OVX-
Gruppe einen leichten Abfall in der Vitamin D Konzentration, jedoch lagen die Werte

bei allen Schafen dieser Gruppen noch im orientierenden Referenzbereich.
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4.3.5 Marker des Energiestoffwechsels und IGF-1
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Abbildung 11: Marker des Energiestoffwechsels und IGF-1. Die graphische
Darstellung erfolgt als Box-Whisker Diagramm. Der Box-Plot entspricht dabei dem
Bereich, in dem 50% der Daten liegen. Die durchgehende Linie stellt den Median der
Daten dar. Die Whiskers (Antennen) zeigen den gesamten Bereich der
Datenverteilung mit Minimum und Maximum an. Der hellblaue Balken im Hintergrund
spiegelt die orientierenden Referenzbereiche wider. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,0001) Abklurzungen: NEFA = unveresterte Fettsduren, IGF-1 = Insulin-like growth
factor

Die Fructosaminkonzentration im Serum (Abb. 10A) war zu Studienbeginn in allen
Gruppen miteinander vergleichbar und es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede. Erst zum Zeitpunkt 3 Monate wiesen die Gruppen OVXD und OVXDC
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gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhéhte Serumwerte auf, wobei sich bei der
OVXDC-Gruppe eine héhere Fructosamin-Serumkonzentration fand als in der OVXD-
Gruppe. Dies spiegelte sich auch in der Insulinmessung (eine relative
Hyperinsulindmie) zu diesem Zeitpunkt in der OVXDC-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe wider. Insgesamt zeigten 2/8 bzw. 3/8 Schafe der OVXCD-Gruppe eine
oberhalb des Referenzbereiches gelegene Insulin- und Fructosaminkonzentration.
Zum Zeitpunkt 8 Monate dagegen, zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine signifikante
Veréanderung. Hier wiesen alle Gruppen gleichermal3en niedrigere Fructosaminwerte
im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten auf. Zwischen den Gruppen selbst war kein
signifikanter Unterschied der Fructosamin-Serumkonzentration nachweisbar. Die
Kontrollgruppe und die OVXD-Gruppe lagen im Median unterhalb des orientierenden
Referenzbereiches. Die Albuminkonzentration (Abb. 10B) wies im zeitlichen Verlauf
statistisch signifikante Veranderungen auf. Wie in der Abbildung ersichtlich, sank die
Albuminkonzentration bei allen Schafen zum Zeitpunkt 8 Monate im Vergleich zu den
anderen Zeitpunkten deutlich. Im Median wiesen alle Schafe zum Zeitpunkt 8 Monate
eine Hypoalbuminamie auf. Der Fructosamin/Albumin Quotient (Abb. 10C) stieg nach
3 Monaten in der OVXDC-Gruppe signifikant im Vergleich zur Kontroll-, OVX- und
OVXD-Gruppe des gleichen Zeitpunktes an. Auch zum Endzeitpunkt war in dieser
Gruppe ein signifikant erhohter Fructosamin/Albumin-Quotient im Gegensatz zu den
anderen Gruppen nachvollziehbar, wobei dieser im Vergleich niedriger war als zu dem
Zeitpunkt davor (Median Zeitpunkt 3 Monate: 9,04 umol/g, Median Zeitpunkt 8 Monate:
8,17 umol/g). Insgesamt zeigten zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monate 6/8 Schafe bzw.
3/7 Schafe der OVXDC-Gruppe einen oberhalb des oberen Referenzbereiches
gelegenen Fructosamin/Albumin-Quotienten.

Bereits zu Studienbeginn war in der OVX-Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe
eine geringgradig hohere Serum-Konzentration der unveresterten Fettsauren (NEFAS)
nachweisbar (Abb.10D). Insgesamt war jedoch zu dem Zeitpunkt eine groflie
interindividuelle Variation der NEFA-Serumkonzentration nachweisbar, was in einem
sehr Dbreiten orientierenden Referenzbereich resultierte. Im zeitlichen Verlauf
veranderten sich die NEFA-Konzentrationen im Serum signifikant. So zeigte sich zum
Zeitpunkt 3 Monate ein im Vergleich zur OVX-Gruppe signifikantes Absinken der
NEFA-Serumkonzentration in der OVXD- und OVXDC-Gruppe. Zum Zeitpunkt 8
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Monate fanden sich innerhalb der Gruppen keine signifikanten Unterschiede, jedoch
war graphisch ein Absinken der NEFA-Serumkonzentration aller Gruppen im Vergleich

zu den anderen Zeitpunkten feststellbar.

Die Insulin-Serumkonzentration zeigte signifikante Veranderungen im zeitlichen
Verlauf (Abb.10E). Zu Beginn der Studie fand sich in der Kontrollgruppe ein Schaf
(K5/94902) mit einer bereits Uber dem orientierenden Referenzbereich gelegener
Insulin-Serumkonzentration. Dieses war jedoch transient und zu den darauf folgenden
Probenentnahmezeitpunkten nicht mehr nachvollziehbar. Zum Zeitpunkt 3 Monate war
in der OVXDC-Gruppe im Vergleich zur OVX-Gruppe eine signifikant hhere, etwa
doppelt so hohe Insulin-Serumkonzentrationen nachweisbar. Auffallig war hier eine
grof3e interindividuelle Variation der Insulin-Serumkonzentration, wobei ein Schaf der
OVXDC-Gruppe (ODS5/ 83201) einen deutlich oberhalb des Referenzbereiches
gelegenen Insulinwert von 18,97 pU/ml aufwies. Zum Zeitpunkt 8 Monate ergaben sich
im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede mehr, jedoch war in der
OVXDC-Gruppe &hnlich wie zum Zeitpunkt 3 Monate eine grol3e interindividuelle
Variation der Insulin-Serumkonzentration und somit ein grof3er Range gegeniiber den
anderen Gruppen erkennbar, mit Insulin-Werten zwischen 1,61 - 11,42 pU/ml und

einem Median von 1,95 pU/ml.

Insgesamt unterschied sich die IGF-1-Serumkonzentration aller Gruppen und zu allen
Zeitpunkten nicht signifikant. Jedoch war im zeitlichen Verlauf ein Anstieg der
Konzentration in allen Gruppen zu detektieren. So stiegen die Werte der OVXDC-
Gruppe vom Zeitpunkt 0 Monate mit 95,42 ng/ml (Median) Uber Zeitpunkt 3 Monate
mit 149,58 ng/ml (Median) auf 159,44 ng/ml zum Zeitpunkt 8 Monate an. Ahnlich
verhielt es sich in den anderen Gruppen. Gruppenunterschiede zum jeweiligen
Zeitpunkt fanden sich nicht.
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5 DISKUSSION

5.1 Orientierende Referenzbereiche

Die orientierenden Referenzbereiche sollten in dieser Studie eine Hilfestellung
bezuglich der Interpretation der Konzentrationen gemessener Elektrolyte und
biochemischer Marker beim Schaf geben. Obwohl die Schafe vom selben Schéafer mit
den gleichen Haltungsbedingungen stammten, konnte eine hohe Spannbreite
innerhalb eines Referenzintervalls beobachtet werden. Sehr ausgepragt zeigte sich
dies fur die ungesattigten Fettsauren. Eine Ursache hierfir kdnnte sein, dass die Tiere
trotz ahnlicher Haltungsbedingungen eine unterschiedliche Energiebilanz aufgrund
verschiedener Stoffwechselraten (z.B. kurz nach der Laktation, vorher bestehende
Krankheit) aufwiesen. Eine standardisierte Haltung der Schafe mit exakt gleicher
Futterung Uber einen bestimmten Zeitraum war vor Beginn der Studie nicht mdglich,
was eine mogliche Erklarung fur die hohe interindividuelle Variation einiger Parameter
zu Studienbeginn ist. Vergleicht man diese orientierenden Referenzbereiche mit den
furs Schaf ermittelten Werte von Dias et al. 2008, so lassen sich in unserer Studie vor
allem fur Osteocalcin und BAP grolRere Referenzintervalle erkennen. Die Elektrolyte
weisen unter Berlicksichtigung des 90% Konfidenzintervalls niedrigere Referenzwerte
im unteren Bereich auf als in der Vergleichsstudie angegeben (DIAS et al. 2008). In
der genannten Studie wurden 18 Schafe portugisischer Herkunft mit einem Alter von
3 Jahren zur Ermittlung der Referenzbereiche (AP, BAP, OC, Calcium (total), Calcium
(ionisiert), Phosphat, Magnesium) herangezogen. Aufgrund der Rasseunterschiede,
des geringeren Alters der Tiere und der Verwendung unterschiedlicher Methoden im
Vergleich zu dieser Arbeit, konnen sich unterschiedliche Referenzbereiche ergeben.
Bezuglich der Methodik der Referenzwerterstellung muss kritisch angemerkt werden,
dass fur die Veterinarmedizin - ebenso wie fur die Humanmedizin - eine Population
von mindestens 40, idealerweise 120 Referenzindividuen empfohlen wird
(FRIEDRICHS et al. 2012).

Die hier mit 31 gesunden Schafen erstellten Referenzintervalle und auch die bereits
von Dias et al. 2008 publizierten Referenzbereiche (n = 18 Schafe) sind daher als
orientierend anzusehen.
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5.2 Auswertung der DXA-Daten 0, 3, 8 Monate

Als Goldstandard der Osteoporosediagnostik wurde zum Beweis eines Effektes von
Ovarektomie, defizitarer Diat und Glukokortikoiden die Dual-Rdntgen-Absorptiometrie
(DXA) verwendet. Das hier gewahlte ROl ,abdominal width“ zeigt die Veranderungen
der Lendenwirbel an und gibt zusatzlich Auskunft tGber die abdominale Fettverteilung,
die hinsichtlich einer Insulinresistenz eine Rolle spielen kann. Die
Knochendichtemessungen in dieser Studie konnten einen deutlichen Effekt der
Kombination OVX, defizitarer Diat und Glukokortikoide auf die Knochendichte mit
durchschnittlich ca. 20%igen BMD Verlusten nach 3 Monaten und 30%igen BMD
Verlusten nach 8 Monaten in der OVXDC-Gruppe aufzeigen. Dieser
Kombinationseffekt konnte in wenigen anderen Studien ebenfalls beobachtet werden.
Lill et al. 2002 (LILL et al. 2002b) zeigte bereits bei ovarektomierten Schafen mit einer
Calcium- und Vitamin D-armen Fitterung sowie wadchentlicher
Methylprednisoloninjektion von 120 mg/Woche (3 x 40 mg/Woche) eine signifikante
Reduktion der BMD der Lendenwirbel, wobei dieser mit einem Verlust von ca. - 11%,
im Vergleich zur Kontrollgruppe, geringer ausfiel als in der hier vorliegenden Studie.
Ein Grund daflr konnte beispielwiese die geringere Dosis an wdchentlich
verabreichtem Methylprednisolon im Vergleich zu dieser Studie sein (umgerechnet
160 mg/Woche). Zu beachten ist dabei jedoch, dass in der zuvor publizierten Studie
das pCT und nicht die DXA zur Knochendichtebestimmung herangezogen wurde.
Dieselbe Arbeitsgruppe kam durch ein &ahnliches Versuchsprotokoll wie das hier
vorliegende (175 mg/Schaf/Woche Methylprednisolon; Zeitraum: 6 Monate) zu der
Schlussfolgerung, dass eine Kombination aller drei Methoden den gréf3ten Effekt
erzielt. Hier wurde der BMD ebenfalls mithilfe des pCT bestimmt und es konnte am
Radius ein Verlust von 58% (trabekularer Knochen) bzw. 22% (kortikaler Knochen)
detektiert werden (LILL et al. 2002a).

