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1 Einleitung und Zielsetzung

Die Osteoporose ist eine Skeletterkrankung, die durch eine herabgesetzte
Knochenfestigkeit charakterisiert ist und zu einem erhohten Frakturrisiko pridisponiert
(NIH-CDP 2001). Bedeutung erlangt die Osteoporose durch ihre hohe Privalenz, die
erheblichen Kosten flir das Gesundheitssystem und die starke Beeintridchtigung der
Lebensqualitit der Betroffenen (RINGE 1995). Sie betrifft iiber 75 Millionen Menschen in
Europa, Japan sowie den USA und verursacht allein in Europa und den USA jéhrlich iiber
2,3 Millionen Frakturen. Drei anatomische Lokalisationen sind fithrend hinsichtlich der
Frakturhdufigkeit: Proximaler Femur, distaler Radius und Wirbelkdrper (RINGE 1995).
Heute wird die Osteoporose zu den 10 wichtigsten Volkskrankheiten gezdhlt (BARTL R
2008).

Hauptursache fiir Osteoporose ist der postmenopausale Ostrogenmangel. Nach der WHO
(1994) ist weltweit etwa ein Drittel aller postmenopausalen Frauen von Osteoporose
betroffen.

Tiermodelle bieten sich zur Erforschung der postmenopausalen Osteoporose aus mehreren
Griinden an. Da es sich um eine langsam fortschreitende Erkrankung handelt, dauert die
Sammlung entsprechender Daten am menschlichen Objekt sehr lange und die
Studienpopulation ist aufgrund von Migration oder Ableben kaum zu erhalten. Dariiber
hinaus bieten Tiermodelle die Maoglichkeit, den Einfluss von menschlichen
Lifestylefaktoren auszuschalten oder experimentelle Therapien zu untersuchen (TURNER
AS 2001).

Ein optimales Tiermodell, das allen Fragestellungen gleichermallen gerecht wird, gibt es
nicht. Die ovarektomierte Ratte stellt derzeit den ,Goldstandard® in der
Osteoporoseforschung dar (CASTANEDA et al. 2008). Aufgrund der limitierten
GroBenverhédltnisse ist die Ratte fiir die Klirung bestimmter Fragestellungen jedoch
ungeeignet. So kann eine ortstypische Insertion von dentalen oder orthopadischen
Implantaten nicht erfolgen. Anstatt in den Mund werden die Implantate z. B. in den Femur
eingebracht, so dass u. a. die Exposition mit der Mundflora unterbleibt und die Ergebnisse
nur bedingt tibertragbar sind.

Schweine erscheinen fiir die Erforschung der Osteoporose sehr vielversprechend. So ist
z. B. der Ostruszyklus der Schweine dem Menstruationszyklus der Frau sehr dhnlich, und
Schweine gehdren zu den wenigen Tieren, bei denen es infolge ausgeprégter Osteopenie zu

Spontanfrakturen kommen kann (SPENCER 1979). Daneben gleicht die Physiologie des
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Kreislauf- und Verdauungsapparates derjenigen des Menschen weitgehend (BEGLINGER
et al. 1975) und die anatomischen Dimensionen erlauben die ortstypische Insertion von
Implantaten (SCHLIEPHAKE et al. 1991, TURNER AS 2001, NEUGEBAUER et al.
2006).

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es daher sein, durch Ovarektomie an Gottinger
Minischweinen eine postmenopausale Osteoporose zu simulieren sowie im Anschluss die
sich ergebenden Anderungen des Trabekelvolumens und der Mikrostruktur an

Lendenwirbeln, Femur- und Tibiaknochen histomorphometrisch zu untersuchen.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Osteoporose

2.1.1 Definition

Die Definition der Osteoporose hat im Laufe der Zeit einige Verdnderungen erfahren. Die
aktuelle Definition des ,,National Institute of Health Consensus Development Panel on
Osteoporosis® (NIH-CDP) aus dem Jahre 2001 stellt das Frakturrisiko in den Mittelpunkt.
Demnach ist die Osteoporose eine Storung des Skeletts, die durch eine herabgesetzte
Knochenfestigkeit charakterisiert ist und zu einem erhohten Frakturrisiko prédisponiert.
Die Knochenfestigkeit spiegelt primidr die Vernetzung von Knochendichte und
Knochenqualitit wider. Die Knochenqualitdt beinhaltet die Mikroarchitektur, den
Knochen-Turnover, die Akkumulation von Mikrofrakturen sowie die Mineralisation

(Abbildung 1).

Abbildung 1: Verlauf der architektonischen Zerstorung spongiosen Knochens. Links:
Zusammenhdngende, vernetzte Knochenbdlkchen mit zahlreichen Knoten (normale
Spongiosa). Mitte: Vermehrt osteoklastire Resorptionslakunen mit Verschmdlerung der
Knochenbdlkchen (Osteopenie). Rechts: Weiterer Knochenschwund mit Unterbrechung des
trabekuldren Netzwerkes (Vollbild der Osteoporose) (BARTL R und BARTL C 2004, S. 26).

In dieser Definition bleibt offen, ab welchem Grad der Verminderung der Knochendichte
von Osteoporose zu sprechen ist. Eine Arbeitsgruppe der WHO (1994) hat daher fiir die
praktische Diagnostik eine Richtlinie vorgeschlagen, nach der eine Osteoporose dann
vorliegt, wenn der mittels Dual X-Ray Absorptiometry (DXA) gemessene T-Wert um
mehr als 2,5 Standardabweichungen erniedrigt ist. Der T-Wert gibt an, um wie viele

Standardabweichungen die individuelle Knochenmineraldichte (Bone-Mineral-Density,
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BMD) unterhalb des Mittelwertes der Peak-Bone-Mass (PBM) bei gesunden Menschen im
Alter zwischen 25 und 40 Jahren liegt. Sind zusétzlich noch eine oder mehrere Frakturen
vorhanden, so besteht eine klinisch manifeste Osteoporose (WHO 1994) (Tabellel).

Die PBM ist die Menge an Knochenmasse, die am Ende der skelettalen Entwicklung
erreicht wird (BONJOUR et al. 1994). Die Ursachen fiir erhohte Frakturneigung werden
also zumindest teilweise bereits in jungem Lebensalter angelegt (WANG et al. 2009). Die
Hohe der PBM wird beeinflusst durch genetische Faktoren, Geschlecht, Erndhrung,
endokrine Faktoren, mechanische Belastung des Skeletts und das Vorliegen von

Risikofaktoren (BONJOUR et al. 1994).

Klinisches Stadium Kriterien

Normalbefund T-Wert: > -1,0 Standardabweichungen
Keine Fraktur(en)

Osteopenie T-Wert: <-1,0 und > -2,5 Standardabweichungen
Keine Fraktur(en)

Osteoporose T-Wert: < -2,5 Standardabweichungen
Keine Fraktur(en)

Schwere  Osteoporose  (klinisch | T-Wert: < -2,5 Standardabweichungen

manifeste Osteoporose) Fraktur(en)

Tabelle 1: WHO-Definition der Osteoporose (World Health Organization 1994).

2.1.2 Einteilung nach der Atiologie

Die generalisierte Osteoporose kann dtiologisch in primdre und sekunddre Formen
eingeteilt werden (RINGE 1995, BARTL R und BARTL C 2008).

Bei der primédren Osteoporose handelt es sich um einen Knochenverlust, der nicht mit
chronischen Grunderkrankungen zusammenhingt, sondern mit einem Ostrogenmangel und
Alterungsprozessen vergesellschaftet ist (RIGGS und MELTON 1986, GAMBACCIANI
und CIAPONI 2000). Zu den primiren Osteoporoseformen werden die

¢ idiopathische Osteoporose
e postmenopausale (Typ I-) Osteoporose

e Involutions- (senile, Alters-, Typ II-) Osteoporose




2 Literaturiibersicht Seite 5

gezihlt (BARTL R und BARTL C 2004).
Bei der sekundiren Osteoporose kommt es im Zuge einer anderen Grunderkrankung zu
einer generalisierten Storung des Knochenstoffwechsels. Nach der NIH-CDP (2001)

konnen folgende Gruppen unterschieden werden:

e Genetische Storungen

e Hypogonadismus

e Endokrine Storungen

e Qastrointestinale Erkrankungen

e Himatologische Storungen

¢ Bindegewebserkrankungen

e Fehlerndhrung

e Arzneimittel

e Andere chronische  Erkrankungen  wie  kongestive  Herzinsuffizienz,

Nierenerkrankungen und Alkoholismus.

2.1.2.1 Postmenopausale (Typ I-) Osteoporose

Die PBM wird beim Menschen im jungen Erwachsenenalter erreicht und nimmt jenseits
der 3. oder 4. Dekade in beiden Geschlechtern wieder ab (MORA und GILSANZ 2003).
Der mit dem Alter zusammenhidngende Knochenverlust betrdgt jéhrlich im Durchschnitt
0,7 % und ist ein normales biologisches Phanomen. Dieser Knochenverlust wird allerdings
durch postmenopausalen Ostrogenmangel beschleunigt, so dass Frauen fiir Osteoporose
und deren Komplikationen anfilliger sind (KUMAR und ROBBINS 2007).

Im Alter von 45-50 Jahren ldsst bei Frauen die Ovarialfunktion nach, was mit einem
absinkenden Ostrogenspiegel einhergeht. Der postmenopausale Ostrogenmangel bewirkt
eine Reduktion der Knochenmasse von bis zu 2 % bei kortikalem und bis zu 9 % bei
spongidsem Knochen pro Jahr, was sich in 30 bis 40 Jahren zu einem
Gesamtknochenverlust von 35 % bei kortikalem und 50 % bei trabekuldrem Knochen
aufsummieren kann (ROSENBERG 2010).

Dass Knochenzellen Ostrogenrezeptoren aufweisen, ist heute unumstritten. Sowohl in

periostalen Zellen als auch in Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten konnten
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inzwischen Ostrogenrezeptoren nachgewiesen werden (ERIKSEN et al. 1988, OURSLER
etal. 1991b, WESTERLIND et al. 1995, HOYLAND et al. 1997, ONOE et al. 1997).
Ostrogen hemmt die Differenzierung von Progenitorzellen zu Osteoklasten (SHEVDE et
al. 2000, SRIVASTAVA et al. 2001, GARCIA PALACIOS et al. 2005), und in
differenzierten Osteoklasten wird sowohl die Resorptionsaktivitit gesenkt (OURSLER et
al. 1991b, TARANTA et al. 2002) als auch die Apoptose induziert (HUGHES et al. 1996,
KAMEDA et al. 1997, CHEN et al. 2005).

Weiterhin hemmt Ostrogen die Bildung von Il-1 und TNF-a in Knochenmarkzellen und
Monozyten (PACIFICI 1999, CENCI et al. 2000, ROGGIA et al. 2001) sowie von II-1, II-
6 und TNF-a in Osteoblasten und Stromazellen (GIRASOLE et al. 1992, JILKA 1998,
MARTIN et al. 1998, OURSLER 1998). Im Gegensatz dazu wird die Expression von
TGF-B in Osteoblasten und Knochenmarkmakrophagen gesteigert (OURSLER et al.
1991a, FINKELMANN et al. 1992, GAO et al. 2004).

Pro-resorptive und kalzitrope Faktoren wie Il-1, [1-6 und TNF-a induzieren in
Osteoblasten, Knochenmarkstromazellen, Fibroblasten und T-Lymphozyten die Expression
des ,,Receptor Activator of Nuclear Factor kB-Ligand“ (RANKL) (AHLEN et al. 2002,
PALMQVIST et al. 2002, BOYLE et al. 2003, KWAN TAT et al. 2004). Der RANK-
Ligand bindet an den membranstindigen Rezeptor RANK, was neben
Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung auch zu einer Verldngerung der
osteoklastéren Lebensdauer fiihrt (BOYLE et al. 2003) (Abbildung 2).

Obwohl der GroBteil des Knochenverlusts infolge Ostrogenmangels primér durch die
verstiarkte Knochenresorption zustande kommt, ist verminderte Knochenbildung ebenfalls
ein mitwirkender Faktor beim Knochenverlust (CHOW et al. 1992, QU et al. 1998).
Ostrogen beeinflusst an Osteoblasten die Expression zahlreicher Gene, die fiir Enzyme,
Zytokine und Wachstumsfaktoren, Knochenmatrixproteine, Hormonrezeptoren sowie
Transkriptionsfaktoren kodieren (SPELSBERG et al. 1999). Neben der bereits erwéhnten
Hemmung der pro-resorptiven Faktoren I1-1, 11-6 und TNF-o wird durch Ostrogen z. B. die
Expression von Kollagen Typ-I gesteigert (ERNST et al. 1989), so dass Ostrogenmangel
zur reduzierten Bildung von extrazelluldrer Matrix fithrt (LERNER 2006).

Daneben hemmt Ostrogen die Apoptose von Osteoblasten (MANOLAGAS 2000), und die
bei Ostrogenmangel erniedrigte Expression von TGF-B fiihrt zu herabgesetzter
Osteoblastenprolieferation und Differenzierung (OURSLER et al. 1991a).

Osteoblasten und Knochenmarkstromazellen sind wichtig fiir die Regulation der

Osteoklastenbildung, da sie u. a. Osteoprotegerin (OPG) exprimieren (LERNER 2006).
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Ostrogen erhoht die OPG-Expression in Osteoblasten (HOFBAUER et al. 1999).
Sezerniertes OPG bindet und neutralisiert RANKL, so dass die Osteoklastogenese
gehemmt und die Lebensdauer von Osteoklasten vermindert wird (BOYLE et al. 2003)
(Abbildung 2).

Zahlreiche Studien belegen die Mikrostrukturverdnderungen an Knochen bei
postmenopausaler Osteoporose (PARFITT et al. 1983, KIMMEL et al. 1990, SNYDER et
al. 1993, RITZEL et al. 1996, SILVA und GIBSON 1997).

A OPG
. . CFU-GM
e ANk | Activated T Activated
RAN ynovial

. K—B Q DOO
> 0© O\E\A ¥ @
- fe) o Preosteoclast
o

Activated
dendritic " o OD ¢
cells -
o o We i
0 p © Multinucleated

o " §
®O [s) Oqu OD osteoclast
C ol 050,  gade

lymphocytes fibroblasts iM-CSF

o

Osteoblasts or bone Bone
marrow stromal cells

Activated
osteoclast

Pro-resorptive and 1,25{OH), vitamin Dy PTH, PTHIR, PGEZ, IL-1, IL-5,
calciotropic factors TNF, prolacting, corticostercids, oncostatin M, LIF

Anabolic or anti- Oestrogens, calcitonin, BMP 2/4,
resorptive factors TGF-B, TPO, IL-17, PDGF, calcium

Abbildung 2: Hormonelle Kontrolle der Knochenresorption (Einzelheiten siehe Text)
(BOYLE et al. 2003, S. 341).

Die Knochenfestigkeit wird von Materialeigenschaften wie Knochenmasse,

Knochenmineralgehalt oder GroBe, Form und Mikrostruktur der Knochen bestimmt
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(AHLBORG et al. 2003). Zahlreiche Studien belegen den Einfluss der Mikrostruktur auf
die Knochenfestigkeit (SILVA und GIBSON 1997, LEGRAND et al. 2000, THOMSEN et
al. 2002, KLEEREKOPER et al. 1985, DALLE CARBONARE und GIANNINI 2004). Die
mit dem Alter auftretende Knochenbriichigkeit wird in erster Linie auf den Verlust an
Knochendichte zuriickgefiihrt, aber auch Anderungen der Knochenstruktur konnen die
Knochenfestigkeit beeinflussen (AHLBORG et al. 2003).

So waren in Beckenkammbiopsien von Patientinnen mit osteoporotischen Wirbelfrakturen
neben einer Erniedrigung der Knochenmasse auch signifikante Verdnderungen der
trabekuldren Mikrostruktur nachweisbar (KLEEREKOPER et al. 1985, RECKER 1993).
Eine Studie von GENANT et al. (2007) zeigte, dass mit abnehmendem Knochenvolumen,
Trabekelzahl und Konnektivitit sowie steigendem Trabekelabstand zunehmend schwerere
Wirbelfrakturen auftreten.

AMLING et al. (1994) fanden bei Personen mit postmenopausaler Osteoporose eine
Verminderung des Trabekelvolumens sowie der Mikrostruktur iiber die gesamte

Wirbelsdule. Zusétzlich korrelierte das Trabekelvolumen mit Mikrostrukturparametern.

2.1.3 Epidemiologie und Bedeutung

Bedeutung erlangt die Osteoporose durch ihre hohe Préavalenz, die erheblichen Kosten fiir
das Gesundheitssystem und die starke Beeintrachtigung der Lebensqualitit der Betroffenen
(RINGE 1995). Da die Lebenserwartung in den westlichen Industrienationen bestindig
steigt, erhoht sich auch die Zahl der Menschen, die an altersbedingten chronischen
Krankheiten leiden.