Vergleicht man die ermittelten Werte dieser Studie mit der ebenfalls an einem Schaf-
Osteoporosemodell durchgefiinrten Studie von Zarrinkalam et al. 2009, so zeigen sich
durch Kombinationen der drei gennannten Methoden ahnliche Werte. Zarrinkalam et
al. konnte mittels DXA-Verfahren einen BMD-Verlust an den Lendenwirbeln von

durchschnittlich 21,1% nach 3 Monaten und 29,5% nach 6 Monaten detektieren
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(ZARRINKALAM et al. 2009) und weist somit ganz ahnliche Befunde wie in der

vorliegenden Arbeit auf.

Betrachtet man die anderen Gruppen dieser Studie, so zeigte die OVX-Gruppe
(primare Osteoporose) sowie die Kombination aus Ovarektomie und Calcium- und
Vitamin D-armer Diat (sekundarer Osteoporose) keine signifikanten Veréanderungen
der Knochendichte. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Kennedy et al. 2008.
Hier konnten mittels DXA-Messungen ebenfalls keine Veranderungen der
Knochendichte am Lendenwirbel von ovarektomierten Schafen nach 12 Monaten
gegenuber den Kontrolltieren detektiert werden. Vorteil in dieser Studie war die im
Vergleich zu unserer Studie groRere Gruppengrol3e von jeweils 19 Schafen/Gruppe
(KENNEDY et al. 2008). Interessanterweise konnte trotz unveré&nderter BMD eine
reduzierte Biomechanik durch einen verdnderten Knochenumbau nachgewiesen
werden. Dieses war kein Untersuchungskriterium in der hier vorliegenden Arbeit. Die
Arbeitsgruppe Sigrist et al., 2006 konnte bei Schafen innerhalb der ersten 4 Monate
nach Ovarektomie einen anfanglichen Verlust der Knochendichte von -12,7% (Radius)
detektieren. In den anschlielenden 8 Monaten blieb der BMD-Wert weitgehend
konstant. Nach 12 Monaten stieg dieser jedoch Uberraschenderweise wieder
geringfiigig an, so dass beim Schaf ein anderer Einfluss der Ostrogene als bei der

postmenopausalen Frau zu diskutieren ist (SIGRIST et al. 2006).

In dieser Arbeit wurde zur Verdeutlichung des Knochendichteverlustes der Z-Score
bestimmt. Dieser wurde fur die Versuchsgruppen OVX, OVXD und OVXDC aus der
Standardabweichung der gemessenen Knochendichte vom Mittelwert einer
Vergleichsgruppe mit gleichem Alter (Kontrollgruppe) ermittelt. In der Humanmedizin
gilt ein Z-Score > -1 als alterstypisch. Somit konnte in der OVXDC-Gruppe zu den
Zeitpunkten 3 und 8 Monate ein hochgradiger Verlust der Knochendichte nochmals
aufgezeigt werden. Im Vergleich zu den BMD- und BMC-Daten der OVXD-Gruppe
kann auch hier ein deutlicher Unterschied zwischen 3 und 8 Monaten dargestellt
werden, auch wenn diese Werte nicht den Wert von < -1 unterschreiten. Nach Kenntnis
der Autorin wurde ein Z-Score fur das Schaf in bisher verdffentlichten Studien nicht

publiziert, so dass fur diese Tierart keine Vergleichswerte vorliegen.
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Neben den Bestimmungen der Knochendichte durch die DXA—Messung wurde auch
die abdominale Fettverteilung in % und g untersucht. Schon an den orientierenden
Referenzbereichen erkennt man eine hohe Spannbreite des intraabdominalen
Fettgehalts. Dennoch ist in der Studie auffallig, dass im Studienverlauf durchschnittlich
jede Gruppe zu den verschiedenen Zeitpunkten an abdominalem Fettgewebe in % und
g zunimmt, wobei dieses im Fall der OVXDC-Gruppe am deutlichsten ist.
Interessanterweise spiegelte sich dies nicht in dem durchschnittlichen Korpergewicht
wider. Hier gab es in allen Gruppen keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen
Verlauf. Ursache flr die Korperfettzunahme koénnte insbesondere in der Kontroll- und
OVX-Gruppe ein saisonaler Unterschied sein, da im Sommer (Zeitpunkt 8 Monate)
eine energiereichere Weide als in den Wintermonaten zu finden ist. Dies erklart jedoch
nicht die Zunahme in den anderen beiden Gruppen, da diese unter
Standardbedingungen gefittert worden sind. Ursachlich kénnte hier beispielweise eine
erhohte Futteraufnahme als zuvor sein. Allerdings wéare eine Zunahme des
Korpergewichtes zu erwarten. Auch ein verminderter Ostrogenspiegel infolge der
Ovarektomie kann hier als Ursache fir die abdominale Koérperfettzunahme diskutiert
werden. Die deutlichste Steigerung des abdominalen Fettgehaltes in % findet sich in
der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 8 Monate. Hier ist aufgrund des gleichbleibenden
Korpergewichts eine Zunahme des intraabdominalen Fetts mit begleitender
Muskelatrophie als Folge der Glukokortikoid-Behandlung wahrscheinlich. Die Daten
zeigen, dass es durch die Glukokortikoidapplikation zu einer Umverteilung von
Fettgewebe (mehr abdominales Fett) kommt, was eine Insulinresistenz infolge eines
Diabetes mellitus Typ Il und metabolischen Syndroms begtinstigt (CARMINA et al.
2007). Dasselbe konnte bereits bei Ratten nachgewiesen werden (REBUFFE-SCRIVE
et al. 1992).

Es ist beschrieben, dass eine hochgradige Hyperhydratation, Odeme oder Aszites
beim Menschen zu einer Uberschatzung des Fettgehaltes mittels DXA-Verfahren
fuhren kénnen (ANDREOLI et al. 2009). Da nach Wissen der Autorin beim Schaf keine
vergleichbaren Einflussfaktoren auf die Messung des Fettgehaltes mittels DXA-
Verfahren untersucht wurden, ist der Einfluss von beispielweise einer Interferenz mit

Pansenflissigkeit nicht sicher abzuschatzen. In Bezug auf den BMD konnten Turner
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et al. 1995 eine gute Korrelation, Prazision und Wiederholbarkeit bei der DXA-
Messung am Schaf darstellen (TURNER et al. 1995).

5.3 Elektrolyte, Hormone und FEP 0, 3, 8 Monate

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der Elektrolyte, dass die defizitdre Diat deutliche
Elektrolytverdnderungen zur Folge hatte, wobei diese insbesondere zum Zeitpunkt 3
Monate in der OVXD-Gruppe und zum Zeitpunkt 8 Monate in der OVXDC-Gruppe

ausgepragt waren.

In der OVXD-Gruppe zeigte sich zum Zeitpunkt 3 Monate eine Hypocalcamie, die zum
einen auf die verminderte Calciumaufnahme infolge defizitarer Diat, zum anderen aber
auch - wie hier ebenfalls wahrscheinlich - durch einen sekundéren
Hyperparathyreodismus hervorgerufen wurde. Ein sekundarer
Hyperparathyreodismus ist typischerweise charakterisiert durch eine Hypocalcamie
und erhdhte PTH-Konzentration (PREMAOR und COMPSTON 2012). Dieser wird vor
allem durch einen Vitamin D-Mangel hervorgerufen, der sich auch in dieser Studie in
den Gruppen OVXD und besonders OVXDC zum Zeitpunkt 3 Monate manifestiert. Die
Folge ist eine verminderte Calciumabsorption im Darm und verminderte
Calciumruckresorption in  der Niere mit folglich niedrigen Serum-Calcium-
Konzentrationen. Regulatorisch wird daraufhin PTH ausgeschittet. Obwohl aus
methodischen Grinden keine PTH-Messung in dieser Studie fir das Schaf méglich
war, zeigten sich Effekte einer Parathormonwirkung, die das Vorliegen eines
sekundaren Hyperparathyreoidismus weiter untermauern. Hierzu zahlen insbesondere
die hochgradig gesteigerte Phosphatausscheidung im Urin zum Zeitpunkt 3 Monate in
den Gruppen OVXD und, noch starker ausgepréagt, OVXDC. Dieser Effekt der Vitamin
D- und Calcium-armen Diat konnte auch im Vorganger-Rattenmodell dargestellt
werden (BAUER et al. 2015), wobei durch die bei der Ratte mdglichen PTH-

Messungen der sekundare Hyperparathyreodismus bewiesen werden konnte.

Ein sekundarer Hyperparathyreodismus gilt als Ursache fir eine sekundare
Osteoporose (LIPS und VAN SCHOOR 2011b) oder fuhrt zu einer Osteomalazie. Die

Osteomalazie geht mit einer verminderten Knochenmineralisierung einher und stellt,
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insbesondere bei Vitamin D- und Calcium-Mangel eine der wichtigsten
Differentialdiagnosen der Osteoporose dar. Beide Formen (Osteoporose und
Osteomalazie) gehen mit einer verringerten Knochendichte mittels DXA-
Messverfahren einher und kdnnen zu spontanen Frakturen fuhren (BRAUN und
PFEILSCHIFTER 2010). Somit kann in dieser préklinischen Studie anhand der Marker
und DXA-Messungen keine sichere Unterscheidung beider Formen getroffen werden.
Da sich jedoch Therapie und Frakturversorgung beider Erkrankungen Uberlappen, gilt
dieses Modell als geeignet fir weitere Studien bezuglich Frakturheilungsprozessen an
osteoporotisch erkrankten Knochen sowie Testung verschiedener Biomaterialien.
Auch das Vorganger-Rattenmodell des Teilprojekts T1 zeigte dhnliche Ergebnisse (EL
KHASSAWNA et al. 2013).