Weltweit ist nach der WHO (1994) etwa ein Dirittel aller postmenopausalen Frauen von
Osteoporose betroffen. In Europa verursacht die Osteoporose jahrlich 2,7 Mio. Frakturen
mit geschitzten direkten Kosten von 36 Mrd. € (BLACK et al. 2006, KANIS et al. 2008).
Etwa 1 % aller Todesfdlle wird durch Hiiftfrakturen verursacht, vergleichbar mit der
Anzahl von Todesfillen durch das Mammakarzinom (BARTL R 2008).

In Deutschland leben heute etwa 7,8 Millionen Osteoporosekranke. Betroffen ist etwa jede
dritte postmenopausale Frau (HAUSSLER et al. 2006) und jeder fiinfte Mann iiber 50
Jahre (RINGE 2000). Nur 20 % davon werden mit einem bei Osteoporose indizierten
Arzneimittel behandelt (HAUSSLER et al. 2006).

Von den insgesamt 5 Mio. postmenopausalen Frauen in Deutschland leiden 2 Mio. unter

den Folgen von Wirbelkérperfrakturen (HAUSSLER et al. 2006). 90 % aller
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Oberschenkelhals- und Wirbelkdrperfrakturen und 70 % aller distalen Radiusfrakturen sind
auf Osteoporose zuriickzufiihren (BARTL R et al. 2003). Pro Jahr treten schdtzungsweise
100.000 Schenkelhalsfrakturen bei postmenopausalen Frauen auf. Diese allein verursachen
in Deutschland jéhrliche Folgekosten in Hohe von iiber 3 Mrd. € (HAUSSLER et al.
2006). ,,Low-trauma-Frakturen® sind auch verantwortlich fiir Schmerzen, lang andauernde
Morbiditdt, Verlust an Mobilitdt bis hin zu permanenter Hospitalisierung — ein
zunehmendes Problem in der Geriatrie (BARTL R 2008).

Die manifeste Osteoporose ist auch mit erhohter Mortalitdt verbunden. An einer
Hiiftfraktur sterben immer noch 20-30 % der Patienten, bevorzugt in den ersten 3—6
Monaten nach dem Frakturereignis (KANIS et al. 2003). Die Einfiihrung des Begriffs
DALY (,,disability and life-year lost™) ermdglicht erstmals einen messbaren Vergleich der
klinischen Relevanz der Osteoporose mit anderen chronischen Volkskrankheiten (KANIS
et al. 2008). Die Osteoporose wird heute zu den 10 wichtigsten Volkskrankheiten gezéhlt
(BARTL R 2008).

2.2 Tiermodelle in der Osteoporoseforschung

2.2.1 Definition, Bedeutung und Anforderungen

Nach KALU (1991) ist ein Tiermodell zur Untersuchung des postmenopausalen
Knochenverlusts definiert als ein lebendes Tier, an dem spontaner oder induzierter
Knochenverlust untersucht werden kann und an dem die Charakteristika des
Knochenverlustes sowie seiner Folgezustinde dem Knochenabbau bei postmenopausalen
Frauen in einem oder mehreren Gesichtspunkten dhneln. Auch wenn ein Tiermodell die
menschlichen Bedingungen nicht exakt nachbildet, so kann es dennoch dazu dienen, einige
Aspekte des Knochenverlustes zu studieren.

Der Bedarf an Tiermodellen fiir die Osteoporoseforschung ist nach wie vor aus mehreren
Griinden gegeben. So betrifft Osteoporose praktisch ausschlielich den Menschen, und die
Erkrankung schreitet zudem nur sehr langsam voran. Eine klinische Studie bedarf somit
eines enormen Zeitaufwandes, ist mit hohen Kosten verbunden und der Erhalt der
Studienpopulation ist aufgrund von Migration oder Ableben problematisch (TURNER AS
2001).
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Weiterhin gibt es sehr viele individuelle Einflussfaktoren, die mit einer erhohten Inzidenz
der Osteoporose vergesellschaftet sind. Dazu zéhlen unter anderem Erndhrung, Alkohol-
oder Nikotinkonsum (HEANEY 1996). Aus diesem Grund ist es schwierig, einheitliche
Studiengruppen aufzustellen, so dass die zahlreichen Einflussfaktoren nicht zu einer
Verfdlschung der Ergebnisse fithren. Durch Verwendung eines geeigneten Tiermodells
konnen die genannten Probleme wie lange Studiendauer, hohe Kosten oder Einfluss von
Lifestylefaktoren gering gehalten werden, indem die experimentellen Bedingungen
bedarfsgerecht gewihlt und standardisiert werden.

Ein weiterer Grund fiir den Bedarf an Tiermodellen ist die Erprobung von neuen
Implantaten oder experimentellen Therapien. Die US-amerikanische Food and Drug
Administration (FDA) verlangt seit 1994 fiir die Evaluation von neuen experimentellen
Arzneimitteltherapien die préklinische Untersuchung an der Ratte sowie an einem
Grofitiermodell (THOMPSON et al. 1995). Dariiber hinaus ist es moglich, an geeigneten
Tiermodellen Knochenimplantate zu entwickeln, die zu einem verbesserten Ergebnis in
osteoporotischem Knochen fiihren. Die biologischen und biomechanischen Eigenschaften
von Implantaten konnen dabei ausfiihrlich untersucht werden (NEWMAN et al. 1995).
Tiermodelle dienen dazu, in kontrollierter Art und Weise Fragestellungen zu beantworten,
die aus den Beobachtungen des klinischen Alltags resultieren (CLAES und AUGAT 2000).
Ein gutes Tiermodell muss hierzu verschiedene Anforderungen erfiillen: Es sollte der
Fragestellung angemessen sowie fiir ihre Beantwortung geeignet sein und es sollte sich gut
auf die humane Situation ibertragen lassen (KALU 1991, RODGERS et al. 1993).
Weiterhin  sollten ausreichend Hintergrundinformationen iiber die biologischen
Eigenschaften des Tiermodells vorliegen und die aufzubringenden finanziellen
Aufwendungen sollten mdglichst niedrig sowie die Handhabung und experimentelle
Manipulationen moglichst leicht sein. Dariiber hinaus sollte das Tiermodell 6kologisch,
ethisch sowie gesellschaftlich unbedenklich sein und die Verfiigbarkeit auch von genetisch
einheitlichen Tieren sollte ausreichend gegeben sein (DAVIDSON et al. 1987).

Bei der Betrachtung von Tiermodellen fiir Untersuchungen zur Osteoporose muss
beriicksichtigt werden, wann bei dem Tiermodell die PBM erreicht wird und ob es
anschlieBend zu alters- oder Ostrogenabhéngigem Knochenverlust kommt. Es ist wichtig zu
wissen, ob der Knochenverlust kortikalen und spongidsen Knochen gleichermalen betrifft
und ob er wie beim Menschen zu erhdhter Fragilitit sowie Spontanfrakturen fithren kann.

Auch die Frage nach Begleiteffekten der Ovarektomie wie gesteigerter Appetit, die die
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Ergebnisse verfdalschen konnten, sollte in die Betrachtung eingeschlossen werden
(TURNER AS 2001).

Kein Tiermodell kann alle diese Anforderungen erfiillen. Vor Beginn einer Studie muss
daher genau abgewidgt werden, welches Tiermodell fiir die Beantwortung der
entsprechenden Fragestellung am besten geeignet erscheint. Die Verwendung eines
einzelnen Tiermodells kann in der Regel keinen zu verallgemeinernden Erkenntniszuwachs

liefern (TURNER AS 2001).

2.2.2 Osteoporoseinduktion durch Ovarektomie

Im Gegensatz zum Menschen fehlt den meisten Sdugetieren mit Ausnahme einiger
Primaten ein physiologisches Sistieren der Ovarialfunktion, die der menschlichen
Menopause entspricht. Sie weisen lebenslange Ostruszyklen auf oder werden erst kurz vor
dem Lebensende azyklisch (SONE et al. 2007). In einem solchen Fall kann durch
Ovarektomie (OVX) ein Ende des Ostruszyklus herbeigefiihrt werden, so dass ein Zustand
erreichet wird, welcher der Postmenopause der Frau dhnelt (REINWALD und BURR
2008).

Die Postmenopause bei der Frau zeichnet sich in erster Linie durch Osteoporose und
kardiovaskuldre Erkrankungen, aber auch durch ,hot flashes®™, urogenitale Probleme,
Schlafstorungen oder Beeintridchtigung der kognitiven Funktionen aus (BELLINO 2000).
Wihrend sich die Menopause bei der Frau langsam einstellt, fiihrt eine chirurgische OVX
zu einem abrupten Abfall des Hormonspiegels.

Bei einigen Tiermodellen reicht der Effekt einer alleinigen OVX zur Induktion einer
Osteoporose nicht aus, da verschiedene Tierarten unterschiedlich reagieren. So kommt es
z. B. bei Primaten zu einem deutlichen Knochenverlust (MILLER et al. 1986), wohingegen
sich die Knochenmasse bei Hunden nicht verdndert (SHEN et al. 1992). In einem solchen
Fall kann der Knochenverlust durch Kalziumrestriktion, Induktion einer metabolischen
Azidose (REINWALD und BURR 2008) oder Glukokortikoidgabe verstirkt werden
(EGERMANN et al. 2005).

Die FDA empfiehlt Tiermodelle mit OVX zur Untersuchung von Knochenverlust
(THOMPSON et al. 1995).
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2.2.3 Kleintiermodelle

In der Osteoporoseforschung finden verschiedene Kleintiermodelle wie z.B. Ratten, Mause

oder Hasen Verwendung (BELLINO 2000).

2.2.3.1 Ratten

Das in der Osteoporoseforschung am hdufigsten verwendete Tiermodell ist die Ratte
(KALU et al. 1989, KALU 1991), wobei die Wistar-, Sprague-Dawley- oder Fischer-344-
Ratten hiufig gebrauchte Arten darstellen.

Ratten haben eine Lebenserwartung von drei bis vier Jahren. Je nach dem Lebensalter der
verwendeten Tiere wird zwischen einem ,,aged rat model* und einem ,,mature rat model*
unterschieden. Wahrend bei ersterem ca. 12 Monate alte Ratten eingesetzt werden, finden
bei dem ,,mature rat model” ca. 3 Monate alte Tiere Verwendung (KALU 1991). Ratten
erreichen ihre PBM bereits mit jungem Lebensalter (Tabelle 2) und zeigen im Rahmen des
allgemeinen Alterungsprozesses einen Verlust von Knochenmasse (KLEIN und
FOROUD 2003).

Die Verwendung von Ratten als Versuchstier bietet zahlreiche Vorteile. So sind Ratten im
Erwerb und im Unterhalt kostengiinstig sowie einfach zu halten. Weiterhin ist die
Offentlichkeit an die Verwendung von Ratten als Versuchstiere gewdhnt (TURNER AS
2001).

Ein weiterer Vorteil ist die gute Studienlage zum Knochenverlust an ovarektomierten
Ratten (FROST und JEE 1992, BELLINO 2000). Durch Verwendung von genetisch
vereinheitlichten Zuchtlinien ist es moglich, den stérenden Einfluss von genetischen
Variablen auf die Studienergebnisse zu reduzieren (TURNER AS 2001).

Die ovarektomierte Ratte als Tiermodell fiir die postmenopausale Osteoporose zeigt viele
Ahnlichkeiten mit der Erkrankung beim Menschen. So ist die Turnover-Rate im Knochen
erhoht, wobei die gesteigerte Resorption die ebenfalls gesteigerte Knochenbildung
tibertrifft (KALU et al. 1989). Der Knochenverlust ist in der Initialphase nach OVX
beschleunigt (WRONSKI et al. 1988) und auch die Wirkung von Ostrogenen (AITKEN et
al. 1972, WRONSKI et al. 1988, KALU et al. 1991a), Calcitonin (GRUBER et al. 1984,
MAC INTIRE et al. 1988, HAYASHI et al. 1989), Tamoxifen (TURNER RT et al. 1987,
TURKEN et al. 1989, KALU et al. 1991b), Parathormon (REEVE et al. 1980, HEFTTI et al.
1982, HORI et al. 1988, KALU et al. 1990, LIU und KALU 1990),
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1,25 (OH),-Vitamin D3 (LINDGREN und LINDHOLM 1979, LINDGREN und DE
LUCA 1982, FAUGERE et al. 1986, GALLAGHER 1990) und Bisphosphonaten
(WRONSKI et al. 1989b, STORM et al. 1990) auf den Knochen ist der Wirkung beim
Menschen dhnlich.

Wie beim Menschen betrifft der Knochenverlust der ovarektomierten Ratte in erster Linie
die Spongiosa, wihrend der Verlust an kortikalem Knochen sehr begrenzt ist (TURNER
TT et al. 1984, JEE et al. 1990, LIU und KALU 1990).

Die Nachteile des Rattenmodells liegen zum einen darin, dass Nagetiere keine
physiologische Menopause aufweisen, so dass das Ostrogendefizit artifiziell herbeigefiihrt
werden muss (WRONSKI et al. 1985, FROST und JEE 1992). Obwohl OVX zu
signifikantem Knochenverlust fiihrt, zeigen junge Ratten nur ein geringes Remodeling
durch Basic-Multicellular-Units (BMU) (KALU 1991, FROST und JEE 1992, TURNER
AS 2001). Die Assoziation zwischen Osteopenie und Spontanfraktur nach
Bagatelltraumata wird bei Ratten nicht beobachtet (BELLINO 2000). Ein weiterer Nachteil
ist, dass das kortikale Remodeling vom Lebensalter abhéngig ist. So zeigen Ratten, die
jinger sind als 8 Monate, kein kortikales Remodeling und ihnen fehlen die Havers-
Systeme. Altere Ratten hingegen haben sowohl kortikales Remodeling als auch einen
strukturellen Aufbau, der die Charakteristika von Havers-Systemen aufweist. Aus diesem
Grund sind Ratten ein nur begrenzt geeignetes Tiermodell zur Untersuchung des Einflusses
des Ostrogenmangels auf den kortikalen Knochen (RUTH 1953, JEE et al. 1990,
WRONSKI und YEN 1991). Das Remodeling der Spongiosa hingegen zeigt grof3e
Ahnlichkeiten zu dem des Menschen (TRAN VAN et al. 1982, BARON et al. 1984).
Weitere Nachteile bei der Verwendung von Ratten als Versuchstier umfassen eine hohe
Stoffwechselrate, das geringe Blutvolumen sowie ihre geringe Korpergrole (RODGERS et
al. 1993). So sind der Einsatz von prothetischen Implantaten aufgrund der geringen Grofie
(TURNER AS 2001) und die mehrfache Bestimmung von Serumparametern wie z. B. des
Knochenstoffwechsels aufgrund des geringen Blutvolumens nicht moglich. Daneben
entfdllt auch die Moglichkeit der Entnahme von Beckenkammbiopsien (REINWALD und
BURR 2008). Zudem ist die Osteoblastenfunktion in spdteren Stadien des
Ostrogenmangels unbeeinflusst (WRONSKI und YEN 1991), bei der Frau dagegen
vermindert.

DEMPSTER et al. (1995) untersuchten die strukturellen Verdnderungen der Spongiosa an
ovarektomierten Ratten im zeitlichen Verlauf. Die histomorphometrische Analyse von

Tibia und Femur zeigte einen rapiden Knochenverlust in den ersten 40 Tagen, der sich in
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der Folgezeit jedoch verlangsamte. Die Trabekelzahl sowie einige Konnektivitdtsparameter
des  trabekuldren = Netzwerkes  nahmen  ebenfalls ab,  wohingegen  die
Diskonnektivititsparameter anstiegen. Die Trabekeldicke blieb hingegen auf Hohe des
Ausgangswertes.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass Ratten unter Beriicksichtigung der beschriebenen
Einschrankungen ein exzellentes Tiermodell fiir die Forschung am Knochen sind
(BELLINO 2000) und derzeit den ,Goldstandard“ als Tiermodell in der
Osteoporoseforschung darstellen (CASTANEDA et al. 2008).

2.2.4 Grol3tiermodelle

2.2.4.1 Primaten

In der Knochenforschung hdufig verwendete Primaten sind Altweltaffen wie Paviane,
Javaner- oder Rhesusaffen (TURNER AS 2001, JEROME und PETERSON 2001,
BELLINO und WISE 2003). Im Vergleich zu anderen Versuchstieren in der
Osteoporoseforschung zeigen Primaten einige wichtige Vorteile.

So sind einige Organsysteme wie der Knochenstoffwechsel, das endokrine System oder der
Gastrointestinaltrakt denen des Menschen sehr dhnlich (BALENA et al. 1993, KASRA und
GRYNPAS 1994, JEROME et al. 1997). Beispielsweise ovulieren weibliche
Makakenaffen monatlich und die hormonalen Muster entsprechen in groBen Teilen denen
des Menschen (HODGEN et al. 1977, MILLER et al. 1986). Dariiber hinaus haben einige
Primaten eine natiirliche Menopause (WALKER und HERNDON 2008).