Die ausgepragte Hyperphosphatamie in der OVXD-Gruppe zum Zeitpunkt 3 Monate
gegenuber der OVXDC-Gruppe kann sekundar, d.h. gegenregulatorisch zu einer
Hypocalcamie auftreten oder ebenfalls im Rahmen eines sekundaren
Hyperparathyreodismus erfolgen. Da die Phosphatausscheidung in dieser Gruppe
zwar erhoht war, aber nicht so ausgepragt wie in der OVXDC-Gruppe, kann es sich
um ein Anfangsstadium des PTH-Effektes handeln, in dem noch keine physiologische
Phosphatkonzentration wiederhergestellt wurde. Zum Zeitpunkt 8 Monate war zwar im
Vergleich zur Kontroll- und OVX-Gruppe immer noch eine Hyperphosphatamie
feststellbar, jedoch war diese nicht mehr so stark ausgepragt und die mediane

Phosphatkonzentration lag im ermittelten orientierenden Referenzbereich.

Durch die Ergebnisse der fraktionierten Phosphatausscheidung im Urin lassen sich
neben dem PTH-Effekt in den Gruppen OVXD und OVXDC, der durch eine verstarkte
Phosphatausscheidung charakterisiert ist, zeigen, dass Glukokortikoide ebenfalls
einen fordernden Effekt auf die Urinausscheidung haben missen. Insbesondere zum
Zeitpunkt 3 Monate zeigte diese Gruppe auch gegenuber der OVXD-Gruppe eine
hochgradig gesteigerte Phosphatausscheidung. Ursachlich hierfir kann ein - in
Studien bereits beschriebener - stimulierender Effekt der Glukokortikoide auf die PTH-
Synthese und -Sekretion aus der Parathyreoidea angenommen werden (PERALDI et
al. 1990). Gleichzeitig finden sich in der Literatur Angaben lber eine erhohte PTH-

Sensitivitat durch Glukokortikoid-induzierte Steigerung der PTH-Rezeptoren. Diese
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vermehrte Expression tritt aber vor allem auch am Knochen auf (PAZ-PACHECO et
al. 1995; PATSCHAN et al. 2001).

Eine Studie von Wilkens et al. (2010) konnte alleinig durch eine calciumarme Diat keine
gesteigerte Phosphatausscheidung im Urin bei Schafen herbeifihren, so dass in
dieser Studie angenommen werden kann, dass insbesondere der hochgradige Vitamin
D-Mangel dafir verantwortlich ist (WILKENS et al. 2010).

Betrachtet man die Elektrolytkonzentrationen im zeitlichen Verlauf, so zeigte sich zum
Zeitpunkt 8 Monate im Vergleich zum Probenzeitraum 3 Monate ein starkerer Effekt
bei der Glukokortikoid-behandelten Gruppe. Hier fand sich eine deutlichere
Hypocalcamie im Vergleich zur OVXD-Gruppe und eine geringgradige, wenn auch
nicht statistisch signifikante, erhohte Phosphatkonzentration. Ursachlich hierfir kann
ein Langzeiteffekt durch Glukokortikoide diskutiert werden. Obwohl der genaue
Mechanismus noch unbekannt ist, ist in der Humanmedizin beschrieben, dass
Glukokortikoide eine verminderte renale Absorption von Calcium in den
Nierentubuluszellen bewirken und somit die Hypocalcamie verstarken konnen (REID
und IBBERTSON 1987).

Vergleicht man Vitamin D mit den anderen Parametern wie den Elektrolyten, so zeigte
sich bereits zu Beginn der Studie (Zeitpunkt O Monate) im Gruppenvergleich eine
signifikanter Unterschied. Dies lasst trotz &hnlicher Haltungsbedingungen eine
ausgepragte Variation durch die Erndhrung vermuten. Vitamin D, genauer das 25-OH-
Vitamin D als regulatorisches Hormon zeigte zum Zeitpunkt 3 Monate in der OVXD-
und OVXDC-Gruppe sowie zum Zeitpunkt 8 Monate in der OVXDC-Gruppe eine
signifikante Erniedrigung, d.h. eine Hypovitaminose D. Einerseits spricht dies fur die
Effektivitat des verwendeten Diatfutters, zum anderen zeigt es, dass auch hier
Glukokortikoide einen starkeren Effekt auf den Vitamin D-Metabolismus haben
mussen, als eine Vitamin D-defizitdre Diat alleine. Insbesondere zum Zeitpunkt 3
Monate waren in der OVXDC-Gruppe Vitamin D Konzentrationen nahe 0 nachweisbar.
Der Einfluss von Glukokortikoiden auf Vitamin D wird in der Literatur bereits diskutiert,
jedoch finden sich, nach Kenntnisstand der Autorin, keine Angaben fur das Schaf.
Wenige humanmedizinische Studien konnten eine Verringerung der 25-OH-Vitamin D

Konzentration bei Langzeit-Glukokortikoid Anwendungen zeigen (CHESNEY et al.
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1978; SEARING et al. 2010), so dass dies hier auch beim Schaf angenommen werden
kann. Die Pathogenese ist jedoch nicht genau bekannt. Vitamin D wird, wie bereits
beschrieben, beim Schaf zu einem Teil in der Haut durch UV-Strahlung synthetisiert,
jedoch lief3 sich innerhalb der Kontroll- und OVX-Gruppe von Zeitpunkt 3 Monate
(Januar/Februar) bis zu den Sommermonaten (Zeitpunkt 8 Monate) kein Anstieg
detektieren. Hier zeigte sich sogar ein geringer Abfall der Vitamin D Konzentration.
Eine Ursache hierfur kdnnte sein, dass die Tiere in den Sommermonaten nicht mehr
mit den gleichen Mengen des Standardfutters zugefuttert wurden und die beim Schaf

hdchste Vitamin D-Aufnahme alimentar bedingt ist.

5.4 Marker des Knochenstoffwechsel 0, 3 und 8 Monate

Die Knochenaufbaumarker Osteocalcin (intakt), knochenspezifische alkalische
Phosphatase (BAP) und der Knochenresorptionsmarker NTX sollten die
Stoffwechselprozesse in den drei Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
darstellen.

Osteocalcin zahlt zu den nicht-kollagenen Proteinen und wird von aktiven
Osteoblasten in der Matrix-Mineralisationsphase gebildet. Die Synthese wird von 1,25-
Dihydroxyvitamin D  stimuliert. Es gilt neben der Bezeichnung als
Knochenformationsmarker auch als Knochenumbaumarker. Hierfir mussen die
Prozesse Formation und Resorption gekoppelt ablaufen. In dieser Studie zeigte
Osteocalcin zum Zeitpunkt 3 Monate in der OVXDC-Gruppe einen signifikanten Abfall
im Vergleich zu den anderen Gruppen. In Zusammenhang mit den niedrigen NTX- und
BAP-Werten weist dies auf eine stark verminderte Knochenumbauaktivitat hin, was
sich auch in den DXA-Daten widerspiegelt. Eine mogliche Ursache fur die geringere
Synthese von Osteocalcin kann neben der Glukokortikoidgabe die hochgradige
Hypovitaminose D sein. Zum Zeitpunkt 8 Monate kam es jedoch in der OVXDC-Gruppe
zu einer gesteigerten Knochenformation, wobei die OVX- und OVXD-Gruppe auch
graphisch leicht erhdhte Osteocalcin-Werte im Vergleich zum Zeitpunkt 3 Monate
aufwiesen. Auch der Formationsmarker BAP, ein Enzym welches von Osteoblasten im
Rahmen der Formation und Mineralisation gebildet wird, zeigte zum Zeitpunkt 3

Monate eine verminderte Aktivitat in der OVXDC- Gruppe, was den verminderten
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Knochenaufbau innerhalb der ersten Monate unterstreicht. Zum Zeitpunkt 8 Monate
finden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede beziglich BAP mehr zwischen den
Gruppen. Nur ein Schaf (ODS4/83190) wies stark erhohte Werte von > 100 U/| BAP
auf. Dabei handelte es sich aber nicht um das Schaf mit der Trummerfraktur. Eine

maogliche Ursache hierfir ist nicht genau erkennbar.

Die hier beobachtete Glukokortikoid-induzierte Suppression der
Knochenformationsmarker zum Zeitpunkt 3 Monate konnte auch in anderen
humanmedizinischen oder experimentellen Schafstudien beobachtet werden
(FORTUNE et al. 1989; VAN STRAALEN et al. 1991; O'CONNELL et al. 1993).
Chavassieux et al. (1993) konnte nach 3- monatiger Behandlung mit Glukokortikoiden
bei Schafen einen signifikanten Abfall der Osteocalcin-Konzentration im Serum
nachweisen. Die Ursache liegt darin, dass Glukokortikoide die Osteoblastenapoptose
steigern und die Osteoblastenaktivitat hemmen (CHAVASSIEUX et al. 1993). Jedoch
finden sich im Vergleich zu dieser Arbeit auch Studien, in denen die Suppression noch
nach 7- monatiger Glukokortikoidgabe nachvollzogen werden konnte und ein Anstieg
des Osteocalcins nur durch Absetzen der Glukokortikoide erreicht wurde (DING et al.
2010). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Andreasen et al. (2015), bei denen
ovarektomierte Schafe unter Glukokortikoidtherapie nach 7 Monaten immer noch
erniedrigte Osteocalcinwerte aufwiesen (ANDREASEN et al. 2015). So erscheint der
Anstieg des Osteocalcins in der OVXDC-Gruppe zum Zeitpunkt 8 Monate
ungewdhnlich. Erhdéhte Werte von Osteocalcin sind jedoch ebenfalls als pathologisch
zu werten. Vereinzelte Studien beim Menschen zeigen, dass sich erhéhte
Osteocalcinwerte vor allem bei High-turnover-Osteoporose finden, wohingegen
erniedrigte Werte eher bei einer Low-turnover-Osteoporose zu finden sind. Jedoch
wird dies kontrovers diskutiert, da vereinzelte humanmedizinische Studien keine
Korrelation zwischen Low- und High-turnover-Osteoporose und
Knochenstoffwechselmarkern finden konnten (MEHL et al. 2002). Die hohen
Osteocalcinwerte zum Endzeitpunkt weisen auf einen gesteigerten Knochenumbau
hin und somit auf eine erhdhte Aktivitat oder Anzahl an Osteoblasten, der aber
aufgrund der niedrigen BMD Daten anscheinend keinen positiven Einfluss auf die
Knochenquantitat zeigt, sodass eine Mineralisationstérung weiterhin angenommen

werden kann. Um diese Behauptung zu unterstitzen missen weitere
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immunbhistologische Unterschungen erfolgen. Da Osteocalcin tGber die Niere und die
Leber abgebaut wird, kdbnnen erhdhte Konzentrationen auch auf eine verminderte
renale Clearance oder eine/n Leberfunktionstorung/Leberzellschaden hinweisen
(HLAING und COMPSTON 2014). Ein Leberzellschaden erscheint durch die Langzeit-
Glukokortikoide gegenuber einer Nierenerkrankung wahrscheinlicher. Eine weitere

Verifizierung fand hier jedoch nicht statt.