Je nach Art erreichen die Altweltaffen zwischen 9 Jahren (Makaka fascicularis) und 11
Jahren (Rhesusaffen) die PBM (POPE et al. 1989, JAYO et al. 1991, JAYO et al. 1994,
BELLINO 2000) und besitzen wie der Mensch kortikale Osteone sowie Havers-
Remodeling (JEROME und PETERSON 2001).

Viele der Nachteile, die sich bei Verwendung von Primaten als Versuchstiere ergeben,
liegen darin begriindet, dass sie in der Regel nicht aus Ziichtungen stammen, sondern zu
Versuchszwecken in freier Wildbahn eingefangen wurden. So sind die Tiere meist
ausgesprochen aggressiv, was den Umgang mit ihnen deutlich erschwert. Weiterhin ist das
genaue Alter der Tiere dann nicht bekannt und kann unter Zuhilfenahme des Zahnstatus

etc. nur geschétzt werden (MILLER et al. 1986). Ein erhebliches Gefahrenpotential liegt in
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der Moglichkeit, Zoonosen zwischen Versuchstier und Mensch zu {iibertragen
(BROMMAGE 2001, TURNER AS 2001).

Die Erwerbs- und Haltungskosten sind im Vergleich zu anderen Versuchstieren sehr hoch,
und die Verfiigbarkeit von geeigneten Tieren ist vergleichsweise gering (BELLINO 2000)
(Tabelle 2). Zusétzlich steht die Bevolkerung Tierversuchen an Primaten mit besonderer
Ablehnung gegeniiber (TURNER AS 2001).

MILLER et al. (1986) untersuchten die Anderungen des Knochenvolumens der
Lendenwirbel an  ovarektomierten  Javaneraffen  histomorphometrisch.  Das
Knochenvolumen war 22 Monate nach OVX im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erniedrigt.

Insgesamt hdlt TURNER AS (2001) Primaten als Primdrmodell zur Untersuchung von
neuen Therapien ungeeignet. Allerdings sind Primaten von hohem Wert fiir den letzter

Schritt vor der klinischen Erprobung von neuen Verfahren zur Osteoporosetherapie.

2.2.4.2 Schafe

Schafe erreichen ihre PBM mit ca. 3,5 Jahren (BELLINO 2000) und bieten einige Vorteile
bei der Verwendung als Tiermodell fiir die postmenopausale Osteoporose. So sind Schafe
ausgesprochen geniigsam und kénnen in Herden unter minimaler Betreuung auf Weiden
gehalten werden. Dadurch wird die Haltung wesentlich vereinfacht und auch die
Haltungskosten sind somit gering (TURNER AS 2001). Ein weiterer Vorteil ist die Grof3e
der Tiere, welche die Implantation von Prothesen, die Entnahme von
Beckenkammbiopsien oder umfangreicher Blutvolumina sowie das Sammeln von
Urinproben erlaubt (TURNER AS 2001, TURNER AS 2002).

Altere Schafe (iiber 3,5 Jahre) zeigen Havers-Remodeling (BELLINO 2000, PEARCE et
al. 2007). Wie beim Menschen schiitzt Ostrogenzufuhr auch das ovarektomierte Schaf vor
Knochenverlust (HORNBY et al. 1995, TURNER AS et al. 1995b). Die protektive
Wirkung von Calcitonin (GEUSENS et al. 1996) oder Raloxifen (SELZMAN et al. 2002)
gegen Knochenverlust am ovarektomierten Schaf wurde ebenfalls nachgewiesen. Ein
weiterer Vorteil ist, dass das Hormonprofil von Schafzibben und Frauen zeitliche und
quantitative Ahnlichkeiten aufweist (GOODMAN 1994). Schafe haben einen saisonal
polyostrischen Zyklus, der abhiingig von Rasse und Tageslichtlinge zwischen 14 und 21
Tage lang ist (RODGERS et al. 1993, NEWMAN et al. 1995). Die Jahreszeit beeinflusst
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auch die Knochendichte. Wéhrend der andstrischen Wintermonate ist die Knochendichte
geringer (CHAVASSIEUX et al. 1991, HORNBY et al. 1995, TURNER AS et al. 1995b).
Schafe bilden keine natiirliche Menopause aus (NEWMAN 1995, TURNER AS 2001) und
auch Spontanfrakturen, die mit Osteopenie vergesellschaftet sind, fehlen (BELLINO
2000). Zum Knochenverlust nach OVX bei Schafen gibt es widerspriichliche Ergebnisse.
So konnten TURNER AS et al. (1995a) 6 Monate nach OVX zwar einen signifikanten
Knochenverlust in der Wirbelsiule feststellen, wihrend die Anderungen im distalen Radius
und Calcaneus nicht signifikant waren. TURNER AS et al. (1995b) hingegen konnten 12
Monate nach OVX keinen signifikanten Knochenverlust in Femur, Tibia und Humerus
feststellen.

CHAVASSIEUX et al. (2001) fanden 6 Monate nach OVX keine signifikanten
Verdnderungen an Knochenvolumen und Mikrostruktur in Beckenkammbiopsien,
wohingegen GIAVARESI et al. (2001) nach 24 Monaten in Wirbelkorpern eine
signifikante Reduktion des Knochenvolumens und der Mikrostruktur fanden. HORNBY et
al. (1995) wiederum konnten einen signifikanten Knochenverlust nach OVX iiber einen
Zeitraum von 75 Wochen nachweisen, wiahrend SIGRIST et al. (2007) nach OVX einen
initialen Knochenverlust beobachteten, der sich nach 18 Monaten als teilweise reversibel

erwies.

2.2.4.3 Schweine

Das Schwein als Versuchstier gewinnt in der biomedizinischen Forschung wegen der
anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen immer mehr an
Bedeutung (BRANDT et al. 1998). Die Physiologie des Kreislauf- und
Verdauungsapparates ist derjenigen des Menschen dhnlicher als z. B. von Hund, Katze
oder Nagetieren. Nachteile des Hausschweins, die seine Haltung in Laboratorien als
vielseitig verwendbares Versuchstier erschweren, sind seine Grof3e sowie der grofle Futter-
und Platzbedarf. Diese Nachteile konnen durch die Verwendung von Miniaturschweinen,
die aus zwergwiichsigen Rassen auf geringe KdorpergroBBe geziichtet wurden, vermieden
werden. Das Minipig ist ein Tier mit genetisch fixiertem Zwergwuchs (BEGLINGER et al.
1975).

Die in der medizinischen Forschung am weitesten verbreiteten Minipig-Ziichtungen sind
das Yucatan-Mini- und Micropig, das Géttinger-, Sinclair- (Hormel) und das Hanford-

Minipig (REINWALD und BURR 2008). Das von HARING et al. (1963) entwickelte
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Gottinger Minischwein spielt unter den Minischweinen die grofite Rolle in der Forschung.
Es kombiniert das geringe Gewicht und die schlanke Korperform des Minnesota-Minipig,
die ausgepragte Fruchtbarkeit des Vietnamesischen Héngebauchschweines und die weille
Haut des veredelten Landschweines miteinander (BEGLINGER et al. 1975).

Schweine erreichen ithre PBM mit 2,5-3 Jahren (BOUCHARD et al. 1995) (Tabelle 2) und
zeigen ein Knochenremodeling durch BMU in der Spongiosa und der Kortikalis
(MOSEKILDE et al. 1993a). Schweine gehdren zu den wenigen Tieren, bei denen es
infolge ausgepréigter Osteopenie zu Spontanfrakturen kommen kann (SPENCER 1979).
Weil Schweine Vierfiiler sind und daher ein anderes Belastungsmuster auf den Knochen
aufweisen, verfligen sie iiber eine hohere Knochenmasse und ein dichteres Trabekelwerk
als der Mensch (MOSEKILDE et al. 1993a, MOSEKILDE et al. 1993b).

Weiterhin sind Schweine gro3 genug, um orthopédische und dentale Implantate ortstypisch
zu inserieren (SCHLIEPHAKE et al. 1991, TURNER AS 2001, NEUGEBAUER et al.
2006), wiederholte Knochenbiopsien zu tolerieren oder grofle Blutentnahmen (TURNER
AS 2001). Der Ostruszyklus des Schweins ist kontinuierlich und betriigt ca. 21 Tage, so
dass er dem menschlichen Menstruationszyklus sehr @hnlich ist (MOSEKILDE et al.
1993a, BELLINO 2000).

Wie beim Menschen so spricht auch bei Schweinen OVX-abhingiger Knochenverlust auf
Therapiemafinahmen wie z. B. mit Bisphosphonaten an (BELLINO 2000, BORAH et al.
2002).

Die Nachteile bei der Verwendung von Minipigs als Tiermodelle sind die hohen Kosten
und die in manchen Gebieten geringe Verfiigbarkeit (BELLINO 2000, TURNER AS
2001). Bei Verwendung der groBeren Hausschweine sind die Haltung und die
Unterbringung nachteilig. Aulerdem konnen Schweine laut und aggressiv sein (TURNER
AS 2001).

Mehrere Studien zeigten, dass eine OVX an Sinclair-Minipigs zu einer signifikanten
Abnahme der Knochendichte, des trabekuldren Knochenvolumens und der Trabekelzahl
sowie einem Anstieg des mittleren Trabekelabstandes fiihrt. Die Knochenverdnderungen
wurden durch eine milde Kalzium-Restriktion (0,75 %) noch verstirkt (MOSEKILDE et
al. 1993a, MOSEKILDE et al. 1993b). Aus diesem Grund scheinen ovarektomierte
Sinclair-Minipigs in Kombination mit milder Kalzium-Restriktion ein viel versprechendes

Modell fiir die Osteoporoseforschung zu sein.
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Maus Ratte Kaninchen | Hund | Schwein | Schaf | Primat

Alter bei | 4-6 8-10 8-10 2-3 2,5-3 3,5 9-11

,,Peak-Bone- Mo. Mo. Mo. J. J. J. J.

Mass*

Verfligbarkeit | Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja

geeigneter

Tiere

Kaufpreis $8 $12- $80 $250 | $200- $165 | $3500

$14 $500

Haltungskosten | $0,35 $0,30- $1 $4 $4 $4 $5,50

pro Tag $0,50

Tabelle 2: Vergleich forschungsassoziierter — Eigenschaften bei  verschiedenen

Labortierarten (BELLINO 2000, S. 21).
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3 Material und Methode

3.1 Versuchsplanung

Ziel dieser Untersuchung war es, die Verdnderungen der Knochenstruktur, die sich an
Gottinger Minischweinen aufgrund von Ovarektomie ergeben, histomorphometrisch zu
untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden 10 Goéttinger Minischweine in zwei experimentelle Gruppen
eingeteilt. Um eine osteoporotische Stoffwechsellage zu erzeugen, wurden die Tiere der
Versuchsgruppe (n=5) zu Studienbeginn ovarektomiert sowie einer kalzium- und
phosphatarmen Didt ausgesetzt. Die Kontrollgruppe (n=5) hingegen wurde einer
ovarerhaltenden Sham-Operation unterzogen sowie mit Normdidt erndhrt. SchlieBlich
wurden die Minipigs nach acht Monaten euthanasiert, und es erfolgte die Entnahme der
5. Lendenwirbel sowie der rechten Tibia- und Femurknochen (Abbildung 3).

Nachdem von Fragmenten der entnommenen Knochen Diinnschliffpriaparate (DONATH
und BREUNER 1982) hergestellt worden waren, schloss sich die Férbung der
histologischen Préparate nach der von SMITH und KARAGIANES (1974) beschriebenen
Methode an. Auf diese Art konnten die verschiedenen Gewebearten farblich unterschieden
werden: Knochengewebe stellte sich orange-rot und Kollagen dunkelblau dar, andere
Weichgewebe bildeten sich hellblau ab.

Im nédchsten Schritt wurde an definierten Stellen der Praparate unter Sfacher Vergroferung
eine histomorphometrische Auswertung vorgenommen. Neben der Rahmenfliche als
Gesamtfliche des untersuchten Abschnitts wurden auch die Fliche und der Umfang des
orange-rot gefiarbten Knochengewebes sowie die Markraumfliche mit einer
Histomorphometrie-Software erfasst. Auf der Grundlage des ,,Parallel-Plate-Model* lieBen
sich aus diesen Parametern das Trabekelvolumen, die Trabekeldicke, die Trabekelzahl und
der Trabekelabstand berechnen (PARFITT et al. 1983). Zur weiteren Untersuchung des
trabekuldren Netzwerkes wurde die von SHEN et al. (1993) modifizierte Node-Strut-
Analysis (GARRAHAN et al. 1986) durchgefiihrt sowie der Trabecular-Bone-Pattern-
factor (HAHN et al. 1992) bestimmt. Die gewonnenen Daten wurden statistisch
ausgewertet.

Auf diese Weise war eine vergleichende Aussage liber die Knochenqualitédt der einzelnen

Versuchstiere der Versuchs- und der Kontrollgruppe moglich.
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Operation und Aufzucht der Goéttinger-Minischweine

/

\

Kontrollgruppe (n=5): Versuchsgruppe (n=5):
- Ovarektomie - Sham-Operation
- kalzium- und - Normdiét

phosphatarme
Diat

<

Euthanasie und Knochenentnahme
Euthanasie der Tiere nach 9 Monaten und Entnahme der 5.
Lendenwirbel sowie der rechten Tibia- und Femurknochen

-

Histologische Aufbereitung
Fragmentierung, Fixierung und Einbettung der entnommenen
Knochen, Herstellung histologischer Préparate nach der Trenn-
Diinnschlifftechnik, Anfarbung

-

Histomorphometrische Auswertung
Analyse von zwei Schnitten pro Knochen hinsichtlich:
e Trabekelvolumen
e Trabekelzahl, -dicke und -abstand
e Node-Strut-Analysis
e Trabecular-Bone-Pattern-factor

-

Statistische Auswertung
e Darstellung der Ergebnisse als Box-Plot
e  Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (MWU-Test)

Abbildung 3: Abfolge der Arbeitsschritte in der vorliegenden Studie.
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3.2 Versuchstiere

3.2.1 Herkunft und Haltung

Fiir die Studie wurden 10 weibliche Gottinger Minipigs verwendet, die aus dem zur
Universitdt Gottingen gehorenden Versuchsgut Rellichausen in Dassel stammten. Die
Tiere waren im ebenfalls der Universitit Gottingen angeschlossenen Versuchsgut
Holtensen untergebracht. Dort wurden sie einzeln in Laufstillen gehalten.

Wasser stand fiir die Tiere zur freien Verfiigung, wohingegen die Futtermenge auf 500 g
taglich begrenzt war. Da Soja eine Ostrogenartige Wirkung besitzt (MESSINA 2002,
SONG et al. 2007), wurde Futtermittel ohne Sojazusatz verwendet (Fa. Altromin, Lage).
Die genaue Zusammensetzung des Futtermittels hing von der Gruppenzuteilung ab und ist
Tabelle 3 zu entnehmen.

Der Versuchszeitraum erstreckte sich von Juli 2007 bis Mérz 2008.

Die Genehmigung fiir die Tierversuche wurde vom Niedersidchsischen Landesamt fiir

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit gegeben (Az 33.42502-04-041/07).

Kontrollgruppe | Versuchsgruppe
Rohprotein 17,54 % 17,68 %
Rohfett 4,01 % 4,01 %

- Vitamin D3 | 1000 I.E./kg 1000 I.E./kg
Rohfaser 10,04 % 10,12 %
Rohasche 7,21 % 4,87 %
Feuchtigkeit 8,93 % 9,27 %
Disaccharide 3,3 % 3,38 %
Polysaccharide | 31,51 % 32,94 %
Kalzium 0,96 % 0,16 %
Phosphat 0,71 % 0,59 %
Umsetzbare 2383,16 245226
Energie kcal/kg kcal/kg

Tabelle 3: Auszug aus der Futtermittelanalyse.
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3.2.2 Gruppeneinteilung

Vor Versuchsbeginn wurden die 10 weiblichen Goéttinger Minischweine nach dem
Zufallsprinzip in zwei Gruppen eingeteilt. Die eine Gruppe stellte die Versuchsgruppe dar,
die andere Gruppe diente der Kontrolle.

Bei den Tieren der Versuchsgruppe wurde eine bilaterale Ovarektomie (OVX)
durchgefiihrt und sie wurden mit einer kalzium- und phosphatarmen Didt ernéhrt
(Tabelle 3). Bei der Diédt wurde darauf geachtet, dass das Kalzium- und Phosphatverhiltnis
bestehen blieb und eine zu niedrige Konzentration, die zu ernsthaften Erkrankungen fiihren
konnte, vermieden wurde. Die Kontrollgruppe hingegen wurde einer ovarerhaltenden
Sham-Operation unterzogen sowie mit Futtermittel, das einen normalen Kalzium- und
Phosphatgehalt aufwies, verpflegt.