Die Humanmedizin beschreibt eine biphasische Wirkung der Glukokortikoide auf den
Knochen mit einer anfanglichen schnellen Resorptionsphase, der sich in unserer
Studie vor allem durch die niedrigen Aufbaumarker darstellte und einer spéateren
Phase mit verminderter Knochenqualitat, die durch eine verminderte Mineralisation
charakterisiert ist (VAN STAA et al. 2000).

Einen signifikanten Anstieg von Osteocalcin wie ihn Newton et al. nach drei Monaten
post-Ovarektomie  beschreibt, konnte in den anderen Gruppen ohne
Glukokortikoidgabe (OVX, OVXDC) zu keinem Zeitpunkt nachvollzogen werden
(NEWTON et al. 2004).

Betrachtet man die Serumkonzentration des Resorptionsmarkers NTX, der durch
Osteoklasten-vermittelte Degradation des Kollagen Typ | entsteht, so zeigte sich ein
Abfall zum Zeitpunkt 3 Monate in der OVXDC-Gruppe und erst zum Zeitpunkt 8 Monate
auch noch in der Gruppe OVXD. Daraus lasst sich herleiten, dass Glukokortikoide
einen schnelleren Effekt auf die Resorptionsvorgange im Knochen haben als die Diat
alleine. Aufgrund des niedrigen BMD in der Gruppe OVXDC zu beiden Zeitpunkten,
was einen deutlichen Knochendichteverlust beweist, waren hier theoretisch erhéhte
Resorptionsmarker zu erwarten. Allerdings konnte auch schon Zarrinkilam 2009
zeigen, dass die Crosslinks (in diesem Fall CTX) bei Schafen mit Ovarektomie,
Calcium-armer Diat und Steroidinjektionen nach einem anfanglichen Anstieg nach 5
Wochen, bereits wieder zum Basalwert absanken, obwohl die Versuchsperiode noch
andauerte (ZARRINKALAM et al. 2009). Auch eine aktuelle Studie aus dem Jahr 2015
konnte bei Osteoporose-induzierten Schafen (Ovarektomie + Glukokortikoide) nach
einem anfénglichen Anstieg des Serum-markers CTX einen leichten Abfall um den 3.
Monat detektieren (ANDREASEN et al. 2015). Somit ist zu Uberlegen, ob die NTX-

Werte zu Anfang dieser Studie (zwischen 0 und 3 Monaten) héher waren und zum
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Zeitpunkt 3 Monate bereits stark abnahmen. Weiterhin ist eine verminderte
Osteoklastenaktivitat oder verminderter Gehalt des Knochens an zu degradierenden
Kollagen Typ | als Ursache fur verminderte NTX-Werte moglich, obwohl ersteres hier
unwahrscheinlicher erscheint, da Glukokortikoide durch verminderte Expression von
Osteoprotegerin und Uberexpression von RANKL einen positiven Effekt auf die
Osteoklastengenese haben (SIVAGURUNATHAN et al. 2005). Weiterhin ist in
Zusammenhang mit den erhohten Osteocalcinwerten zum Zeitpunkt 8 Monate eine
verminderte Anzahl an Osteoklasten und somit eine verminderte Konzentration von
NTX mdglich. Auch diese Annahme miusste durch Immunhistologie bestatigt werden.
Der Knochendichteverlust, der durch die Knochendichtebestimmung bestatigt wurde,

kann somit auch Folge einer starken Mineralisationstorung sein.

Eine Bestimmung von NTX aus dem Urin und weiteren Resorptionsmarkern wie den
Pyridinolinen erfolgte in dieser Studie nicht, ware jedoch eine Hilfestellung bezlglich

der Interpretation.

Da die Marker NTX und CTX einer starken zirkadianen Rhythmik unterlegen sind,
wurde versucht, die Probenentnahme zur gleichen Zeit morgens zwischen 8:00 und
9:00 Uhr im Stall durchzufiihren, um diesen Einflussfaktor zu umgehen. Des Weiteren
ist beschrieben, dass eine Futteraufnahme zu erniedrigten Werten fihren kann. Alle
Tiere aus den vier Versuchsgruppen wurden jedoch vor der Operation insofern es
maoglich war Nichtern gehalten, sodass sich die Veranderung bei allen Gruppen

einstellen musste.

5.5 Marker des Energiestoffwechsel 0, 3 und 8 Monate

Die Marker des Energiestoffwechsels sollten eine potentielle Verdnderung im
Kohlenhydratstoffwechsel und Fettstoffwechsel aufzeigen, da diese insbesondere bei
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und metabolischem Syndrom betroffen sind. In
der Literatur ist haufig beschrieben, dass Ubergewicht oder die Zunahme an
abdominalem Fettgewebe als hoher Risikofaktor fir die Entwicklung einer
Insulinresistenz gilt (KAHN und FLIER 2000). Zudem kénnen diese Krankheitsbilder

zu sekundarer Osteoporose fuhren.
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Um den Kohlenhydratstoffwechsel in den verschiedenen ,,Osteoporose“-Gruppen zu
evaluieren, wurden die Fructosamine als ,Langzeitgedachnis“ der Glukose bestimmt.
Eine Glukosebestimmung war aus arbeitstechnischen Bedingungen nicht méglich, um
einen resprasentativen Glukosegehalt darstellen zu kénnen. Glukose wird nach der
Blutprobenentnahme sehr schnell von Erythrozyten verbraucht und Lagerung fuhrt
somit zu falsch niedrigen Ergebnissen. Die Fructosaminbestimmung in dieser Studie
zeigte auffallige Veranderungen zum Zeitpunkt 3 Monate in der OVXDC-Gruppe. Da
es sich bei Fructosaminen um glykierte Proteine (hier Albumin) handelt und eine
Hypoalbuminadmie infolge beispielweise Leberinsuffizienz, Malabsorption, Kachexie,
Entzindung oder Blutverlust zu falsch niedrigen Fructosamin-Werten flihren kénnen,
wurde in dieser Studie zusatzlich der Fructosamin/Albumin-Quotient ermittelt. Dieser
zeigte hier nicht nur zum Zeitpunkt 3 Monate eine signifikante Erhdhung der Werte in
der OVXDC-Gruppe, sondern auch zum Zeitpunkt 8 Monate im Vergleich zu den
anderen Gruppen. Somit ist bei den OVXDC-Schafen eine Insulinresistenz sehr
wahrscheinlich, da die Glukosespiegel Uber einen langeren Zeitraum (in der Regel > 3
Wochen) erhdht sein mussen, um eine vermehrte Fructosaminbildung zu induzieren.
In Ergdnzung zu dieser Annahme, konnten zum Zeitpunkt 3 Monaten geringgradig
signifikant erhohte Insulinwerte in der OVXDC-Gruppe dargestellt werden. Zum
Zeitpunkt 8 Monate zeigten sich durch eine breite Streuung der Werte zwar keine
statistisch erhohten Insulinkonzentrationen im Serum, jedoch lieRen sich im

Gruppenvergleich graphisch héhere Werte in der OVXDC-Gruppe erkennen.

Es ist bekannt, dass Glukokortikoide einen negativen Einfluss auf den
Kohlenhydratstoffwechsel haben. In der Humanmedizin sind einige Wirkmechanismen
der Glukokortikoide beschrieben, die sekundar zu metabolischen Erkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ Il und /oder dem metabolischen Syndrom fuhren konnen.
Glukokortikoide storen die insulinvermittelte Hemmung der hepatischen
Glukosefreisetzung, vermindern den Glukoseverbrauch im Gewebe und flhren zu
einer Senkung der Insulinrezeptoraffinitat (MEYER und BADENHOOP 2003; VAN
RAALTE et al. 2010). Durch die Fructosamin- und Insulinbestimmung konnte dieser

negative Einfluss auch beim Schaf dargestellt werden.
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Der Fettstoffwechsel wird in dieser Studie durch die Bestimmung der unveresterten
Fettsauren (NEFA) beurteilt. Diese zeigen zu Beginn der Studie bereits eine breite
Streuung der Werte innerhalb der verschiedenen Gruppen, was auf unterschiedliche
Futteraufnahme oder unterschiedliche Stoffwechsellagen hindeuten kann. Niedrige
NEFA-Konzentrationen deuten in der Regel auf eine gute Energieversorgung bei
Wiederkauern hin, da eine energetische Unterversorgung zu einer gesteigerten
Lipolyse mit hohen Werten fihrt. Zum Zeitpunkt 3 Monate fanden sich in der OVXDC-
Gruppe aber auch in der OVXD-Gruppe, im Vergleich zu den anderen Gruppen,
signifikant niedrigere Werte gegeniber der Kontroll- und OVX-Gruppe. Obwohl
Glukokortikoide die Lipolyse stimulieren, kam es wahrend der Behandlung zu einem
Abfall der NEFA-Konzentration bei den Schafen. Studien bei Kiuhen, die jeweils nur
mit einer Einzeldosis an Glukokortikoiden behandelt wurden, fuhrten ebenfalls zu
keinem sichtbaren lipolytischen Effekt in Bezug auf das Verhalten der unveresterten
Fettsauren (Jorritsma et al. 2004), sondern wie hier eher zu einer Verminderung der
Werte.

Eine Studie aus dem Jahr 2009 (CITIL et al. 2009) untersuchte bei Schafen ebenfalls
den Effekt einer einzelnen Gabe von Glukokortikoiden (hier Dexamethason) auf den
Energiemetabolismus. Die Studie konnte dhnliche Ergebnisse wie die vorliegendende
Studie mit Langzeitbehandlung von Methylprednisolon zeigen. Bei Citil et al. kam es
innerhalb eines Tages zu einem Anstieg von Glukose, Insulin und Cholesterol, wobei
die unveresterten Fettsauren (NEFA) eher eine verminderte Konzentration innerhalb
der ersten 7 Tage nach Injektion aufwiesen. Es ist zu beachten, dass die Ergebnisse
sich nur auf eine einmalige Injektion beziehen und nicht wie in unseren Fall eine
Langzeitbehandlung stattfand. Allerdings scheint — wie unsere Ergebnisse zeigen -
auch eine Langzeitbehandlung mit den bereits fir eine Kurzzeitbehandlung bekannten

Ergebnissen Ubereinzustimmen.

In der Humanmedizin ist beschrieben, dass erhohte NEFA-Werte zu einem Diabetes
mellitus Typ Il infolge einer erhdhten Insulinresistenz fihren kénnen. In unserer Studie
konnten sich keine erhdhten Werte finden, so dass die Insulinresistenz eher durch den
primaren Glukokortikoideffekt hervorgerufen wurde (RODEN et al. 1996; BODEN und
SHULMAN 2002).
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Die Ovarektomie alleine und die damit einhergehenden niedrigen Ostrogenwerte
hatten in der vorliegenden Studie keinen Einfluss auf den Energiestoffwechsel. Zu
erwarten gewesen ware, dass durch eine geringere Anwesenheit von Ostrogen, ein
erhohtes Auftreten von abdominalem Fettgewebe und Hinweise auf eine
Insulinresistenz in der OVX-Gruppe nachweisbar sind (MAYES und WATSON 2004).

Das Wachstumshormon Insulin-like growth factor (IGF-1) zeigte in dieser Studie keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei dem Ausrei3er zum Zeitpunkt
3 Monate in der OVXDC-Gruppe handelt es sich um dasselbe Schaf, welches auch
einen extrem hohen Insulinwert aufwies (ODS5/83201). Erhdhte Spiegel an IGF-1
sprechen gleichzeitig fur erhéhte Growth-Hormon (GH) Konzentrationen, da es als
Vermittler von GH gilt. Eine zugrunde liegende Atiologie, des hier Uber dem
Referenzbereich liegenden Wertes, lasst sich nicht sicher nachvollziehen. In der
Humanmedizin finden sich vor allem erhdhte Konzentrationen bei endokrin aktiven
Hypophysenadenomen oder durch eine ektopische GH-Bildung (THOMAS 2012). Da
dies allerdings zum Zeitpunkt 8 Monate nicht mehr nachgewiesen werden konnte
erscheint es sehr unwahrscheinlich. Andere Einflussgréf3en wie Alter, Adipositas oder
Ostrogene konnen die IGF-1-Werte positiv beeinflussen (CLEMMONS 2011). Als
weitere Ursache kann eine falsch hohe Messung (Artefakt) nicht ausgeschlossen
werden, da der Effekt nur bei einem Schaf auftrat. Vergleicht man die Ergebnisse
dieser Arbeit mit anderen Studien in der Literatur, so erscheint es ungewohnlich, dass
IGF-1 keine Veranderungen zeigte. In der Humanmedizin werden niedrige IGF-1-
Werte bereits als Frihmarker fur einen erniedrigten BMD bei postmenopausalen
Frauen beschrieben (LIU et al. 2008). In unserer Studie lasst sich beim Schaf kein
Zusammenhang mit der Osteoporoseentwicklung erkennen. Auch Glukokortikoide
hatten hier keinen sichtbaren Effekt auf die IGF-1-Transkription. In vitro Studien
konnten dagegen zeigen, dass Glukokortikoide die Transkription von IGF-1 in
Osteoblasten hemmen (DELANY et al. 2001). Auch eine Schafstudie konnte den
negativen Effekt von Glukokortikoiden zeigen. Hierbei wurde Schafen gegen Ende der
Tréachtigkeit mehrmals Glukokortikoide i.m. injiziert. Dadurch konnte eine verminderte
Zirkulation von IGF-1 im Fetus und auch noch im frilhen postnatalen Stadium
gegeniber der Kontrollgruppe induziert werden (GATFORD et al. 2008). In der

vorliegenden Studie konnte jedoch weder eine Ovarektomie noch die defizitare Diat
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oder eine langfristige Glukokortikoidgabe eine signifikante Veranderung der IGF-1-

Synthese adulter Schafe induzieren.

5.6 Limitationen der Studie

Die Studie konnte vor allem aufzeigen, dass eine Kombination aus Ovarektomie, Multi-
defizitarer Diat sowie hochdosierten Glukokortikoiden einen sichtbaren Effekt auf
Knochendichte, Elektrolyte und bestimmbare Knochenstoffwechsel- sowie

Energiemarker hat.

Eine Limitation in dieser Studie ist jedoch das Futtermanagement. Die unkontrollierte
Futteraufnahmemenge/Schaf bezuglich Diat- als auch Standardfutter sowie der
zusatzliche Weidegang der Kontroll- und OVX-Gruppe lasst keinen standardisierten
Vergleich zu. Eine Futterung durch Futterautomaten sowie die gleiche Aufstallung
wahrend der gesamten Versuchsperiode fur die Kontroll- und OVX-Schafe waren zu

bevorzugen gewesen.

Eine weitere wesentliche Limitation der vorliegenden Arbeit ist der Einsatz von
hochdosierten Methylprednisolon, welches mit beschriebenen Nebenwirkungen wie
Haarausfall, dinne Haut und Mattigkeit bei Schafen einhergeht (EGERMANN et al.
2008). Um ein mdglichst stressfreies Milieu fur die Tiere zu schaffen, wurden die
Injektionsintervalle von Beginn an auf eine vierzehntdgige Gabe im Vergleich zu
anderen Studien reduziert (DING et al. 2010; ANDREASEN et al. 2015). Die
angewendete Dosis ergab fur eine Woche errechnet somit 160 mg/Schaf/Woche. Im
Vergleich dazu verwendeten Andreasen et al. (2015) neben der Diat eine Dosis von
0,6 mg/kg/Tag Methylprednisolon funfmalig in der Woche. Das entspricht mit einem
Durchschnittgewicht der Schafe von 75 kg einer Wochendosis von 225 mg und liegt
damit deutlich Gber der hier verwendeten Dosis. Nachteil der zuvor publizierten Studie
ist zudem die Applikation von Methylprednisolon in haufigen Injektionsintervallen, die
einen hohen Stressfaktor fur die Tiere bedeuten (ANDREASEN et al. 2015). Die
Arbeitsgruppe von Ding et al. verwendete die gleiche Dosis im gleichen Intervall tber
7 Monate (DING et al. 2010). Studien von Lill et al. (2002) verwendeten eine
anfangliche Dosis von 120 mg/Woche/Schaf. Hierbei wurden 3 x 40 mg pro Woche
injiziert (LILL et al. 2002b). Eine weitere Studie von Goldmann et al. (2005) setzte ein
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Schema mit gréReren Injektionsintervallen ein (500 mg/Schaf alle 3 Wochen), was
einer Wochendosis von ca. 167 mg/Schaf entspricht (GOLDHAHN et al. 2005). In allen
dieser genannten Studien wurden Nebenwirkungen beobachtet. Egermann et al.
(2008) kommt zu der Schlussfolgerung, dass hohe Dosen Prednisolon mit wenigen
Injektionsintervallen, den gleichen Effekt auf den Knochen ausiiben wie niedrigere
Dosen Prednisolon pro Tag und dafir haufigeren Intervallen, wobei ersteres Schema
mit geringeren Auftreten von Nebenwirkungen und weniger Stress einhergeht
(EGERMANN et al. 2008). In unserer Studie kam es trotz grof3er Injektionsintervalle
und im Vergleich zu den anderen Studien, moderater Dosis Methylprednisolon bei
einigen Schafen in der OVXDC-Gruppe zu deutlichen Nebenwirkungen wie Ausfall der
Wolle, cushingoides Erscheinungsbild, spontanem Versterben (n = 1) sowie
pathologischen Frakturen (n = 1). Letzteres Schaf wurde aus tierschutzrechtlichen
Aspekten vorzeitig euthanasiert. Vorteil an dem gewahlten Regime war das geringe
Injektionsinterval mit weniger Stress fur die Tiere. Es ist anzunehmen, dass niedrigere
Dosen Methylprednisolon ausreichen, um einen signifikanten Knochendichteverlust
herbeizufiihren und gleichzeitig die Nebenwirkungen zu reduzieren. Eine aktuelle
Studie konnte durch intramuskulare Gabe von 150 mg/Schaf Methylprednisolon alle
20 Tage fur insgesamt 80 Tage ebenfalls einen signifikanten Knochenverlust (bestatigt
durch Untersuchung einer Knochenbiopsie mittels quantitativer CT) darstellen. Von
Nebenwirkungen wurde in dieser Studie nicht berichtet, allerdings lag der Fokus der
Arbeit ausschlief3lich auf den Ergebnissen der Biopsieuntersuchungen und Klinische
Resultate wurden von den Autoren nicht berichtet (KIELBOWICZ et al. 2015).