Das Durchschnittsalter der Versuchsgruppe betrug zu Beginn der Studie 4,06 + 0,72 Jahre
gegeniiber 3,25 + 0,86 Jahre in der Kontrollgruppe. Das Durchschnittsgewicht der
Versuchsgruppe lag bei 67,8 + 6,76 kg, wihrend die Kontrollgruppe ein mittleres Gewicht
von 63,0 £ 11,6 kg aufwies.

3.2.3 Operation

Die Narkose fiir die Operationen wurde durch einen Tierarzt mit Erfahrungen auf dem
Gebiet der Groftieranésthesie durchgefiihrt und iiberwacht. Nach Narkoseeinleitung durch
intramuskuldre Injektion von 300-320 mg Azaperon (Stresnil, Janssen, Beerse/Belgien) im
Stall wurde den Tieren ein Ohrvenen-Katheter gelegt. Im OP erhielten sie liber den
Katheter 230-375 mg Thiopental-Natrium (Trapanal, Altana Pharma, Konstanz), wurden
intubiert und mit einem Gemisch aus Sauerstoff und Lachgas im Verhéltnis von 1:4
beatmet. Die Narkose wurde zum einen durch eine kontinuierliche Ketamininfusion i.v.
(2,5-5 mg/kg/KG/h; Ketamin 10 % verdiinnt mit physiologischer Kochsalzlosung ad
50 ml) und zum anderen durch Piritramid (75-100 pg/kg/KG/h; 1 Ampulle = 15 mg
Piritramid) (Dipidolor, Janssen-Cilag, Wien/Osterreich), welches mit Sterofundin B/G5 (B.
Braun, Melsungen) ad 50 ml verdiinnt wurde, aufrecht erhalten. Wenn wéahrend der
Operation am Ovar Schwierigkeiten durch hohen Muskeltonus entstanden, wurde bei
Bedarf zusitzlich das Muskelrelaxans Diazepam i.v. infundiert.

Die OVX der Versuchsgruppe erfolgte mittels medianer Laparotomie in der Linea alba

zwischen dem 4. und 5. Mammakomplex. Nach chirurgischer Absetzung des Uterus
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wurden die Ovarien auf beiden Seiten mittels Thermokoagulation entfernt (Abbildung 4).
Nach sorgfiltiger Blutstillung erfolgte ein mehrschichtiger Wundverschluss des
Bauchfells, der Muskelschichten und der Haut.

Nach Beendigung der Eingriffe wurden die Tiere bei sicherer Spontanatmung extubiert
und unter einer Wérmelampe bis zum vdlligen Erwachen beobachtet. Anschliefend
erfolgte die Verlegung in die Stallanlagen. Postoperative Kontrollen wurden téglich durch

das Tierpflegepersonal durchgefiihrt.

Abbildung 4: Entfernung der Ovarien mittels Thermokoagulation.

3.2.4 Versuchsabschluss

Nach 8 Monaten Studiendauer wurden die Tiere durch eine Uberdosis an
Narkosemittel ~ (Stresnil, Janssen, Beerse/Belgien) euthanasiert. Den  Tieren
wurden die 5. Lendenwirbel sowie die rechten Tibia- und Femurknochen
entnommen und sorgfiltig von Weichgewebe einschlielich dem  Periost
freipripariert. Wéhrend  der  Prdparation  wurden  die  Knochen  mit

physiologischer Kochsalzlosung (B.Braun, Melsungen) feucht gehalten.



3 Material und Methode Seite 24

3.3 Gerate und Reagenzien

3.3.1 Gerate und Instrumente

Fur die histologische Aufbereitung:

e Bandsdge ,,Exakt-Trennsystem* (Exakt-Apparatebau, Norderstedt)

o Tellerschleifgerit ,,Exakt-Schleifsystem™ (Exakt-Apparatebau, Norderstedt)

e Kleingefrierschrank ,,GS801% mit NTC-Temperaturregler (Elektronik-Bau,
Grof3 Liudershagen)

e Schleif- und Poliermaschine ,,Struers RotoPol-35% (Struers GmbH, Willich)

e Schleifscheiben bis P1200 (Struers GmbH, Willich)

e Siliziumcarbid-Schleifscheibe ,,WS Flex 18C*, Kornungen zwischen P80 und
P1200 (Hermes Abrasives LTD, Virginia Beach, USA)

e Siliziumcarbid-Schleifscheibe P4000 (Struers GmbH, Willich)

e Plexiglas-Objekttrager 45 x 55 x 2 mm (Patho-Service GmbH, Hamburg)

e  Wirmeschrank (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

FUr die Histomorphometrie:
e Fotomikroskop ,,Axioskop 2 plus* (Carl Zeiss AG, Gottingen)
e Digitalkamera ,,Axiocam MRc 5* (Carl Zeiss AG, Gottingen)
e Histomorphometrie-Software ,,Axiovision Release 4.6.3 Spl“ (Carl Zeiss AG,
Gottingen)
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3.3.2 Chemikalien und Reagenzien

Far die histologische Aufbereitung:
e Alizarinrot S (Merck, Darmstadt)
e Ethanol (Merck, Darmstadt)
e Aqua dest. (Centramed, Koblenz)
e Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck, Darmstadt)
e Formaldehyd 37 %/ca. 1 % Methanol (CMV Chemie-Vertrieb, Hannover)
o Lofflers Methylenblaulosung 1.01287.0500 (Merck, Darmstadt)
e Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Merck, Darmstadt)
e Salzsdure (Merck, Darmstadt)
e Sofortklebstoff ,,Loctite 420 (Henkel Loctite, Miinchen)
e Kunststoff ,,Technovit 9100 NEU* (Heraeus Kulzer, Wehrheim)

Herstellung der Alizarinrot-Farbeldsung:
e 0,5 g Alizarinrot S
e 45 ml aqua bidest.
o Ggf. mit 0,1 % HCI auf Sollwert-pH von 6-6,3 titrieren

3.4 Aufbereitung des Knochenmaterials

3.4.1 Fragmentierung, Fixierung und Einbettung

Unmittelbar nach der Entnahme aus dem Versuchstier wurden die Lendenwirbel sowie die
rechten Tibia- und Femurknochen in handlichere Fragmente zerlegt. So wurden bei den
Wirbeln die Dorn- und Querfortsitze entfernt und bei den langen Rohrenknochen wurden
nur jeweils die proximalen Drittel weiterverarbeitet.

Im direkten Anschluss wurden die zugesdgten Knochenfragmente zur Gewebefixierung fiir
ca. 10 Wochen in phosphatgepufferter neutraler 4 %iger Formalinlosung gelagert. Es
folgte die Wisserung der Knochenstiicke mit aqua dest., um das iiberschiissige Formalin
auszuwaschen.

Vor dem Einbettvorgang wurden die Pridparate zur Dehydration in eine aufsteigende

Alkoholreihe eingebracht (50 %-, 70 %-, 90 %-, 96 %- und 2 x 100 %iger Alkohol fiir je
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zwei Tage). Fiir die Einbettung wurden die Préparate in geeignete GieBformen gegeben,
welche im Anschluss mit selbsthdrtendem Kunststoff aufgefiillt wurden. Die Verarbeitung
des Kunststoffs geschah analog zur Gebrauchsanweisung des Herstellers. Die

Polymerisation erfolgte fiir sieben Tage bei -8,5°C im Gefrierschrank.

3.4.2 Herstellung der Trenn-Dunnschliff-Préaparate

Nach der Auspolymerisation des Kunststoffs wurden die eingebetteten Knochenpréparate
anfinglich von groben Uberschiissen freigetrimmt, so dass sie lediglich noch von einer
diinnen Kunststoffschicht umgeben waren.

Es folgte das Trennen der Knochenpriparate in der Mitte der Knochen, so dass zwei
Halften entstanden. Je nach Knochen wurden verschiedene Schnittebenen verwendet.
Wihrend die Lendenwirbelkorper in der Frontalebene geschnitten wurden, kam bei den
Schienbeinknochen die Sagittalebene zur Anwendung. Die Femurknochen wiederum
wurden in der Frontalebene des Schenkelhalses zerteilt.

Es folgte das Planschleifen der Schnittflachen aller Knochenhilften in mehreren Stufen bis
zu einer abschlieBenden Kdrnung von 1200. AnschlieBend wurde auf die nun planen
Knochenoberflichen ein Objekttrager geklebt und in 300 um Entfernung mittels einer
Bandsidge wieder vom Knochenfragment abgetrennt. Dadurch resultiert eine ca. 300 pm
messende Knochenschicht, die fest mit dem Objekttriger verbunden ist. Es folgte nun das
Diinnschleifen dieser Knochenschicht von 300 pm auf ca. 20 pum in mehreren Schritten,
das von einem Polierschritt mit der Kérnung 4000 abgeschlossen wurde.

Pro Knochenhilfte wurde ein Trenn-Diinnschliff-Priparat hergestellt und wie nachfolgend

beschrieben histologisch angeférbt.

3.4.3 Histologische Farbung der Praparate

Die Firbung erfolgte nach der von SMITH und KARAGIANES (1974) beschriebenen
Methode. Dem Vorgehen von DAHL (1952) entsprechend wurden die polierten Schliffe
erst mit Methylenblau und anschlieBend mit Alizarinrot S behandelt.

Fiir den Fiarbevorgang wurde das Methylenblau im Warmeschrank auf 80°C erhitzt. Die
Schnitte wurden nun fiir ca. 30 Sekunden in das Methylenblau getaucht und anschlieBend

mit aqua dest. griindlich abgespiilt. Es folgte die Trocknung der Préparate bei



3 Material und Methode Seite 27

Raumtemperatur fiir 3-4 Stunden.
Als néachstes wurden die nun trockenen Diinnschliffe fir ca. 40 Sekunden in Alizarinrot-
Losung eingelegt. Nach ebenfalls griindlichem Abwaschen mit aqua dest. wurden die

Priparate fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.

3.5 Histomorphometrie

3.5.1 Definition der Regions-of-Interest

Pro Knochen wurden zwei Diinnschliffpridparate histomorphometrisch ausgewertet. An den
Praparaten der verschiedenen Knochen wurden mehrere Regions-of-Interest (ROI)
definiert, die stets die Malle 5 x 5 mm aufwiesen (Abbildungen 5 bis 7).

Die in der Frontalebene geschnittenen Wirbelpréparate wurden anhand der Bodenplatte
ausgerichtet, indem zwischen den beiden kaudalsten Abschnitten der konkaven
Bodenplatte eine Verbindungslinie gezogen wurde. Eine dazu parallele Linie wurde nun
auch am hochsten Punkt der Konvexitdt der Deckplatte konstruiert. Zu diesen beiden
Linien wurden jeweils Parallelen in 5 und 10 mm Abstand gezeichnet, so dass insgesamt
sechs parallele Linien resultierten. Es folgte nun das Konstruieren einer hierzu senkrechten
Linie, die in diesem Fall die Mediansagittallinie repridsentierte. Auch hier wurden in 5 und
10 mm Abstand zu beiden Seiten zwei weitere Parallellinien eingezeichnet. Auf diese
Weise entstanden acht ROI-Felder, von denen vier 5 mm unterhalb der Deckplatte und vier

5 mm oberhalb der Bodenplatte lagen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Die acht ROI-Felder an den gefirbten Trenn-Diinnschliff-Prdparaten der
Wirbel.

Bei den in der Frontalebene des Schenkelhalses geschnittenen Femurpriparaten war das
Vorgehen dhnlich. Die Ausrichtung erfolgte in diesem Fall an einer Verbindungslinie, die
konstruiert wurde, indem vom hochsten Punkt des Trochanter major eine Tangente an den

Femurkopf gezogen wurde. Vier weitere parallele Linien wurden in 5 mm Abstand
konstruiert. Eine Senkrechte zu diesen Linien wurde nun an dem Beriihrungspunkt der
vom Trochanter ausgehenden Tangente am Femurkopf gezeichnet. Durch Konstruieren
weiterer Parallellinien zu dieser Tangente im Abstand von 5 mm wurden insgesamt neun
ROI-Fenster konstruiert, wobei vier im Femurkopf, vier in der Schenkelhalsregion und

eines im Trochanter major lagen (Abbildung 6).

Abbildung 6: Die neun ROI-Felder an den gefirbten Trenn-Diinnschliff-Prdparaten der
Femurknochen.
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Der in der Sagittalebene geschnittene Tibiaknochen wurde an einer Linie ausgerichtet, die
vom hochsten Punkt der Area intercondylaris anterior zum hochsten Punkt der Eminentia
intercondylaris posterior verlief. Vier dazu parallele Linien wurden nun in 5, 10, 15 und
20 mm Abstand gezeichnet, so dass insgesamt fiinf parallele Linien resultierten. Es folgte
nun die Konstruktion einer hierzu senkrechten Linie, welche der Area intercondylaris
anterior ventral anlag. Nun wurden in 5, 10 und 15 mm Abstand weitere Parallellinien nach

dorsal eingezeichnet, so dass insgesamt zehn ROI-Felder entstanden (Abbildung 7).

Abbildung 7: Die zehn ROI-Felder an den gefirbten Trenn-Diinnschliff-Prdparaten der
Tibiaknochen.

3.5.2 Technik und Prinzip der Histomorphometrie

Die Auswertung der Diinnschliffpréparate erfolgte mittels Histomorphometrie. Das Prinzip
der Histomorphometrie liegt darin, dass ein vom Mikroskop vergroBertes Bild von einer
Digitalkamera erfasst und an einen Personalcomputer weitergegeben wird. Mit einer
Histomorphometrie-Software konnen anschliefend verschiedenartige Messungen an den
Bildern vorgenommen werden.

Zur computergestiitzten Quantifizierung von Bildinhalten wurde im Rahmen dieser
Untersuchung eine Sfache VergroBerung gewihlt. In der Mitte jeder ROI wurde je ein
digitales Farbbild (Farbtiefe 48 Bit RGB) aufgenommen (Abbildung 8). Die Digitalbilder
hatten eine Auflésung zwischen 2572 x 1924 Pixel und 2586 x 1936 Pixel, was bei einer
PixelgroBe von ca. 1,08 x 1,08 um zu einer Rahmenfliche zwischen ca. 5739527 um” und

5834127 um?” fiihrte.
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Die unterschiedlichen Gewebearten der Bilder konnten anhand ihres unterschiedlichen
Férbeverhaltens differenziert und mit Hilfe des Histomorphometrie-Programms selektiv im
Bild markiert werden. In den nach SMITH und KARAGIANES (1974) gefirbten
Praparaten stellte sich Knochengewebe orange-rot dar. Mit Hilfe des Histomorphometrie-
Programms wurde aus dem Farbbild ein Bindrbild erstellt, in dem Knochen wei3 und
Nichtknochengewebe schwarz erschienen (Abbildung 9).

Das Binérbild war die Grundlage fiir alle nachfolgenden Bearbeitungsoperationen. Durch
das Binérbild war die Software u. a. in der Lage, Knochenfliche und —umfang oder die
Gesamtfliche des Bildausschnitts zu bestimmen, so dass weiterfilhrende Berechnungen
angestellt werden konnten (siehe Abschnitt 3.5.3 und 3.5.4).

Spongidser Knochen ist gekennzeichnet durch ein rdumlich komplex aufgebautes
Trabekelwerk. Unter Stereologie wird die Ableitung einer dreidimensionalen Struktur aus
einer zweidimensionalen Beobachtung verstanden (CARPENTER 1979). Wie in den
folgenden Abschnitten beschrieben wird, ist es unter Annahme von Isotropie und
bestimmter Strukturmodelle mdglich, aus zweidimensionalen Messinformationen

Rickschliisse auf dreidimensionale Parameter wie das Knochenvolumen zu ziehen.
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Abbildung 8: Digitales Farbbild einer ROI als Eingabebild fiir das in Abbildung 9
dargestellte  Bindrbild. Fdrbung nach SMITH und KARAGIANES (1974)
(Originalvergrofserung 5X).

A

Abbildung 9: Bindrbild des Farbbildes aus Abbildung 8. Knochengewebe stellt sich weifs
und Nichtknochengewebe schwarz dar.

3.5.3 Evaluation des Knochenvolumens

In jeder ROI wurde ein Digitalbild erstellt und mit der Histomorphometrie-Software
anschliefend in ein Binédrbild umgewandelt. An diesem Binidrbild wurde die weile Fléche
(Knochen) gemessen.

Das (1) Trabekelvolumen (Total-Bone-Volume, TBV, BV/TV) wurde berechnet, indem

die Gesamtfldche aller weilen Pixel (Knochenfliche, Bone Area, B.Ar) bestimmt und
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durch die Rahmenfliche (Tissue-Area, T.Ar) dividiert wurde. Wenn die zweidimensionale
Knochenfldche in Prozent der Rahmenfldche angegeben wird, dann ist der entsprechende
Prozentwert gleich dem Wert, der sich bei Betrachtung im dreidimensionalen Raum ergibt
(PARFITT 1983).

Es gilt also:

1y BV 1o BAT
v T.Ar

(DALLE CARBONARE et al. 2005).

3.5.4 Evaluation der Trabekelzahl und -dicke sowie des Trabekelabstands

Zur Berechnung der (2) Trabekeldicke (Trabecular-Thickness, Tb.Th, Mean-Trabecular-
Plate-Thickness, MTPT), (3) der Trabekelzahl (Trabecular-Number, Tb.N, Mean-
Trabecular-Plate-Density, MTPD) und (4) des Trabekelabstandes (Trabecular-Separation,
Tb.Sp, Mean-Trabecular-Plate-Separation, MTPS) wurde mit der Histomorphometrie-
Software an den Binérbildern die Gesamtflache aller weilen Pixel (Knochenfldche, Bone-
Area, B.Ar), die Gesamtfliache aller schwarzen Pixel (Markfliche, Marrow-Area, M.Ar),
die Rahmenfliche (Tissue-Area, T.Ar) und der Umfang der Trabekeln (Bone-Perimeter,
B.Pm) gemessen.

Die Berechnung dieser Parameter erfolgte nach den von PARFITT et al. (1983)

angegebenen Formeln:

@) Th.Th = 2000 B.Ar
' 1,199 B.Pm
(3) ThN = 1199 B.Pm
T.Ar
(4) Th.Sp = 2000 5 Ma.Ar
P 1,199 B.Pm

Die Berechnung von Tb.Th, Tb.Sp, Tb.N basiert auf dem Parallel-Plate-Model, das auf der
Annahme beruht, dass trabekuldrer Knochen hauptsdchlich aus verbundenen Platten
besteht (Abbildung 10). Tb.Th ist ein MaB fiir die mittlere Trabekeldicke und Tb.N gibt die

durchschnittliche Haufigkeit an, mit der eine zufillig liber ein Priparat gezeichnete Linie
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pro Lingeneinheit von Trabekelelementen geschnitten wird. Tb.Sp beschreibt den Abstand
zwischen den Knochenelementen im Parallel-Plate-Model (PARFITT et al. 1983,
RECKER 1993).

Abbildung 10: Parallel-Plate-Model. Bei einem Wiirfel aus Knochengewebe mit 1000 um
Kantenlinge, der zwei parallele Knochenplatten enthdlt, ergeben sich folgende Werte:
BV/TV 25 %, Tb.Th 125 um, Tb.N 2/mm, Tb.Sp 375 um (PARFITT et al. 1983, S. 1398).

3.5.5 Node-Strut-Analysis

Zur Durchfiihrung der Node-Strut-Analysis wurde aus dem urspriinglichen Bindrbild ein
verdiinntes Bindrbild erstellt. Dazu entfernte die Histomorphometrie-Software die
randstidndigen Pixel des sich weil} darstellenden Knochengewebes so lange, bis eine nur
ein Pixel breite Linie iibrig blieb (Abbildung 11). Diese Linie spiegelte die
Symmetrieachse des zugrundeliegenden Knochenprofils wider. Grundlage dieses Vorgangs
war der Algorithmus nach ARCELLI. Anhand der Symmetrieachse erfolgte eine weitere
Quantifizierung des Knochenprofils durch Bestimmung der Node-to-Free-End-Ratio (N/F-
Ratio, No/Tm) und der Verbindungsanalyse (Strut-Analysis). Um die Auswertung zu
erleichtern, wurden das urspriingliche Bindrbild und das verdiinnte Binérbild addiert

(Abbildung 12).



3 Material und Methode Seite 34

Die Bestimmung der Node-to-Free-End-Ratio wurde nach der von GARRAHAN et al.
(1986) beschricbenen Methode ausgefiihrt. Diesem Verfahren liegt die Uberlegung
zugrunde, dass jedes Bildpixel (Zentralpixel) acht Nachbarpixel aufweist (Abbildung 13).

Abbildung 11: Verdiinntes Bindrbild. Bei dem Bindrbild aus Abbildung 9 wurden die
randstdndigen Pixel so lange entfernt, bis eine nur ein Pixel breite Linie resultierte.

Abbildung 12: Ergebnisbild der Addition des Bindrbildes aus Abbildung 9 und des
verdiinnten Bindrbildes aus Abbildung 11.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Zentralpixels (Z) mit seinen acht
Nachbarpixeln (1-8). Da sich im Bindrbild Knochenpixel weif3 und Nichtknochenpixel
schwarz darstellen, handelt sich in diesem Fall um eine vierfache Trabekelkreuzung.

Obwohl der Zentralpixel ein Knochenpixel ist, wurde er in dieser Abbildung zur
besonderen Kennzeichnung rot dargestellt.

Auf Pixelebene ergeben sich daher folgende mdgliche Konstellationen. FEine
Trabekelkreuzung (Node, No) hat mindestens drei Knochenpixel (weil) unter den acht
Nachbarpixeln (Abbildungen 14 und 15). Bei einem weillen Knochenpixel als Zentralpixel
mit zwei weillen Pixeln in der Nachbarschaft handelt es sich um einen Verbindungs-Pixel
(Strut-Pixel). Eine frei endende Trabekel (Free-End, FE) ist definiert als ein weiller
Knochenpixel, bei welchem sieben der acht Nachbarpixel schwarz sind und damit
Nichtknochengewebe widerspiegeln (Abbildung 18). Free-Ends, die durch ein
Abschneiden der Trabekel durch die Bildbegrenzung entstehen, werden in der Node-Strut-
Analysis nicht beriicksichtigt. Die Bezeichnung ,Free-End“ wird in der Literatur

weitgehend synonym zu dem Begriff ,,Terminus* (Tm) verwendet.
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Abbildung 14: Beispiel einer vierfachen Trabekelkreuzung (Node). Der Zentralpixel ist
von vier weifsen Knochenpixeln umgeben.

Abbildung 15: Beispiel einer dreifachen Trabekelkreuzung (Node). Der Zentralpixel ist
von drei weifen Knochenpixeln umgeben.

Die absolute Anzahl an Nodes und Termini in einem Préparat wird im Allgemeinen auf die
zugrunde liegende Rahmenfldche (T.Ar) bezogen und als Number-of-Nodes (N.No) bzw.
Number-of-Termini (N.Tm) bezeichnet. Der Quotient aus N.No und N.Tm wird als Node-
to-Free-End-Ratio (N/F-Ratio, No/Tm) bezeichnet. Die N/F-Ratio ist eine Moglichkeit,
den Vernetzungsgrad des trabekuldren Netzwerkes auszudriicken: Je hoher die N/F-Ratio

desto groBer die Konnektivitit (COMPSTON et al. 1995).
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Die Strut-Analysis beruht auf den Arbeiten von GARRAHAN et al. (1986) und
MELLISH et al. (1991), wurde jedoch in der vorliegenden Studie in einer modifizierten
Form angewendet (SHEN et al. 1993, DEMPSTER et al. 1995). Bestimmt wurden die
Gesamtlingen der Verbindungen (Struts) zwischen zwei Knotenpunkten (Node-to-Node-
Strut-Length, No.No) (Abbildung 16), zwischen Knotenpunkt und Terminus (Node-to-
Terminus-Strut-Length, No.Tm) (Abbildung 17) sowie zwischen zwei Termini (Terminus-
to-Terminus-Strut-Length, Tm.Tm) (Abbildung 18). Die Ergebnisse wurden sowohl als
Verbindungsldnge pro Flacheneinheit Rahmenfliche als auch in Prozent der
Gesamtverbindungsldnge (Total-Strut-Length, TSL) angegeben.

Eine hohe No.Tm und Tm.Tm sprechen fiir einen niedrigen trabekuldren Vernetzungsgrad

(COMPSTON et al. 1995).

Abbildung 16: Beispiel einer Node-to-Node-Verbindung. Zwei Trabekelkreuzungen
(Nodes) werden durch eine Linie miteinander verbunden.
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Abbildung 17: Beispiel einer Node-to-Terminus-Verbindung. Eine Trabekelkreuzung
(Node) wird durch eine Linie mit einem Terminus verbunden.

Abbildung 18: Beispiel einer Terminus-to-Terminus-Verbindung. Die beiden endstindigen
Pixel weisen jeweils nur einen weifen Knochenpixel als Nachbarpixel auf und sind daher
per definitionem Termini.

3.5.6 Evaluation des Trabecular-Bone-Pattern-factor

Der Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) wurde von HAHN et al. (1992) beschrieben.
Der TBPf ist ein Index, der die Konnektivitit von Trabekeln in einem zweidimensionalen

Schnitt beschreibt. Er beruht auf der Annahme, dass Trabekelnetzwerke anhand ihres
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Verhiltnisses zwischen konkaven und konvexen Oberflidchen beschrieben werden konnen.
Viele konvexe Strukturen zeigen ein schlecht vernetztes Netzwerk und viele konkave
Strukturen sind das Ergebnis eines gut vernetzten Knochennetzwerks (VOGEL et al. 1990,
HAHN et al. 1992, CHAPPARD et al. 1999).

Es ist moglich, das Verhéltnis zwischen konkaven und konvexen Elementen einer Struktur
durch die Messung von Knochenumfang vor und nach Dilatation zu berechnen und so das
Trabekelwerk zu beschreiben. Wenn hauptsichlich konvexe Teile vorliegen, dann wird der
Knochenumfang P nach Dilatation proportional zu der Anzahl an konvexen Elementen
groBBer (AP positiv). Liegen dagegen in erster Linie konkave Anteile vor, so wird der
Knochenumfang nach Dilatation kleiner (AP negativ). Aus diesem Grund hingt die
Anderung des Umfangs vom Verhiltnis zwischen konkaven und konvexen
Strukturelementen ab (Abbildung 19). Im Gegensatz zum Knochenumfang steigt die
Knochenflache A nach Dilatation immer an (AA positiv). Die Beriicksichtigung von AA
und AP in der Berechnung des TBPf fiihrt zu einer mifligen Betonung von konvexen

Teilen in der Struktur (HAHN et al. 1992). Der (5) TBPf ist definiert als:

(5) TBPf = %

P1 stellt den Umfang vor und P2 den Umfang nach der Dilatation dar. Entsprechend ist A1
die Knochenfliche vor und A2 die Fliache nach durchgefiihrter Dilatation
(HAHN et al. 1992).

Bei gut vernetztem Knochen nimmt der TBPf kleine Werte an, wohingegen ein wenig

vernetzter Knochen mit vielen isolierten Trabekeln einen groflen TBPf aufweist

(HAHN et al. 1992, CHAPPARD et al. 1999).

3.6 Statistische Auswertung

Pro Versuchstier wurden zwei Schliffpriparate ausgewertet, wobei- wie oben
beschrieben - an jedem Préparat mehrere ROI untersucht wurden. Die Messwerte der ROI
wurden addiert und anschlieBend fiir die Berechung der verschiedenen Parameter
verwendet. Die dabei entstehenden Messwerte wurden anschlieBend der statistischen

Auswertung zugefiihrt.
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Das 1., 2. und 3. Quartil wurde nach den Angaben von SACHS und HEDDERICH (2009)
ermittelt. Die Ergebnisse wurden in Form von Box Plot-Diagrammen dargestellt.

Da die Daten nicht normal verteilt waren, wurde die Signifikanz gefundener Unterschiede
im paarweisen Vergleich mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (MWU-Test)
durchgefiihrt. Die dabei zu vergleichenden Gruppen wurden als unverbunden angesehen.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Die statitische Auswertung erfolgte mit der Statistik-Software ,,Statistika* (Software
Package 9, StatSoft, Tulsa, USA).

BONE AREA A BONE AREA E]
PERIMETER P1 | PERIMETER P2
| | |
|
DILATATION
OF A CONVEX
STRUCTURE

DILATATION
OF A CONCAVE
STRUCTURE
PERIMETER P1 PERIMETER P2
BONE AREA A BONE AREA

Abbildung 19: Einfluss der Dilatation auf konvexe (oben) und konkave (unten) Strukturen.
Bei konvexer Oberfliche steigt der Umfang nach der Dilatation an, wdhrend er bei
konkaven Strukturen abnimmt. Die Knochenfliche hingegen steigt nach Dilatation immer
an, d. h. sie nimmt sowohl bei konvexen als auch konkaven Strukturen zu (Knochengewebe
weifs, Markraum schwarz) (HAHN et al. 1992, S. 328).
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4 Ergebnisse

4.1 Histomorphometrie der Wirbel

Die Ergebnisse der untersuchten Parameter sind in den Abbildungen 20 bis 35 dargestellt.
Das Trabekelvolumen (BV/TV) in den 5. Lendenwirbelkorpern war nach 8 Monaten
Studiendauer in der Kontrollgruppe (KG) (Abbildung 20) signifikant grofer als in der
Versuchsgruppe (VG) (p=0,012) (Abbildung 21). Der Medianwert bei ovarektomierten
Minischweinen betrug 26,78 % gegeniiber 34,04 % in der scheinoperierten Kontroll-
gruppe. In der Versuchsgruppe beliefen sich der Maximal- und Minimalwert auf 28,06 %
und 25,81 %, in der Kontrollgruppe hingegen auf 38,08 % und 32,8 % (Abbildung 22).

Bei der Trabekeldicke (Tb.Th) war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
ebenfalls signifikant (p=0,012). Wéhrend der Median in der Kontrollgruppe bei 129,04 um
lag, erreichte er in der Versuchsgruppe 94,66 um. Der Maximal- und der Minimalwert
betrugen in der Versuchsgruppe 113,08 pum bzw. 83,54 pum, wihrend sie in der
Kontrollgruppe bei 134 pm bzw. 123,29 um lagen (Abbildung 23).

Beim Trabekelabstand (Tb.Sp) ergab sich nach OVX ein Medianwert von 268,04 pm
gegeniiber 244,96 um in der Kontrollgruppe (p=0,095). In der Versuchsgruppe beliefen
sich der Maximal- und der Minimalwert auf 292,44 pum und 240,94 pum, in der
Kontrollgruppe hingegen auf 264,94 pm und 210,69 pm (Abbildung 24).

Bei der Trabekelzahl (Tb.N) stand ein Medianwert von 2,76/mm in der Versuchsgruppe
einem Medianwert von 2,69/mm in der Kontrollgruppe gegeniiber (p=1). Der Maximal-
und Minimalwert betrugen in der Versuchsgruppe 3,08/mm bzw. 2,48/mm, wihrend sie in
der Kontrollgruppe bei 2,95/mm bzw. 2,54/mm lagen (Abbildung 25).

Die Bestimmung des Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) offenbarte einen Medianwert
von -0,33/mm nach OVX, wihrend er sich in der Kontrollgruppe auf -0,81/mm belief
(p=0,095). Die Maximalwerte betrugen -0,5mm (KG) bzw. 0,14/mm (VG), die
Minimalwerte lagen bei -0,92/mm (VG) bzw. -1,31/mm (KG) (Abbildung 26).

Der Median der N/F-Ratio (No/Tm) sank von 3,64 bei intakten Schweinen auf 2,95 bei
OVX-Tieren (p=0,144). In der Versuchsgruppe beliefen sich der Maximal- und der
Minimalwert auf 3,81 und 1,67, in der Kontrollgruppe hingegen auf 5,45 und 2,93
(Abbildung 27).

Wéhrend der Median der Trabekelknotenpunkte (Number-of-Nodes, N.No) in der
Versuchsgruppe bei 2,2/mm? lag, ergab sich in der Kontrollgruppe ein Wert von 2,59/mm?
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(p=0,403). Der Maximal- und der Minimalwert beliefen sich in der Versuchsgruppe auf
3,52/mm” bzw. 1,77/mm’, in der Kontrollgruppe dagegen auf 3,35/mm® bzw. 2,12/mm’
(Abbildung 28).

Bei der Anzahl an frei endenden Trabekeln (Number-of-Termini, N.Tm) betrug der
Median in der Versuchsgruppe 0,94/mm” und in der Kontrollgruppe 0,78/mm? (p=0,296).
Als Maximal- bzw. Minimalwert wurden in der Versuchsgruppe 1,35/mm? bzw. 0,52/mm?
und in der Kontrollgruppe 0,88/mm” bzw. 0,43/mm” erreicht (Abbildung 29).