In der Humanmedizin sind bereits einige Knochenmarker etabliert und kdnnen gut aus
Serum oder Urin bestimmt werden. Beim Schaf sind jedoch noch nicht viele
kommerzielle Tests verfugbar, die eine gute Kreuzreaktivitat versprechen. So wurden
in der vorliegenden Studie einige Biomarker getestet, die bisher noch keine
routinemanige Anwendung beim Schaf fanden. Dazu zahlen hier insbesondere PTH,
sowie weitere aktuelle Marker des Knochenstoffwechsels Cathepsin K und DKK-1.
Diese konnten aufgrund keiner oder nur geringer Kreuzreaktivitdt mit den in den
ELISAs verwendeten Antikdrpern nicht weiter bestimmt werden, obwohl sie wichtige
ergdnzende Auskunft hatten geben konnen. Eine mogliche Ursachen fir die

fehlgeschlagene PTH-Bestimmung konnte eine fehlende Kreuzreaktivitdt mit dem
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verwendeten polyklonalen Ziegen-Antikdrper darstellen (gleich den Leerwerten). Die
Bestimmung von Cathepsin K erfolgte mit einem polyklonalen Schaf-Antikorper, der in
den Mikrotiterplatten fixiert war. Die ausgepragte Streuung der Messergebnisse
(insbesondere der Messungen fur Wiederholbarkeit) lassen annehmen, dass der Test
fur Cathepsin K nicht funktioniert, da es nur zu unspezifischen Bindungen kam. Der
ELISA fur DKK-1 musste ebenfalls aufgrund einer zu geringen Kreuzreaktivitat mit
Anti-Human  Antikbrpern  ausgeschlossen werden. Insgesamt lagen die
Messergebnisse hier deutlich unter dem vom Hersteller angegebenen
Referenzbereich des Menschen, so dass eine geringe Kreuzreaktivitat mit Schaf-DKK-
1 vermutet werden kann. Somit bedarf es noch weiterer Tests, die ein einfaches und
schnelles Bestimmen von neuen Biomarkern auch beim Schaf als Osteoporosemodell
erlauben. Neben den Enzym-Immunoassays konnen beispielwiese fur Insulin und IGF-
1 andere genauere Messverfahren wie Radio-Immunassays (RIA) herangezogen

werden.

Des Weiteren sind bei der Interpretation der Ergebnisse die Intra- und Inter-Assay
Variationen zu berucksichtigen. Aus diesem Grund wurden zu jedem Parameter
Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt. Diese Ergebnisse zeigen insbesondere in
niedrigen Messbereichen einen erhdhten Variationskoeffizienten, was bedeutet, dass
es - wie bereits in der Literatur bekannt - in den unteren Messwerten zu deutlicheren
Messungenauigkeiten kommen kann (GUIDANCE FOR INDUSTRY 2001).

Eine wichtige Kenntnis beim Umgang mit biochemischen Markern ist das Wissen Uber
die biologische Varianz. Die biologische Varianz kann nach einer Osterreichischen
Arbeitsgruppe (2012) in zwei grof3e Kategorien unterteilt werden (BIEGLMAYER et al.
2012). Auch wenn es sich hierbei um einen humanmedizinischen Leitfaden handelt,
ist dieser auch auf das Schaf Ubertragbar. Zum einen handelt es sich um die
unkontrollierbaren Faktoren wie Alter (h&ufig hdéhere Werte im juvenilen Alter),
Geschlecht, Trachtigkeit, Laktation, physische Aktivitat und Krankheit und zum
anderen um die kontrollierbaren Einwirkungen wie Medikamente (Hormonersatz,
antiresorptive Therapie, anabole Therapie) und vor allem saisonale und zirkadiane
Variationen der Knochenmarker. Um unkontrollierte Faktoren moglichst gering zu

halten, wurden nur Schafe der gleichen Rasse mit ungefahr gleichem Altersmedian
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(Gruppe) in die Studie eingeschlossen. Um die zirkadiane Rhythmik zu umgehen
wurde versucht, die Blut- und Urinproben in den Morgenstunden zu gewinnen. Die
saisonalen Schwankungen waren in dieser Studie nicht zu beeinflussen, da die
Studiendauer 8 Monate betrug. Eine Studie von Arens et al. (2007) untersuchte die
saisonalen Einflisse beim Schaf beziglich Knochendichte, Biomarker und Hormone
und konnte beim Knochenaufbaumarker BAP keine signifikanten saisonalen
Unterschiede bei Schafen detektieren, obwohl es in den Sommermonaten zu einem
leichten Anstieg kam (ARENS et al. 2007). Als Knochenresorptionsmarker wurden hier
die beiden Pyridinoline (PYD, DPD) im Urin untersucht. Auch hier fand sich kein
statistisch signifikanter saisonaler Unterschied, wenn auch wieder die Werte im
Frahjahr gegeniber den Herbstmonaten leicht erhoht waren. Obwohl NTX in der
Studie von Arens et al. nicht bestimmt wurde, ist aufgrund der Ergebnisse der anderen
Resorptionsmarker nicht von einem signifikanten saisonalen Unterschied bei NTX
auszugehen. Jedoch misste diese Annahme weiter Uberprift werden.
Interessanterweise konnte auch beim Schaf ein saisonaler Unterschied bezuglich der
Knochendichte festgestellt werden. So zeigten die Schafe in den Wintermonaten im
Vergleich zu den anderen Jahreszeiten niedrigere BMD-Werte von bis zu - 5,6%. In
der vorliegenden Arbeit stellte sich in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt O Monate
(Oktober/November) mit einem BMD (Median) von 0,98 g/cm? bis zum Zeitpunkt 8
Monate (Juni/Juli) mit einem BMD (Median) von 1,00 g/cm? kein erkennbarer
Unterschied ein. Da hier die Vergleiche zwischen den Gruppen nur zu einem
Messzeitpunkt, jeweils in Bezug auf die Ergebnisse der Kontrollgruppe zu diesem
Zeitpunkt durchgefuhrt wurden, ist hier zudem der Einfluss einer moglichen saisonalen

Varianz als gering anzusehen.

Die Vorteile der Bestimmung biochemischer Marker liegt in der nicht-invasiven
Methodik, jedoch sind diese, wie aufgefihrt, vor allem praanalytischen Schwankungen
unterlegen und es bedarf einer sicheren Interpretation. Die Knochendichtebestimmung
eignet sich gut, um einen Effekt auf den Knochen sichtbar zu machen, jedoch kann
eine Unterscheidung zwischen Osteoporose und Mineralisationsstérung infolge einer
Osteomalazie nicht unterschieden werden. Auch die Untersuchung zur Aktivitat und

Anzahl eingelagerter Zellen wie Osteoblasten und Osteoklasten, die hinsichtlich einer
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korrekten Interpretation der Knochenserum-marker notig ware, kann nur durch

immunbhistolgische Untersuchungsverfahren erfolgen.

Im Zusammenhang mit der Interaktion zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel
ware eine Bestimmung des untercarboxylierten Osteocalcins weiterhin interessant
gewesen. Das von Osteoblasten gebildete untercarboxylierte Osteocalcin konnte
bereits in Mausmodellen zeigen, dass es nicht nur einen Effekt auf den
Knochenstoffwechsel hat, sondern auch auf den Glukose- und Fettstoffwechsel
(FERRON et al. 2008). Auch Adipozytokine wie Adiponectin, das in subkutanem und
viszeralem Fett exprimiert wird, kdnnte weitere Erkenntnisse Uber die Interaktion
zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel beim Schaf bringen, da es neben der
Regulation der Energiestoffwechsels und Insulinsensitivitdt auch eine Rolle in der
Osteoblastenproliferation und Differenzierung spielt (KANAZAWA et al. 2011).

5.7 Schlussfolgerung

Insgesamt konnte beim Schaf durch die Kombinationsinduktion einer Osteoporose
mittels Ovarektomie, defizitarer Diat (Calcium und Vitamin D) und Glukokortikoiden ein
Osteoporose-dhnliches Krankheitsbild mit deutlichen Veranderungen des Knochen-
und Energiestoffwechsels induziert werden. Die Studie ist somit eine Grundlage fur
weitere Forschungen wie z.B. dem Einsatz neuartiger Biomaterialien zur

Frakturversorgung am Tiermodell Schaf.

Es muss jedoch berlcksichtigt werden, dass eine sichere Unterscheidung zwischen
Osteoporose und Osteomalzie durch einen hervorgerufenen sekundéren

Hyperparathyreosismus auch mittels DXA-Messung nicht unterschieden werden kann.

Die Elektrolyte und biochemischen Knochenmarker zeigen deutliche Veranderungen
im Knochenstoffwechsel an, sowie eine Interaktion zwischen Knochen- und
Energiestoffwechsel im Sinne einer transienten Insulinresistenz. Dabei sind die
frihesten und ausgepréagtesten Veranderungen in der OVXDC-Gruppe nachweisbar,

was darauf schliefRen lasst, dass Glukokortikoide beim Schaf einen schnelleren Effekt
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auf den Knochen- und Energiestoffwechsel haben als eine Ovarektomie und Diat

alleine.

Anders als im Vorganger-Rattenmodell (EL KHASSAWNA et al. 2013) zeigt sich
insgesamt nur ein geringer Effekt auf die Knochendichte durch eine Ovarektomie und
Diat alleine, sodass fur praklinische Studien fir neue Biomaterialien ein Kombinations-
Schema inklusive Glukokortikoidgabe empfohlen wird. Jedoch ist die Menge an
Methylprednisolon noch anzupassen, um starke Nebenwirkungen bei den Tieren zu

vermeiden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchungen erfolgten im Rahmen des Sonderforschungsbereichs/ Transregio
79 (2010-2014): ,Werkstoffe fur die Geweberegeneration im systemisch erkrankten
Knochen“ Teilprojekt T1: ,Etablierung und Qualitatssicherung osteoporotischer
Tiermodelle®. Die Versuche am Tier wurden in der Zentralen Forschungseinrichtung
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main durchgefuhrt. Der
Tierversuchsantrag (GE: F31/36) wurde durch das Regierungs-prasidium Darmstadt
am 27.09.2012 genehmigt. Serum und Urinproben, die fur diese Arbeit relevant waren,
wurden am Klinikum Veterindrmedizin, Klinische Pathophysiologie und Klinische
Laboratoriumsdiagnostik der Justus-Liebig-Universitat GieRen analysiert. Ziel dieses
interdisziplinierten Forschungsprojektes war es, neue Knochenersatzmaterialien und
Implantatwerkstoffe fur den systemisch erkrankten Knochen des Menschen zu
generieren. Fur die dafur notigen préklinischen Studien ist die Etablierung eines
Tiermodells, welches die Prozesse am menschlichen Knochen in ahnlicher Weise

widerspiegeln kann, unerlasslich.

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel
im Osteoporose-induzierten Schafmodell zu evaluieren, die beim Schaf bisher wenig

bekannt ist.

Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich auf 8 Monate mit drei verschiedenen
Probenentnahmezeitpunkten (0, 3, 8 Monate). Hierzu wurden 31 adulte, gesunde
weibliche Merino-Schafe in vier Gruppen mit vergleichbarem Alter eingeteilt. Der
Altersmedian lag in den Gruppen um die 4,5 - 5,5 Jahre. Eine nicht - Sham operierte
Gruppe (n = 8) diente als Kontrollgruppe. Die Osteoporoseinduktion erfolgte nach 3
Schemata: Die erste Gruppe sollte die postmenopausale Osteoporose der Frau
imitieren. Dazu wurde die erste Gruppe (n = 7) ovarektomiert (,OVX-Gruppe®). Die
zweite Gruppe (n = 8) erhielt neben einer Ovarektomie eine Calcium/Vitamin D-
defizitdre Diat (,OVXD-Gruppe®) und stellte somit eine Form der sekundéren
Osteoporose dar. Die letzte Gruppe (n = 8) erhielt eine Kombination aus Ovarektomie,
defizitarer Diat und Glukokortikoiden (,OVXDC-Gruppe“, 320 mg/Schaf
Methylprednisolon alle 14 Tage i.m.) und reprasentierte somit ebenfalls eine haufige

sekundare Osteoporoseform. Um einen Effekt auf den Knochenstoffwechsel zu
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beweisen, erfolgte in dieser Arbeit die Knochendichtebestimmung mittels Dual-
Rontgen-Absorptiometrie (DXA) mit der Region of Interest ,abdominal width®, in der
die Veranderungen in den Lendenwirbelkérpern nachgewiesen werden konnten.
Neben der Knochendichte (BMD) und dem Knochenmineralgehalt (BMC) wurden
dabei das abdominale Fett und der Z-Score, d.h. die Abweichungen des BMDs in
Standardabweichungen vom altersphysiologischen Mittelwert (hier die Werte aller
Schafe zum Zeitpunkt 0) bestimmt. Ein Z-Score < -1 gilt nach Angaben in der
Humanmedizin als pathologisch.

Als Marker des Knochenstoffwechsels dienten die Elektrolyte Calcium, Magnesium
und Phosphat sowie die fraktionierte Phosphatausscheidung (FEP) im Urin und die
den Knochenstoffwechsel beeinflussenden Hormone Vitamin D (25-OH-Vitamin D),
Parathormon (PTH) und Insulin-like growth Faktor 1 (IGF-1). Als Marker der
Knochenformation wurden die knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP) und
Osteocalcin (intaktes Osteocalcin) bestimmt. Die Marker der Knochenresorption
umfassten N-terminales Telopeptid des Kollagen Typ | (NTX), Cathepsin K und
Dickkopf-1 (DKK-1). Die Fructosamin-Serumkonzentration, der Fructosamin/Albumin -
Quotient, unveresterte Fettsauren (NEFAs) und die Insulin-Konzentration im Serum

spiegelten den Energiestoffwechsel wider.

Die Blutprobengewinnung erfolgte an der Vena jugularis Morgens im Stall der
Zentralen Forschungseinrichtung. Zu diesem Zeitpunkt wurden auch eine DXA-
Messung am narkotisierten Schaf und eine Uringewinnung mittels Katheterisierung der
Schafe durchgefiihrt. Nach 8 Monaten (Endzeitpunkt) wurden die Schafe nach der
letzten Probenentnahme im bereits narkotisierten Zustand mit 50 mg/ kg Pentobarbital-

Natrium intravends schmerzlos eingeschlafert.

Die Elektrolyte Calcium und Magnesium wurden mittels isoelektrischer Elektrode am
Analysegerat Nova CRT8 (Nova) bestimmt. Fir die Messung der Phosphat-, Albumin-
und Fructosaminkonzentration sowie der NEFAs fand das automatische Analysegeréat
Pentra 400 ABX Horiba) Einsatz. Die ubrigen Analysen erfolgten mittels kommerziell
erhaltlicher Enzym-Immunoassays (EIA/ELISAS), wobei es sich um humane Testkits
handelte, deren Kreuzreaktivitat fir das Schaf im Falle von Vitamin D, PTH, Cathepsin
K, DKK-1 und IGF-1 nicht bekannt war.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die humanen Tests fir PTH,
Cathepsin K und DKK-1 aufgrund nicht ausreichender Kreuzreaktion beim Schaf nicht

verwendet werden kénnen.

Die klinische Untersuchung zeigte bei den Schafen der OVXDC-Gruppe deutliche
cushingoide Nebenwirkungen und 1/8 Schafen musste aufgrund einer pathologischen

Trimmerfraktur 14 Tage vor Versuchsende euthanasiert werden.

Die Induktion der Osteoporose fuhrte zum Zeitpunkt 3 Monate zu einem signifikanten
Absinken der Knochendichte (BMD) und des Knochenmineralgehalts (BMC) in der
OVXDC-Gruppe. In der OVXD-Gruppe sanken die medianen Werte ebenfalls, jedoch
war diese Veranderung nicht signifikant. Zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monate zeigten
die Schafe der OVXDC-Gruppe einen Z-Score von -3,3 bzw. -49
Standardabweichungen. In der OVX- und OVXD-Gruppe betrug der Z-Score zum
Zeitpunkt 8 Monate -0,29 und -0,96 und war somit als altersphysiologisch zu
interpretieren. Im zeitlichen Verlauf kam es in allen Gruppen zu einem signifikanten
Anstieg des mittels DXA detektierbaren abdominalen Fettes. Dabei zeigte die OVXDC-
Gruppe zum Zeitpunkt 8 Monate die hochsten Medianwerte, jedoch war dieser

Unterschied nicht statistisch signifikant.

Insgesamt zeigten sich die friihesten Veranderungen der Marker des Knochen- und
Energiestoffwechsels zum Zeitpunkt 3 Monate in der OVXDC-Gruppe und erst spater
in der OVXD-Gruppe. Zum Zeitpunkt 3 Monate war in der OVXDC-Gruppe ein
signifikantes Absinken der Serum-Calcium Konzentration nachweisbar. Die OVXD-
Gruppe zeigte zu diesem Zeitpunkt eine signifikante Hyperphosphatamie. In beiden
Gruppen war eine deutlich erhéhte FEP nachweisbar, jedoch war der Befund nur fur
die OVXDC-Gruppe signifikant. Die OVXDC-Gruppe zeigte zum Zeitpunkt 8 Monate
eine signifikante Erhohung der Osteocalcin-Serumkonzentration, die von einer
signifikanten Erniedrigung der NTX-Konzentration begleitet war. Die Gabe einer
defizitaren Diat fihrte zum Zeitpunkt 3 Monate bei OVXDC-Gruppe und in geringerem
MalRe bei der OVXD-Gruppe zu einer signifikanten Erniedrigung der Vitamin D-
Serumkonzentration. Bei der OVXDC-Gruppe blieb dies auch bis zum Zeitpunkt 8
Monate signifikant, wobei die Werte zu beiden Zeitpunkten nahe 0 lagen. In der

OVXDC-Gruppe konnte zu den Zeitpunkten 3 und 8 Monaten eine signifikante
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Zusammenfassung

Erhéhung des Fructosamin/Albumin-Quotienten festgestellt werden, der zum
Zeitpunkt 3 Monate von einer signifikanten Hyperinsulidamie begleitet war. Die IGF-1-

Serum-Konzentration veradnderte sich nicht signifikant.

Insgesamt lassen sich der niedrige BMD in der OVXDC-Gruppe in Zusammenhang mit
den niedrigen NTX-Werten dieser Gruppe als Mineralisationsstérung und Hinweis auf
eine erniedrigte Osteoklastenzahl interpretieren. Letzteres muss durch histologische

Untersuchungen bestatigt werden.

Die Induktion einer sekundaren Osteoporose - wie in diesem Modell durch
Ovarektomie, Calcium/Vitamin D-defizitarer Diat und Glukokortikoiden - zeigt
deutlichere Veranderungen im Vergleich zur primaren Osteoporose, die alleine durch
Ovarektomie dargestellt wurde. Insgesamt zeigte die OVXDC-Gruppe die deutlichsten
Veréanderungen im Knochenstoffwechsel, die sich  auch in den
Knochendichtemessungen widerspiegeln. Neben der deutlichen Hypocalcamie und
der gesteigerten Phosphatauscheidung im Urin sowie der hochgradigen
Hypovitaminose D konnten die Knochenformationsmarker Osteocalcin und BAP einen

gestorten Knochenumsatz aufzeigen.

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass diese Studie durch die
Kombinationsinduktion einer Osteoporose mittels Ovarektomie, defizitarer Diat
(Calcium und Vitamin D) und Glukokortikoiden eine Basis fur weitere Forschungen wie
z.B. dem Einsatz neuartiger Biomaterialien zur Frakturversorgung am Tiermodell
Schaf darstellt.

In diesem Modell waren deutliche Veranderungen im Knochenstoffwechsel sowie eine
Interaktion zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel im Sinne einer transienten
Insulinresistenz induzierbar, wobei jedoch die frihesten und ausgepragtesten
Veranderungen in der OVXDC-Gruppe auftraten, was darauf schliel3en lasst, dass
Glukokortikoide beim Schaf einen schnelleren Effekt auf den Knochen- und

Energiestoffwechsel haben als eine Ovarektomie und Diat alleine.

Daher ist fur praklinische Studien ein Kombinations-Schema inklusive
Glukokortikoidgabe empfehlenswert, wobei jedoch die Menge an Methylprednisolon

noch anzupassen ist, um starke Nebenwirkungen bei den Schafen zu vermeiden.

152



Summary

7 SUMMARY

The investigations were conducted within the scope of the sub-project T1:
"Establishment and Quality Assurance in Osteoporotic Animal Models" of the
Collaborative Research Centre/Transregio 79 (2010-2014): "Materials for Tissue
Regeneration in Systemically Diseased Bones". The animal experiments were
conducted in the Central Research Facility of the Goethe University of Frankfurt. The
study was ethically approved by the Darmstadt Regional Council on 27/09/2012 (GE:
F31/36). Serum and urine samples that were relevant to this study were analysed at
the Faculty of Veterinary Medicine, Clinical Pathophysiology and Clinical Laboratory
Diagnostics of the Justus Liebig University GieRen, Germany. The goal of this
interdisciplinary research project was to develop new synthetic materials as surrogate
for bones and materials for implants for systemically diseased human bones. For the
required pre-clinical studies, it is essential to establish an animal model capable to

reflect the processes in human bones in a similar way.

The goal of this study was to evaluate the interaction between bone and energy
metabolism in a sheep model with induced osteoporosis for which hitherto only scarce
knowledge is existent.