Die Analyse der Node-to-Node-Struts (No.No) zeigte in der Versuchsgruppe einen
Medianwert von 1043,12 pum/mm’ und 1243,81 pm/mm’ in der Kontrollgruppe
(Abbildung 30), was einen Anteil von 85,69 % (VG) bzw. 92,48 % (KG) an der Total-
Strut-Length (TSL) ausmachte (Abbildung 31). Die Unterschiede waren mit p=0,144 und
p=0,095 in beiden Fillen nicht signifikant. Die Maximalwerte in der Versuchsgruppe lagen
bei 1477,36 pum/mm’ und 90,34 %, wihrend sie sich in der Kontrollgruppe auf
1619 pm/mm?* und 94,93 % beliefen. Die Minimalwerte betrugen in der Versuchsgruppe
887,12 yum/mm” und 76,01 %, wohingegen sie in der Kontrollgruppe bei 1078,68 pm/mm®
und 87,23 % lagen.

In der Versuchsgruppe betrug der Medianwert der Node-to-Terminus-Struts (No.Tm)
182,95 um/mm’ gegeniiber 98,58 pum/mm’ in der Kontrollgruppe (Abbildung 32). Der
Anteil von No.Tm an der TSL wies Medianwerte von 13,65 % (VG) und 7,52 % (KG) auf
(Abbildung 33). Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren sowohl bei
No.Tm [pm/mm?] (p=0,144) als auch bei No.Tm [%] (p=0,095) nicht signifikant. Die
Maximalwerte in der Versuchsgruppe erreichten 305,17 pm/mm” und 22,12 %, wihrend
siec sich in der Kontrollgruppe auf 192,15 pm/mm® und 12,65 % beliefen. Die
Minimalwerte betrugen in der Versuchsgruppe 100,75 pm/mm’ und 9,03 %, bei den
intakten Schweinen hingegen 72,45 um/mm” und 4,78 %.

Bei den Terminus-to-Terminus-Struts (Tm.Tm) wurde in der Versuchsgruppe mit
8,12 pm/mm?” ein signifikant groBerer Medianwert erreicht als in der Kontrollgruppe mit
1,93 um/mm2 (p=0,037) (Abbildung 34), was einen Anteil 0,66 % bzw. 0,12 % an der TSL
ausmachte (p=0,037) (Abbildung 35). Die Versuchsgruppe wies Maximalwerte von
25,79 pm/mm” und 1,87 % auf, wihrend in der Kontrollgruppe maximale Werte von
4,42 ym/mm?” und 0,29 % erreicht wurden. Die Minimalwerte lagen in der Versuchsgruppe
bei 1,98 pm/mm?* und 0,2 % auf. Ein Tier aus der Kontrollgruppe verfiigte iiber keinerlei

Tm.Tm-Struts.
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Abbildung 20: Bindrbild aus der ROI eines Schweinewirbels der Kontrollgruppe. Knochen
ist weifs, Markraum hingegen schwarz dargestellt (BV/TV 39,99 %, Tb.Th 136,24 um,
Tb.Sp 204,42 um, Tb.N 2,93/mm, N/F-Ratio 21) (Originalvergrofserung 5X).

a €.

Abbildung 21: Bindrbild aus der ROI eines Schweinewirbels der Versuchsgruppe (BV/TV
15,72 %, Tb.Th 72,74 um, Tb.Sp 389,83 wum, Tb.N 2,16/mm, N/F-Ratio 0,89)
(Originalvergrofierung 5X).
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Abbildung 22: Box-Plot fiir das Trabekelvolumen (BV/TV) der Wirbel in der OVX- (n=35)
und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,012).
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Abbildung 23: Box-Plot fiir die Trabekeldicke (Tb.Th) der Wirbel in der OVX- (n=>5) und
der Kontrollgruppe (n=5) ( p=0,012).
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Abbildung 24: Box-Plot fiir den Trabekelabstand (Tb.Sp) der Wirbel in der OVX- (n=35)
und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,095).
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Abbildung 25: Box-Plot fiir die Trabekelzahl (Tb.N) der Wirbel in der OVX- (n=>5) und der
Kontrollgruppe (n=35) (p=1).
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Abbildung 26: Box-Plot fiir den Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) der Wirbel in der
OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,095).
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Abbildung 27: Box-Plot fiir die N/F-Ratio (No/Tm) der Wirbel in der OVX- (n=>5) und der
Kontrollgruppe (n=35) (p=0,144).
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Abbildung 28: Box-Plot fiir die Anzahl an Trabekelknotenpunkten (N.No) der Wirbel in
der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,403).
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Abbildung 29: Box-Plot fiir die Anzahl an frei endenden Trabekeln (N.Tm) der Wirbel in
der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,296).
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Abbildung  30: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Node-Verbindungen
(No.No [um/mm’]) der Wirbel in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,144).
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Abbildung 31: Box-Plot fiir die Node-to-Node-Verbindungen (No.No [%]) der Wirbel in
der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,095).
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Abbildung 32: Box-Plot fiir die Ldnge der Node-to-Terminus-Verbindungen
(No.Tm [um/mm’]) der Wirbel in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,144).

No.Tm-Struts (Wirbel)

24

2t —_—

20

18 |

X 16t
E 14 L B
2 12t —L—
10 |
8 I
[m]
6 I
[
4
OovX Sham-OP 0 Median
[ 25%-75%
Gruppe T Min-Max

Abbildung 33: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Terminus-Verbindungen (No.Tm [%)])
der Wirbel in der OVX- (n=>5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,095).
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Abbildung 34: Box-Plot fiir die Linge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [um/mm’]) der Wirbel in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(»=0,037).
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Abbildung 35: Box-Plot fiir die Ldnge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [%]) der Wirbel in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,037).
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4.2 Histomorphometrie der Tibiaknochen

Die Auswertungsergebnisse der Tibiaknochen sind den Abbildungen 36 bis 49 zu
entnehmen. Mit Ausnahme des Trabekelvolumens bestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Versuchsgruppe.

Der Medianwert des BV/TV erreichte in der Versuchsgruppe 28,24 % und in der
Kontrollgruppe 32,13 %, wobei der Unterschied signifikant war (p=0,037). Der Maximal-
und der Minimalwert betrugen in der Versuchsgruppe 30,55 % bzw. 22,22 %, wohingegen
in der Kontrollgruppe 38,6 % bzw. 28,73 % erreicht wurden (Abbildung 36).

Bei der Tb.Th belief sich der Medianwert in der Kontrollgruppe auf 112,63 um und auf
106,21 pm in der Versuchsgruppe (p=0,296). Der Maximal- und der Minimalwert betrugen
in der Versuchsgruppe 1254 um bzw. 79,24 um, in der Kontrollgruppe hingegen
128,74 um bzw. 105,92 pm (Abbildung 37).

Bei der Tb.Sp ergab sich nach OVX ein Medianwert von 277,73 um gegeniiber 241,77 pm
in der Kontrollgruppe (p=0,144). Der Maximal- und der Minimalwert lagen in der
Versuchsgruppe bei 293,19 um und 255,93 pm, in der Kontrollgruppe hingegen bei
300,43 um bzw. 204,47 um (Abbildung 38).

Wihrend der Median der Tb.N in der Kontrollgruppe bei 2,86/mm lag, betrug er in der
Versuchsgruppe 2,79/mm (p=0,144). Der Maximal- und der Minimalwert beliefen sich in
der Versuchsgruppe auf 2,8/mm bzw. 2,44/mm und in der Kontrollgruppe auf 3,12/mm
bzw. 2,39/mm (Abbildung 39).

Nach OVX wies der TBPf einen Medianwert von 0,28/mm auf, wihrend er in der
Kontrollgruppe bei -0,44/mm lag (p=0,095). Der Maximal- und der Minimalwert betrugen
in der Versuchsgruppe 0,57/mm bzw. -0,34/mm und in der Kontrollgruppe 0,04/mm bzw.
-1,24/mm (Abbildung 40).

Der Median der N/F-Ratio sank von 2,45 bei intakten Schweinen auf 1,46 bei OVX-Tieren
(p=0,095). In der Versuchsgruppe lagen der Maximal- und der Minimalwert bei 2,58 bzw.
1,31, widhrend in der Kontrollgruppe Werte von 3,44 bzw. 2,11 erreicht wurden
(Abbildung 41).

Bei der N.No belief sich der Medianwert in der Versuchsgruppe auf 2,47/mm’ und auf
3,09/mm? in der Kontrollgruppe (p=0,296). Der Maximal- und der Minimalwert betrugen
in der Versuchsgruppe 3,17/mm? bzw. 1,98/mm” und in der Kontrollgruppe 4,12/mm? bzw.

1,84/mm” (Abbildung 42).
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Bei der N.Tm betrug der Median in der Versuchsgruppe 1,67/mm” und in der
Kontrollgruppe 1,26/mm* (p=0,144). Als Maximal- bzw. Minimalwert wurden in der
Versuchsgruppe 2,07/mm” bzw. 0,81/mm® und in der Kontrollgruppe 1,39/mm’ bzw.
0,96/mm” erreicht (Abbildung 43).

Die No.No zeigte in der Versuchsgruppe einen Medianwert von 1001,75 pm/mm’ und
1355,82 um/mm” in der Kontrollgruppe (p=0,144) (Abbildung 44), was einen Anteil von
72,04 % (VG) bzw. 82,42 % (KG) an der Total-Strut-Length (TSL) ausmachte (p=0,095)
(Abbildung 45). Die Maximalwerte in der Versuchsgruppe lagen bei 1347,49 pm/mm” und
84,71 %, wihrend sie sich in der Kontrollgruppe auf 1735,64 pm/mm’ und 86,66 %
beliefen. Die Minimalwerte betrugen in der Versuchsgruppe 746,62 pm/mm? und 65,91 %,
wohingegen sie in der Kontrollgruppe bei 832,97 pm/mm? und 75,41 % lagen.

In der Versuchsgruppe betrug der Medianwert der No.Tm 308,86 pum/mm’ gegeniiber
253,18 um/mm” in der Kontrollgruppe (p=0,296) (Abbildung 46). Der Anteil von No.Tm
an der TSL wies einen Median von 21,68 % (VG) und 17,1 % (KG) auf (p=0,144)
(Abbildung 47). Als Maximalwerte wurden in der Versuchsgruppe 333,47 pm/mm’ und
29,82 % erreicht, wihrend sie sich in der Kontrollgruppe auf 309,14 um/rnm2 und 21,25 %
beliefen. Die Minimalwerte betrugen in der Versuchsgruppe 170,59 pm/mm? und 14,43 %,
bei den intakten Schweinen hingegen 227,25 pm/mm? und 12,64 %.

Bei der Tm.Tm wurde in der Versuchsgruppe mit 31,41 pum/mm? ein groBerer Medianwert
erreicht als in der Kontrollgruppe mit 22,02 pm/mm? (p=0,210) (Abbildung 48), was einen
Anteil von 2,49 % bzw. 1,16 % an der TSL ausmachte (p=0,144) (Abbildung 49). Die
Versuchsgruppe wies Maximalwerte von 105,36 um/mm® und 7,36 % auf, wihrend in der
Kontrollgruppe maximale Werte von 31,52 pm/mm” und 3,34 % erreicht wurden. Die
Minimalwerte lagen in der Versuchsgruppe bei 10,11 pm/mm? und 0,85 % auf, wihrend
sie sich in der Kontrollgruppe auf 7,91 um/mm? bzw. 0,48 % beliefen.
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Abbildung 36: Box-Plot fiir das Trabekelvolumen (BV/TV) der Tibiaknochen in der OVX-
(n=35) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,037).
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Abbildung 37: Box-Plot fiir die Trabekeldicke (Tb.Th) der Tibiaknochen in der OVX-
(n=5) und der Kontrollgruppe (n=5) ( p=0,296).
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Abbildung 38: Box-Plot fiir den Trabekelabstand (Tbh.Sp) der Tibiaknochen in der OVX-
(n=35) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,144).
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Abbildung 39: Box-Plot fiir die Trabekelzahl (Tb.N) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5)
und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,144).
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Abbildung 40: Box-Plot fiir den Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) der Tibiaknochen
in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,095).
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Abbildung 41: Box-Plot fiir die N/F-Ratio (No/Tm) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5)
und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,095).
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Abbildung 42: Box-Plot fiir die Anzahl an Trabekelknotenpunkten (N.No) der
Tibiaknochen in der OVX- (n=35) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,296).
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Abbildung 43: Box-Plot fiir die Anzahl an frei endenden Trabekeln (N.Tm) der
Tibiaknochen in der OVX- (n=35) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,144).
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Abbildung 44: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Node-Verbindungen
(No.No [um/mm’]) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,144).
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Abbildung 45: Box-Plot fiir die Ldnge Node-to-Node-Verbindungen (No.No [%]) der
Tibiaknochen in der OVX- (n=35) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,095).
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Abbildung 46: Box-Plot fiir die Ldnge der Node-to-Terminus-Verbindungen
(No.Tm [um/mm’]) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,296).
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Abbildung 47: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Terminus-Verbindungen (N.Tm [%)])
der Tibiaknochen in der OVX- (n=35) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,144).
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Abbildung 48: Box-Plot fiir die Linge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [um/mm’]) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,210).
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Abbildung 49: Box-Plot fiir die Ldnge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [%]) der Tibiaknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=3)
(p=0,144).
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4.3 Histomorphometrie der Femurknochen

In den Abbildungen 50 bis 63 sind die Ergebnisse der untersuchten Parameter dargestellt.
Das BV/TV der Femurknochen war in der Versuchsgruppe signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe (p=0,032). Der Medianwert bei ovarektomierten Minischweinen betrug
36,21 % gegeniiber 41,29 % in der Kontrollgruppe. In der Versuchsgruppe beliefen sich
der Maximal- und der Minimalwert auf 40,59 % bzw. 34,67 %, in der Kontrollgruppe
hingegen auf 45,85 % bzw. 38,1 % (Abbildung 50).

Wihrend der Median der Tb.Th in der Kontrollgruppe bei 156,27 um lag, erreichte er in
der Versuchsgruppe lediglich 130,93 pum (p=0,310). Der Maximal- und Minimalwert
betrugen in der Versuchsgruppe 165,36 um bzw. 112,7 um, wohingegen die Werte in der
Kontrollgruppe bei 165,28 pum bzw. 129,68 um lagen (Abbildung 51).

Bei der Tb.Sp ergab sich nach OVX ein Medianwert von 229,18 um gegeniiber 196,48 um
in der Kontrollgruppe, wobei der Unterschied signifikant war (p=0,032). Der Maximal-
bzw. der Minimalwert erreichten in der Versuchsgruppe 249,15 pm bzw. 212,35 um und in
der Kontrollgruppe 225,55 pm bzw. 194,64 um (Abbildung 52).

Bei der Tb.N stand ein Medianwert von 2,78/mm in der Versuchsgruppe einem
Medianwert von 2,79/mm in der Kontrollgruppe gegeniiber (p=0,690). In der
Versuchsgruppe beliefen sich der Maximal- und Minimalwert auf 3,08/mm und 2,46/mm,
in der Kontrollgruppe hingegen auf 3,07/mm und 2,64/mm (Abbildung 53).

Der TBPf war nach OVX mit einem Medianwert von -0,96/mm signifikant grofler als in
der Kontrollgruppe (p=0,032), wo er bei -1,35/mm lag. Der Maximal- und der
Minimalwert betrugen in der Versuchsgruppe -0,46/mm bzw. -1,17/mm und -1/mm bzw.
-1,58/mm in der Kontrollgruppe (Abbildung 54).

Der Median der N/F-Ratio sank von 4,58 bei intakten Schweinen auf 3,97 bei OVX-Tieren
(p=0,095). Der Maximal- und der Minimalwert betrugen in der Versuchsgruppe 4,44 bzw.
2,36, wohingegen die Werte in der Kontrollgruppe bei 5,13 bzw. 4,11 lagen
(Abbildung 55).

Bei der N.No stand ein Medianwert von 3,25/mm’ in der Versuchsgruppe einem
Medianwert von 3,44/mm’ in der Kontrollgruppe gegeniiber (p=0,310). In der
Versuchsgruppe beliefen sich der Maximal- bzw. der Minimalwert auf 3,46/mm’ bzw.
2,44/mm?, in der Kontrollgruppe hingegen auf 3,97/mm” bzw. 3,02/mm® (Abbildung 56).
Bei der N.Tm betrug der Median in der Versuchsgruppe 0,95/mm” und in der
Kontrollgruppe 0,75/mm? (p=0,151). In der Versuchsgruppe betrugen der Maximal- und
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Minimalwert 1,23/mm” bzw. 0,57/mm?, in der Kontrollgruppe hingegen 0,83/mm?” bzw.
0,68/mm” (Abbildung 57).

Die Analyse der No.No zeigte in der Versuchsgruppe einen Medianwert von
1518,72 pum/mm”* und 1642,3 pm/mm’ in der Kontrollgruppe (Abbildung 58), was einen
Anteil von 88,25 % (VG) bzw. 90,63 % (KG) an der Total-Strut-Length (TSL) ausmachte
(Abbildung 59). Widhrend sich bei No.No [%] signifikante Unterschiede ergaben
(p=0,016), waren die Ergebnisse bei No.No [um/mmz] nicht signifikant (p=0,222). Als
Maximalwerte wurden in der Versuchsgruppe 1585,73 pm/mm? bzw. 89,02 % und in der
Kontrollgruppe 3084,08 um/mm” bzw. 93,61 % erreicht. Die Minimalwerte betrugen in der
Versuchsgruppe 1091,46 pm/mm?” bzw. 78,36 % sowie 1453,52 pum/mm® bzw. 88,99 % in
der Kontrollgruppe.

In der Versuchsgruppe betrug der Medianwert der No.Tm 198,38 pum/mm’ gegeniiber
164,65 pm/mm? in der Kontrollgruppe (Abbildung 60). Der Anteil von No.Tm an der TSL
wies Werte von 11,13 % (VG) und 9,02 % (KG) auf (Abbildung 61). Die Unterschiede
zwischen den Gruppen waren bei No.Tm [%] signifikant (p=0,008), bei No.Tm [],tm/mmz]
hingegen nicht (p=0,151). Die Maximalwerte in der Versuchsgruppe lagen bei
301,67 pm/mm” und 21,64 %, wihrend sie sich in der Kontrollgruppe auf 190,76 pm/mm?
bzw. 10,01 % beliefen. Die Minimalwerte betrugen in der Versuchsgruppe 155,16 pm/mm?
bzw. 10,21 % und bei den intakten Schweinen 139,57 ],trn/mm2 bzw. 6,29 %.

Bei der Tm.Tm wurde in der Versuchsgruppe mit 11,98 um/mm? ein groBerer Medianwert
erreicht als in der Kontrollgruppe mit 4,79 pm/mm? (p=0,548) (Abbildung 62), was einen
Anteil 0,77 % bzw. 0,1 % an der TSL ausmachte (p=0,421) (Abbildung 63). Die
Maximalwerte beliefen sich in der Versuchsgruppe auf 24,64 um/mm? bzw. 1,36 % und in
der Kontrollgruppe auf 15,63 pm/mm’ bzw. 1 %. Sowohl in der Versuchs- als auch in der

Kontrollgruppe gab es Tiere, die keine Tm.Tm-Struts aufwiesen.
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Abbildung 50: Box-Plot fiir das Trabekelvolumen (BV/TV) der Femurknochen in der OVX-
(n=35) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,032).
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Abbildung 51: Box-Plot fiir die Trabekeldicke (Tb.Th) der Femurknochen in der OVX-
(n=5) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,310).



4 Ergebnisse Seite 63

Trabekelabstand (Femur)

260
250 | E—
240
£
5 230} o
@
r9 220 t
210 +
200
O
190
OvVX Sham-OP O Median
[ 25%-75%
Gruppe T Min-Max

Abbildung 52: Box-Plot fiir den Trabekelabstand (Tb.Sp) der Femurknochen in der OVX-
(n=35) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,032).
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Abbildung 53: Box-Plot fiir die Trabekelzahl (Tb.N) der Femurknochen in der OVX- (n=5)
und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,690).
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Abbildung 54:

Box-Plot  fiir den Trabecular-Bone-Pattern-factor
Femurknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=>5) (p=0,032).
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Abbildung 55: Box-Plot fiir die N/F-Ratio (No/Tm) der Femurknochen in der OVX- (n=>5)
und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,095).
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Abbildung 56: Box-Plot fiir die Anzahl an Trabekelknotenpunkten (N.No) der
Femurknochen in der OVX- (n=>5) und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,310).
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Abbildung 57: Box-Plot fiir die Anzahl an frei endenden Trabekeln (N.Tm) der
Femurknochen in der OVX- (n=>5) und der Kontrollgruppe (n=5) (p=0,151).



4 Ergebnisse Seite 66

No.No-Struts (Femur)

3200

3000 |

2800

2600

2400

2200

2000

1800

No.No [um/ mm2]

1600

1400

1200

1000
OovX Sham-OP O Median
[ 25%-75%

Gruppe T Min-Max

Abbildung 58:  Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Node-Verbindungen
(No.No [um/mm’]) der Femurknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,222).
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Abbildung 59: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Terminus-Verbindungen (No.No [%)])
der Femurknochen in der OVX- (n=>5) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,016).
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Abbildung 60: Box-Plot fiir die Ldnge der Node-to-Terminus-Verbindungen
(No.Tm [um/mm’]) der Femurknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,151).
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Abbildung 61: Box-Plot fiir die Linge der Node-to-Terminus-Verbindungen (No.Tm [%)])
der Femurknochen in der OVX- (n=>5) und der Kontrollgruppe (n=35) (p=0,008).
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Abbildung 62: Box-Plot fiir die Linge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [um/mm’]) der Femurknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=5)
(p=0,548).
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Abbildung 63: Box-Plot fiir die Ldnge der Terminus-to-Terminus-Verbindungen
(Tm.Tm [%]) der Femurknochen in der OVX- (n=5) und der Kontrollgruppe (n=35)
(p=0,421).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Aufgrund der zahlreichen Vorteile wie z.B. dem Vorkommen osteoporotischer
Spontanfrakturen (SPENCER 1979), der Ahnlichkeit des Ostruszyklus zum menschlichen
Menstruationszyklus (MOSEKILDE et al. 1993a, BELLINO 2000) und der Moglichkeit,
orthotop Implantate inserieren zu konnen (SCHLIEPHAKE et al. 1991, TURNER AS
2001, NEUGEBAUER et al. 2006), scheint das Minischwein als Groftiermodell fiir die
Osteoporoseforschung gut geeignet zu sein. Doch trotz dieser Vorteile ist das
ovarektomierte Minischwein als Tiermodell zur Simulation der postmenopausalen
Osteoporose kaum charakterisiert worden.

Ziel dieser Untersuchung war es daher, den Einfluss des postmenopausalen
Ostrogenmangels auf das Trabekelvolumen und die Mikrostruktur spongidsen Knochens
am Gottinger Minischwein histomorphometrisch zu untersuchen.

Die Untersuchungen wurden an den 5. Lendenwirbeln sowie den rechten Tibia- und
Femurknochen vorgenommen. Als histomorphometrische Parameter wurden das
Trabekelvolumen (BV/TV), die Trabekeldicke (Tb.Th), die Trabekelzahl (Tb.N) und der
Trabekelabstand (Tb.Sp) evaluiert (PARFITT et al. 1983). Auflerdem wurde die von
SHEN et al. (1993) modifizierte Node-Strut-Analysis (GARRAHAN et al. 1986)
durchgefiihrt sowie der Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) (HAHN et al. 1992)
bestimmt.

Trabekelvolumen (BV/TV): Das Trabekelvolumen (BV/TV) in den 5.
Lendenwirbelkdrpern sowie in den Tibia- und Femurknochen war nach 8 Monaten
Studiendauer in der ovarektomierten Versuchsgruppe signifikant geringer (p<0,05) als in
der scheinoperierten Kontrollgruppe. Die Ergebnisse stehen damit im Einklang zu den
Untersuchungen von MOSEKILDE et al. (1993a), die zeigten, dass eine Ovarektomie
(OVX) an Sinclair-Minipigs zu einer signifikanten Abnahme des trabekuldren
Knochenvolumens fiihrt, wobei die Ergebnisse bei kalziumarmer Didt (0,75 %) am
deutlichsten ausgeprigt waren. SCHOLZ-AHRENS et al. (1996) hingegen konnten nach
OVX von nulli- und multiparen Sauen keine signifikanten Unterschiede im
Knochenvolumen an Lendenwirbeln, Becken- und Tibiaknochen feststellen. Sie fiihrten

das Ausbleiben der Osteoporose auf den mit 1,5 % hohen Kalziumgehalt der Nahrung
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zuriick, zumal MOSEKILDE et al. (1993b) die  Abhédngigkeit der
Osteoporosemanifestation vom Kalziumgehalt der Nahrung zeigen konnten.

An Tibiaknochen von ovarektomierten Ratten konnten DEMPSTER et al. (1995) ebenfalls
einen Verlust an Trabekelvolumen feststellen. Dieser Knochenverlust war in den ersten 40
Tagen nach OVX besonders ausgeprigt, verlangsamte sich allerdings anschliefend wieder.
Knochenverlust nach OVX von Ratten ist auch am Oberschenkelhals (LI et al. 1997) oder
Wirbel (WRONSKI et al. 1989a) nachgewiesen.

An Primaten bewirkt OVX ebenfalls einen Verlust an Knochenmasse. Eine Studie von
MILLER et al. (1986) wies nach OVX eine signifikante Abnahme des BV/TV in
Lendenwirbeln nach.

Bei Schafen hingegen sind die Ergebnisse widerspriichlich. CHAVASSIEUX et al. (2001)
fanden 6 Monate nach OVX keine signifikanten Verdnderungen an Knochenvolumen in
Beckenkammbiopsien, wohingegen GIAVARESI et al. (2001) nach 24 Monaten in
Wirbelkorpern eine signifikante Reduktion des Knochenvolumens beschrieben. HORNBY
et al. (1995) wiederum konnten einen signifikanten Verlust an Knochendichte nach OVX
nachweisen, wiahrend SIGRIST et al. (2007) nach OVX einen initialen Knochenverlust
beobachteten, der sich nach 18 Monaten als teilweise reversibel erwies.

AMLING et al. (1994) fanden bei Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose eine
signifikante Verminderung des Trabekelvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe und
auch RECKER (1993) wies bei postmenopausalen Frauen mit osteoporotischen
Wirbelfrakturen ein signifikant geringeres trabekuléres Knochenvolumen nach.

Th.Sp, Tb.Th, Th.N: Der Verlust an Knochenvolumen geht mit Anderungen in der
Mikrostruktur einher. Nach dem Parallel-Plate-Model besteht trabekuldrer Knochen
hauptsdchlich aus miteinander verbundenen Platten (PARFITT et al. 1983, RECKER
1993). Bei Osteoporose werden diese trabekuldren Platten durch Vertiefung der
osteoklastdren Resorptionslakunen ausgediinnt und schlieBlich perforiert, zudem verlieren
die Platten ihre gemeinsamen Verbindungen (PARFITT et al. 1983, DEMPSTER et al.
1995, ROSENBERG 2010). Die Perforationen werden anschlieBend stetig vergroBert, so
dass die ehemaligen Trabekelplatten zu Trabekelstdben umgewandelt und gegebenenfalls
auch ganz resorbiert werden. Die Folgen dieser Umbaumalinahmen sind eine Zunahme des
Trabekelabstandes sowie eine Abnahme der Trabekelzahl. Auch die Trabekeldicke nimmt
in der Regel ab, allerdings ist eine kompensatorische Zunahme der Trabekeldicke ebenfalls

moglich (PARFITT et al. 1983).
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Die Verdnderungen der Mikrostrukturparameter zwischen der Versuchs- und der
Kontrollgruppe waren in dieser Studie nur teilweise signifikant. Zwar war die
Trabekeldicke in den Femur-, Tibia- und Wirbelknochen der Kontrollgruppe groer als
nach OVX, trotzdem aber war der Unterschied nur bei den Lendenwirbeln signifikant
(p<0,05). Ahnlich verhielt es sich mit dem Trabekelabstand, der in der Versuchsgruppe
stets grofler war, aber nur im Femur einen signifikanten Unterschied (p<0,05) offerierte.
Die Trabekelzahl zeigte in keinem Fall signifikante Differenzen zwischen den beiden
Gruppen.

MOSEKILDE et al. (1993a) fanden an Minipigs nach OVX und kalziumarmer Diét eine
signifikante Abnahme der Trabekelzahl sowie einen Anstieg des mittleren
Trabekelabstandes an Lendenwirbelkorpern.

DEMSTER et al. (1995) konnten an ovarektomierten Ratten ebenfalls eine deutliche
Abnahme der Trabekelzahl sowie eine Zunahme des Trabekelabstandes nachweisen,
wohingegen sich die Trabekeldicke nicht dnderte. In einer Studie von ABE et al. (1999)
nahm die Trabekeldicke und die Trabekelzahl an Ratten 8 Wochen nach OVX im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ab.

CHAVASSIEUX et al. (2001) fanden an Beckenkammbiopsien von Schafzibben 6 Monate
nach OVX eine Abnahme der Trabekeldicke und der Trabekelzahl sowie eine Zunahme
des Trabekelabstandes im Vergleich zu intakten Tieren, wobei diese Anderungen nicht
signifikant waren. GIAVARESI et al. (2001) konnten nach 24 Monaten in Wirbelkorpern
eine signifikante Reduktion der Trabekeldicke und der Trabekelzahl nachweisen. SIGRIST
et al. (2007) beobachteten bei Schafen 3 Monate nach OVX eine signifikante Abnahme der
Trabekeldicke, die allerdings nach 9 Monaten reversibel war. Der Trabekelabstand nahm
nach OVX zwar zu, allerdings war der Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant.

RECKER (1993) fand bei postmenopausalen Frauen mit osteoporotischen Wirbelfrakturen
eine signifikante Verringerung der Trabekelbreite und -zahl, wahrend der Trabekelabstand
signifikant vergrofert war. Wahrend sich Trabekelabstand und -zahl in einer Studie von
KLEEREKOPER et al. (1985) bei postmenopausalen Frauen mit osteoporotischen
Frakturen in gleicher Weise verdnderten, nahm die Trabekeldicke zu. GENANT et al.
(2007) Dbeschrieben, dass bei postmenopausalen Frauen zunehmend schwerere
Wirbelfrakturen auftreten, wenn in Beckenkammbiopsien Knochenvolumen und

Trabekelzahl abnehmen sowie der Trabekelabstand zunimmt.
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Node-Strut-Analysis: Die N/F-Ratio (No/Tm) ist der Quotient aus N.Nd und N.Tm. Sie
bietet die Mdglichkeit, den Vernetzungsgrad des trabekuldren Netzwerkes auszudriicken:
Je hoher die N/F-Ratio desto grofler die Konnektivitdt. Eine hohe No.No spricht ebenfalls
fiir einen hohen trabekuldren Vernetzungsgrad, wohingegen hohe No.Tm und Tm.Tm
einen niedrigen trabekuldren Vernetzungsgrad anzeigen (COMPSTON et al. 1995).

In der vorliegenden Studie war die N/F-Ratio der intakten Tiere an den drei untersuchten
Knochenlokalisationen groBer als bei den ovarektomierten Minischweinen, allerdings
waren die Unterschiede nicht signifikant. Die N.No war in der Kontrollgruppe grdfSer,
wihrend die N.Tm in der Versuchsgruppe die hoheren Werte erreichte. Signifikante
Unterschiede waren allerdings auch hier nicht nachzuweisen.

Sowohl in den Lendenwirbeln als auch in den Femur- und Tibiaknochen iiberstiegen die
Werte der No.No in der Kontrollgruppe die Werte der Versuchsgruppe, wihrend an den
ovarektomierten Tieren die No.Tm und die Tm.Tm grofer waren als bei intakten Minipigs.
Mit Ausnahme der Tm.Tm in den Wirbeln sowie die No.No [%] und die No.Tm in den
Femurknochen waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen nicht signifikant.
DEMPSTER et al. (1995) bestimmte No/Tm, N.No, N.Tm, No.No, No.Tm, Tm.Tm an den
rechten Tibiaknochen von ovarektomierten und intakten Ratten. Sie fanden eine
signifikante Abnahme der N.No sowie der No.No in der ovarektomierten Versuchsgruppe.
In einer Studie von ABE et al. (1999) nahm die No/Tm, N.No, No.No an Rattentibiae
4 Wochen nach OVX im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ab, wéhrend sich die
N.Tm, Tm.Tm signifikant vergroferten.

CHAVASSIEUX et al. (2001) beobachteten 6 Monate nach OVX keine signifikante
Verianderung von No/Tm, N.Nd, N. Tm, No.No, No.Tm, Tm.Tm in Beckenkammbiopsien
von Schafen.

OLEKSIK et al. (2000) fanden in Beckenkammbiopsien von Patientinnen mit
postmenopausaler Osteoporose und Wirbelfrakturen einen signifikanten Anstieg von
No.Tm und eine signifikante Abnahme der N/F-Ratio im Vergleich zu osteoporotischen
Frauen ohne Frakturen. Die Werte fiir N.No, No.No und Tm.Tm verringerten sich
ebenfalls, wihrend N.Tm und No.Tm zunahmen. Diese Anderungen waren allerdings nicht
signifikant.

GARRAHAN et al. (1986) beschrieben signifikante Mikrostrukturverdnderungen bei der
Node-Strut-Analysis von Beckenkammbiopsien bei Patienten mit Osteoporose. Ein
Vergleich mit den Werten von gesunden Patienten offenbarte eine signifikante Erhohung

der N/F-Ratio und der Tm.Tm sowie ein Absinken der No.No bei Osteoporose. Auch die
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No.Tm war bei Osteoporose erhoht, allerdings war der Unterschied zur Kontrollgruppe
nicht signifikant.