The investigation period covered eight months with three different sampling times (O,
3, 8 months). For this, 31 healthy adult female Merino sheep were divided into four
groups of comparable age. The median age in the groups ranged from 4.5 - 5.5 years.
A non-sham operated group (n=8) served as control. The osteoporosis was induced in
three ways: the first group was intended to imitate the osteoporosis in post-
menopausal woman. Thus, the first group (n=7) was ovariectomised ("OVX group").
The second group (n=8) received in addition to an ovariectomy a calcium/vitamin D-
deficient diet ("OVXD group"), thereby representing a form of secondary osteoporosis.
The last group (n=8) received a combination of ovariectomy, deficient diet and
glucocorticoids (“OVXDC group”, 320 mg/sheep methylprednisolone every 14 days on
average), thus also representing a frequent form of secondary osteoporosis. To
demonstrate an effect on the bone metabolism, bone density was measured in this
study by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) with "abdominal width" as region of

interest in which the changes in the lumbar vertebral bodies could be detected. Apart
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from bone density (BMD) and bone mineral content (BMC), the abdominal fat and Z-
Score, i.e. the deviation of the BMD in standard deviations from the age-related mean
value (here the value of all sheep at time 0), were determined. A Z-Score < -1 is
considered to be pathological in human medicine.

The electrolytes calcium, magnesium and phosphate as well as the fractional excretion
of phosphate (FEP) in urine and the bone-metabolism influencing hormones vitamin D
(25-OH Vitamin D), parathyroid hormone (PTH) and Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-
1) were used as markers of bone metabolism. The bone-specific alkaline phosphatase
(BAP) and osteocalcin (intact osteocalcin) served as markers of bone formation. The
markers of bone resorption included N-terminal telopeptide of the collagen type 1
(NTX), Cathepsin K and Dickkopf-1 (DKK-1). Serum concentrations of fructosamines,
fructosamine/albumin ratio, non-esterified fatty acids (NEFA) and insulin reflected the

energy metabolism.

The blood samples were taken from the Vena jugularis in the morning in the barn of
the Central Research Facility. At this time point, a DXA measurement was also carried
out in the anaesthetised sheep and urine samples taken by catheterisation of the
sheep. After eight months (i.e., the end of the study), the already anaesthetised sheep
were euthanized painlessly with 50 mg/kg sodium pentobarbital given intravenously

after the last sampling

The electrolytes calcium and magnesium were determined by means of isoelectric
electrodes with a Nova CRT8 analyser (Nova). The automatic analyser Pentra 400
ABX (Horiba) was used to measure the phosphate, albumin and fructosamine
concentrations as well as the NEFAs. The other analyses were conducted with
commercially available enzyme immunoassays (EIA/ELISA) which were human test
kits with unknown cross reactivity for the sheep in the case of vitamin D, PTH,
Cathepsin-K, DKK-1, and IGF-1.

During the course of the study, it could be shown that the human tests for PTH,

Cathepsin-K and DKK-1 cannot be used for sheeps due to inadequate cross reactivity.
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The physical examination showed significant cushingoid side effects in the sheep in
the OVXDC group and 1/8 sheeps had to be euthanized 14 days before the end of the
experiment due to a pathological comminuted fracture.

After three months, the induction of osteoporosis resulted in a significant decrease in
bone density (BMD) and bone mineral content (BMC) in the OVXDC group. The
median values also dropped in the OVXD group, but this change was not significant.
At the time points three and eight months, there was a Z-Score of -3.3 and -4.9
standard deviations respectively in the sheeps of the OVXDC group. In the OVX and
OVXD groups, the Z-Scores at eight months were -0.29 and -0.96 respectively, and
thus interpretable as age-related. There was a significant increase in DXA-detectable
abdominal fat in all groups over time. The OVXDC group had the highest median at
eight months, but this difference was not statistically significant.

Overall, the markers of the bone and energy metabolism showed the earliest changes
at the time point three months in the OVXDC group and only later in the OVXD group.
After three months, there was a significant decline in the serum calcium concentration
in the OVXDC group. The OVXD group demonstrated a significant hyperphosphatemia
at this point of time. A considerably higher FEP was detectable in both groups, although
the result was only significant for the OVXDC group. The OVXDC group demonstrated
a significant increase in osteocalcin serum concentration, accompanied by a significant
decline in NTX concentration, at the time point eight months. Administration of a
deficient diet led at time point three months to a significant decline in the vitamin D
serum concentration in the OVXDC group, and to a lesser extent also in the OVXD
group. In the OVXDC group, this remained significant until time point eight months,
although the values at both points in time were close to 0. A significant increase in the
fructosamine/albumin quotient was seen in the OVXDC group at time points three and
eight months, which was accompanied by a significant hyperinsulinaemia at time point

three months. The IGF-1 serum concentration did not change significantly.

Generally, the low BMD in the OVXDC group in combination with the low NTX values
in this group can be interpreted as mineralisation disorder and are indicative of a low

number of osteoclasts. The latter has to be confirmed with histological examinations.
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The induction of a secondary osteoporosis - as in this model performed through
ovariectomy and a diet deficient in calcium/vitamin D and glucocorticoids - shows
clearer changes compared to primary osteoporosis induced solely by ovariectomy.
Generally, the OVXDC group showed the severest changes in bone metabolism as
also reflected by the bone density measurements. Apart from the marked
hypocalcaemia and increased excretion of phosphate in urine as well as the severe
hypovitaminosis D, the bone formation markers osteocalcin and BAP indicated

impaired bone turnover.

Overall, it can be concluded that osteoporosis in the sheep can be induced by a
combination of ovariectomy, deficient diet (calcium and vitamin D) and glucocorticoids,
so that the study is a useful basis for further research, e.g. use of novel biomaterials

for fracture treatment in a sheep animal model.

In this model, it was possible to induce significant abnormalities of the bone metabolism
and the interaction between bone and energy metabolism consistent with a transient
insulin resistance, whereby the earliest and most severe changes occurred in the
OVXDC group, which suggests that glucocorticoids have a quicker effect on bone and

energy metabolism in sheep than an ovariectomy and diet alone.

A combined scheme including glucocorticoids is therefore recommendable for pre-
clinical studies, although the dosage of methylprednisolone still needs to be adjusted
to avoid strong clinical side effects in the sheep.
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11 ANHANG

Dargestellt sind die Prazisionsmessungen aller Untersuchungsparameter. Das Level
zeigt an, ob es sich um hohe, mittlere oder niedrig gemessene Werte handelt. (SD =
Standardabweichung, CV% = Variationskoeffizient)

Elektrolyte und Hormone:

Calcium (mmol/l)

Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig mittel
Mittelwert 0,85 1,05
SD 0,01 0,02
CV% 1,30 1,80
Phosphat (mmol/l)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig hoch
Mittelwert 1,81 2,61
SD 0,01 0,01
CV% 0,78 0,52

Magnesium (mmol/l)

Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig mittel
Mittelwert 0,47 0,76
SD 0,01 0,01
CV% 1,67 1,90
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25-OH-Vitamin D (ng/ml)

Messung 1 2 3
Wiederholungsmessung (n) 8 8 8
Level hoch hoch niedrig
Mittelwert 27,92 23,86 11,67
SD 1,99 1,86 3,16
CV% 7,14 7,94 27,11
Urinausscheidung
Urin Kreatinin (umol/I)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 15 15
Level niedrig hoch
Mittelwert 946,02 13344,26
SD 51,27 383,47
CV% 5,42 2,87
Urin Phosphat (mmol/l)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 15 15
Level niedrig hoch
Mittelwert 0,66 42,53
SD 0,07 0,93
CV% 9,91 2,18
Kreatinin (umol/1)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig hoch
Mittelwert 67,3 120,2
SD 0,67 1,03
CV% 1,00 0,86

192




Anhang

Fraktionierte Ausscheidung Phosphat (FEP %)

Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig hoch
Mittelwert 0,08 16,04
SD 0,11 0,43
CV% 12,68 2,66
Marker der Knochenformation
BAP (U/L)
Messung 1 2 3 4 5
Wiederholungsmessung (n) 8 8 8 8 7
Level mittel niedrig niedrig hoch niedrig
Mittelwert 41,05 34,77 27,16 125,6 33,16
SD 4,47 2,65 2,08 7,94 2,88
CV% 10,89 7,62 7,65 6,32 8,69
Osteocalcin (ng/ml)
Messung 1 2 3 4 5
Wiederholungsmessung (n) 8 8 8 8 8
Level mittel mittel hoch hoch hoch
Mittelwert 34,54 29,52 42,03 42,9 41,87
SD 1,26 4,06 0,63 1,01 1,58
CV% 3,65 13,75 151 2,36 3,78
Marker der Knochenresorption
NTX-1 (nM BCE)
Messung 1 2 3 4 5
Wiederholungsmessung(n) 8 8 7 8 8
Level mittel mittel mittel hoch niedrig
Mittelwert 16,27 11,54 16,16 17,59 13,9
SD 0,82 2,65 2,37 1,81 4,93
CV% 5,02 22,99 14,68 10,3 35,5
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Cathepsin K (pmol/l) (Keine Kreuzreaktivitat)

Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 7 8
Level niedrig mittel
Mittelwert 23,63 77,3
SD 12,23 37,83
CV% 51,75 48,94
DKK-1 (pmol/l) (Keine Kreuzreaktivitat)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 8 8
Level niedrig niedrig
Mittelwert 5,19 4,70
SD 0,25 0,25
CV% 4,88 5,33
Marker des Energiestoffwechsels
Fructosamin (umol/l)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig hoch
Mittelwert 192,82 217,37
SD 1,07 2,84
CV% 0,55 1,31
Albumin (g/l)
Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level mittel hoch
Mittelwert 274 30,8
SD 0,12 0,11
CV% 0,46 0,37
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Insulin (LU/mI)

Messung 1 2 3 4 5
Wiederholungsmessung (n) 8 8 8 8 8
Level mittel niedrig niedrig niedrig hoch
Mittelwert 5,14 2,51 1,87 1,89 8,94
SD 0,52 0,38 0,23 0,28 0,32
CV% 10,05 15,34 12,51 14,8 3,61

Unveresterte Fettsauren (umol/l)

Messung 1 2
Wiederholungsmessung (n) 10 10
Level niedrig mittel
Mittelwert 229,49 555,69
SD 7,15 15,20
CV% 3,11 2,74
Wachstumshormone
IGF-1 (ng/ml)
Messung 1 2 3 4 5
Wiederholungsmessung (n) 8 7 8 8 8
Level mittel niedrig mittel hoch hoch
Mittelwert 101,94 52,07 210,92 313,7 308,76
SD 20,91 10,7 20,39 50,93 68,28
CV% 20,51 20,56 9,67 16,25 22,11
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