TBPf: In gut vernetztem Knochen nimmt der TBPf kleine Werte an, wohingegen ein
wenig vernetzter Knochen mit vielen isolierten Trabekeln einen groflen TBPf aufweist
(HAHN et al. 1992, CHAPPARD et al. 1999). In der vorliegenden Untersuchung war der
TBPf nach OVX in den Femurknochen signifikant (p<0,05) erhoht. Obwohl der TBPf in
den Wirbel- und Tibiaknochen nach OVX ebenfalls erhohte Werte aufwies, war der
Unterschied hier nicht signifikant.

SCHOLZ-AHRENS et al. (1996) konnten an ovarektomierten Sauen keinen Unterschied
des TBPf im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen.

Bei Frauen nimmt der TBPf nach der Menopause signifikant zu (HAHN et al. 1992).
AMLING et al. (1994) fanden bei Frauen mit postmenopausaler Osteoporose eine
Erhohung des TBPf {iber die gesamte Wirbelsdule. Zusétzlich korrelierte das
Trabekelvolumen in der Versuchs- (r=0,81) und Kontrollgruppe (r=0,76) signifikant mit
dem TBPf (p<0,001).

Osteoporose ist eine Skeletterkrankung, die durch eine herabgesetzte Knochenfestigkeit
charakterisiert ist und zu einem erhdhten Frakturrisiko pradisponiert (NIH-CDP 2001). Die
Knochenfestigkeit wird von der Knochenmasse und -mikrostruktur mitbestimmt
(AHLBORG et al. 2003, DALLE CARBONARE und GIANNINI 2004, SEEMAN und
DELMAS 2006), welche bei Osteoporose veridndert sind (PARFITT et al. 1983, KIMMEL
et al. 1990, SNYDER et al. 1993, RITZEL et al. 1996, SILVA und GIBSON 1997). Der
Grund fiir diese Verdnderungen, die nach OVX auch in vielen Tiermodellen auftreten, ist
noch nicht restlos aufgekldrt. In zahlreichen Zellen des Knochengewebes wie periostalen
Zellen, Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten wurden inzwischen Ostrogenrezeptoren
nachgewiesen (ERIKSEN et al. 1988, OURSLER et al. 1991b, WESTERLIND et al. 1995,
HOYLAND et al. 1997, ONOE et al. 1997). Dementsprechend vielfaltig und komplex sind
auch die Effekte, die Ostrogen auf Knochengewebe ausiibt und daher am Verlust von
Trabekelvolumen und an Mikrostrukturverdnderungen beteiligt sein konnen.

So hemmt Ostrogen die Osteoklastogenese (SHEVDE et al. 2000, SRIVASTAVA et al.
2001, GARCIA PALACIOS et al. 2005) und in differenzierten Osteoklasten wird sowohl
die Resorptionsaktivitit gesenkt (OURSLER et al. 1991b, TARANTA et al. 2002) als auch
die Apoptose induziert (HUGHES et al. 1996, KAMEDA et al. 1997, CHEN et al. 2005).
Obwohl der GroBteil des Knochenverlusts infolge Ostrogenmangels primir durch die

verstiarkte Knochenresorption zustande kommt, ist verminderte Knochenbildung ebenfalls
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ein mitwirkender Faktor beim Knochenverlust (CHOW et al. 1992, QU et al. 1998).
Ostrogen beeinflusst an Osteoblasten die Expression zahlreicher Gene, die fiir Enzyme,
Zytokine und Wachstumsfaktoren, Knochenmatrixproteine, Hormonrezeptoren sowie
Transkriptionsfaktoren kodieren (SPELSBERG et al. 1999). Neben der Hemmung von pro-
resorptiven Zytokinen wird durch Ostrogen beispielsweise auch die Expression von
Kollagen Typ-I gesteigert (ERNST et al. 1989), so dass Ostrogenmangel zur reduzierten
Bildung von extrazelluldrer Matrix fithrt (LERNER 2006). Zusitzlich hemmt Ostrogen die
Apoptose  von  Osteoblasten =~ (MANOLAGAS  2000) und  steigert die
Osteoblastenprolieferation sowie -differenzierung (OURSLER et al. 1991a).

5.2 Diskussion der Methode

Durch Verwendung verschiedener Techniken zur histologischen Aufbereitung und
Féarbung ist es heute moglich, nahezu jede Gewebestruktur sichtbar zu machen. Die
Herstellung von Diinnschliffpréparaten nach DONATH und BREUNER (1982) erméglicht
z. B. die Darstellung von nicht dekalzifiziertem Knochen in optisch guter Qualitdt. Durch
die Fiarbung nach SMITH und KARAGIANES (1974) konnen verschiedene
Gewebestrukturen differenziert werden.

Zur quantitativen Analyse von Gewebehistologien dient die Histomorphometrie. Das
Prinzip der Histomorphometrie liegt darin, dass ein vom Mikroskop vergroBertes Bild von
einer Digitalkamera erfasst und an einen Personalcomputer weitergegeben wird. Mit einer
Histomorphometrie-Software konnen anschlieBend quantitative Messungen an den Bildern
vorgenommen werden.

Die Histomorphometrie stellt derzeit den Goldstandard der Knochengewebsuntersuchung
dar (CARLSON et al. 2009). Ein Vorteil der digitalisierten Histomorphometrie liegt darin,
dass die Kamera bereits das durch das Mikroskop vergréBerte Bild aufnimmt und somit im
Rahmen der Bildiibertragung zum Monitor nur noch die letzte Stufe der Vergroferung
leisten muss. Dadurch kénnen auch kleine Strukturen stark vergroBert dargestellt und
prazise ausgewertet werden. Die Auflosung der Histomorphometrie ist deutlich grofer als
die von Densitometrie, Magnetresonanztomographie (MRT) oder Rontgentechniken wie
z. B. die Mikro-Computertomographie (WCT) (CARLSON et al. 2009).

Durch Histomorphometrie werden statische Informationen iiber die Knochenstruktur

gewonnen, die von zweidimensionalen Gewebepriparaten stammen. Durch stereologische
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Verfahren konnen aus zweidimensionalen Bildern dreidimensionale Parameter errechnet
werden. Es ist also mdglich, durch Postulierung eines festen Strukturmodells
dreidimensionale Parameter wie z. B. Tb.Th, Tb.N oder Tb.Sp indirekt zu bestimmen.
Normalerweise werden idealisierte Platten- oder Stabmodelle vorausgesetzt (PARFITT et
al. 1983, HILDEBRAND et al. 1999). In der vorliegenden Studie beruht die Berechnung
von Tb.Th, Tb.Sp. und Tb.N auf Annahme des Parallel-Plate-Models (PARFITT et al.
1983). Die Postulierung eines festen Strukturmodells ist allerdings nicht unproblematisch,
da die reale Knochenstruktur von den idealisierten Modellvorstellungen abweichen kann.
Eine Abweichung wiirde dann zu Fehlern in den indirekt bestimmten Parametern fithren
(HILDEBRAND et al. 1999).

Die zweidimensionale Darstellung eines dreidimensionalen Gewebes birgt noch ein
weiteres Problem. Um bei zweidimensionaler Betrachtung Riickschliisse auf die
dreidimensionale Realitdt ziehen zu kdnnen, miisste die Knochenprobe isotrop, das heif3t in
alle Raumrichtungen gleich sein, damit keine Fehler entstehen. Allerdings ist diese
Isotropie nicht an allen Skelettlokalisationen gegeben (WILLIAMS und LEWIS 1982,
TURNER CH 1992, MULLER und RUEGSEGGER 1996). In dieser Studie wird davon
ausgegangen, dass die untersuchten Knochenregionen isotrop sind.

Ein neuartiges Verfahren, das die genannten Probleme umgeht und eine dreidimensionale
Darstellung von Geweben ermdglicht, ist die pCT. Bei der pCT handelt es sich um ein
hochauflosendes, auf Rontgenstrahlung basierendes Bildgebungsverfahren, das eine
schnelle Strukturanalyse ermoglicht, ohne das Knochenpriparat durch histologische
Aufbereitung zu zerstéren (MULLER et al. 1998).

Es gibt mehrere Studien, die die Korrelation zwischen Histomorphometrie und pCT
untersucht haben. THOMSEN et al. (2005) verglichen die Ergebnisse von
Knochenstrukturanalysen miteinander, die mit konventioneller Histomorphometrie und
UCT an Tibiaknochen durchgefiihrt wurden. Sie fanden hochsignifikante Korrelationen
(p<0,01) fiir das Knochenvolumen (r=0,95) und die ,,Connective-Density* (CD) (1=0,95),
einen Parameter, der den Vernetzungsgrad des Trabekelwerks anzeigt. Weiterhin ergab
sich eine hochsignifikante Korrelation (r=0,95) zwischen dem ,,Structure-Model-Index‘
(SMI) des uCT und dem histomorphometrisch ermittelten TBPf (=0,95). Der SMI zeigt
an, ob das Trabekelwerk eher plattenartig oder eher stabartig aufgebaut ist
(HILDEBRAND und RUEGSEGGER 1997).

Im Rahmen der BIOMED I-Studie haben MULLER et al. (1998) die Korrelationen von

Histomorphometrie und pCT bei der Knochenstrukturanalyse von Beckenkammbiopsien
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untersucht. Es zeigten sich hochsignifikante Korrelationen (p<0,0001) zwischen den
beiden Methoden fiir das Knochenvolumen (r=0,93), die Trabekeldicke (r=0,84) und den
Trabekelabstand (r=0,91). Die arithmetischen Mittelwerte der Knochenstrukturparameter
wurden bei Verwendung des pCT allerdings grofer gemessen als bei Bestimmung durch
Histomorphometrie, wobei die durchschnittliche prozentuale Differenz bei 2,5 % (BV/TV),
6,8 % (Tb.Th) und 2,2 % (Tb.Sp) lag. Diese Tendenz wird durch eine Untersuchung von
CHAPPARD et al. (2005) bestidtigt, in welcher die Trabekeldicke bei Bestimmung mit
puCT um fast 50 % groBer war, als wenn sie konventionell mit Histomorphometrie erfasst
wurde.

Am pCT ist weiterhin problematisch, dass die Messergebnisse von Aufnahmeparametern
wie der Auflésung (MULLER et al. 1996, KIM et al. 2004) oder auch dem Osteoidgehalt
des Knochens abhingen (CHAPPARD et al. 2005). Da es sich um ein relativ neues
Verfahren handelt, sind Ablauf und Anwendung von Knochenstrukturuntersuchungen mit
uCT bisher nicht ausreichend standardisiert (MULLER et al. 1998).

Aufgrund der Vor- und Nachteile der beiden Verfahren sollten Histomorphometrie und
pCT als sich erginzende Techniken angesehen werden. Da mit Histomorphometrie nahezu
jede Gewebestruktur darstell- und quantifizierbar ist, kann die pCT die Histologie nicht
ersetzen, andererseits ist eine dreidimensionale Darstellung mit histologischen Methoden

nicht moglich.

5.3 Diskussion des Tiermodells

In der vorliegenden Studie wurden 10 weibliche Géttinger Minischweine verwendet. Diese
vergleichsweise geringe Anzahl an Versuchstieren erklért sich aus der Tatsache, dass es
sich um eine Pilotstudie handelt. Um Selektionsbias zu vermeiden, wurden die Tiere durch
Randomisierung auf die Versuchs- und die Kontrollgruppe verteilt.

Das Durchschnittsgewicht der Versuchsgruppe lag bei 67,8 + 6,76 kg, wihrend die
Kontrollgruppe ein mittleres Gewicht von 63,0 + 11,6 kg aufwies. Das Durchschnittsalter
der Versuchsgruppe betrug zu Beginn der Studie 4,06 + 0,72 Jahre gegentiber 3,25 + 0,86
Jahre in der Kontrollgruppe. Da Schweine ihre PBM mit 2,5-3 Jahren erreichen
(BOUCHARD et al. 1995), ist davon auszugehen, dass alle Tiere zu Studienbeginn ihre
PBM bereits erreicht hatten und das Knochenwachstum abgeschlossen war. Die

Verwendung von ausgewachsenen Tieren ist in der Osteoporoseforschung obligat, um
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Fehler durch Wachstumsprozesse und Knochenbildung zu vermeiden (REINWALD und
BURR 2008).

Um ein Bias durch Confounder zu verhindern, wurden die Tiere beider Versuchsgruppen
mit Ausnahme der Operationstechnik und der Futtermittelzusammensetzung exakt gleich
behandelt. Die Schweine stammten alle vom gleichen Zuchtbetrieb, so dass der Einfluss,
den eine unterschiedliche Herkunft auf die Versuchsergebnisse bewirken kann, gering
gehalten wurde. Durch Verwendung von genetisch einheitlichen Zuchtlinien ist es z. B. bei
Ratten und Miusen mdglich, den stdrenden Einfluss von genetischen Variablen auf die
Studienergebnisse zu reduzieren (TURNER AS 2001). Diese Moglichkeit ist bei
Minischweinen derzeit nicht gegeben.

Da ovarektomierte Tiere einen Zustand erreichen, welcher der Postmenopause der Frau
dhnelt (REINWALD und BURR 2008), wurde bei den Tieren der Versuchsgruppe eine
bilaterale OVX durchgefiihrt. Um den FEinfluss des Operationsablaufs auf die
Versuchsergebnisse auszuschlieBen, wurden die Tiere der Kontrollgruppe einer Sham-OP
unterzogen. Die Operationen wurden stets vom gleichen OP-Personal vorgenommen.

Eine Studie von SCHOLZ-AHRENS et al. (1996) zeigt, dass eine alleinige OVX nicht zu
Verianderungen in der Mikrostruktur von Knochen fiihrt. Daher wurde die Versuchsgruppe
zusitzlich zur OVX einer Didt mit reduziertem Kalzium- (0,16 %) und Phosphatgehalt
(0,59 %) ausgesetzt, wihrend das Futtermittel der Kontrollgruppe normale Mengen an
Kalzium (0,96 %) und Phosphat (0,71 %) aufwies. In einer Studie von MOSEKILDE et al.
(1993b) trat bei ovarektomierten Schweinen eine Osteopenie ein, wenn eine Didt mit
geringem Kalziumgehalt (0,75 % gegeniiber 0,9 %) verabreicht wurde. Da Soja eine
Ostrogenartige Wirkung besitzt (MESSINA 2002, SONG et al. 2007), wurde beim
Futtermittel auf einen Sojazusatz verzichtet.

Die Versuchsdauer betrug ab OVX der Tiere 234 bis 238 Tage. Eine vergleichbare Studie
an Sinclair S-1 Minipigs dauerte ab dem Zeitpunkt der OVX 6 Monate an, wobei der OVX
eine 6-monatige Didt mit reduziertem Kalziumgehalt vorausging (MOSEKILDE et al.
1993b). SCHOLZ-AHRENS et al. (1996) untersuchten die Knochenstrukturdanderungen an
Sauen 12 und 20 Monate nach OVX.
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5.4 Ausblick in die Zukunft

Zur Evaluation von dentalen oder orthopéddischen Implantaten sind Groftiermodelle
unumgénglich. Aufgrund der zahlreichen Vorteile wie z.B. dem Vorkommen
osteoporotischer Spontanfrakturen (SPENCER 1979) oder der Ahnlichkeit des
Ostruszyklus zum menschlichen Menstruationszyklus (MOSEKILDE et al. 1993a,
BELLINO 2000) ist davon auszugehen, dass das Gottinger Minischwein als
Grofitiermodell in der Osteoporoseforschung zukiinftig groBere Bedeutung erlangen wird.
Die prinzipielle Eignung wird auch von den Ergebnissen dieser Studie unterstrichen. Da es
allerdings nur sehr wenig weitere Untersuchungen zu Knochenstrukturdnderungen nach
OVX und kalziumarmer Didt an Minischweinen gibt, sollte die Evidenz zur Eignung des
Gottinger Minischweins als Modell fiir die postmenopausale Osteoporose durch weitere
Studien noch verbessert werden.

Weil es sich bei der vorliegenden Untersuchung um eine Pilotstudie handelt, wurde nur
eine geringe Anzahl von Tieren untersucht. Es war daher sehr schwierig, signifikante
Daten zu erzeugen. In der Zukunft sollte daher ein groBeres Kollektiv zur Verfiigung
stehen.

Das pCT ist ein neuartiges Verfahren, das die Moglichkeit bietet, Knochengewebe
dreidimensional darzustellen. In nachfolgenden Untersuchungen sollte dieses Verfahren
erginzend zur Histomorphometrie angewendet werden, wobei die tomographische
Untersuchung der Histomorphometrie vorangestellt sein muss, da es sich bei der

Histomorphometrie um ein destruktives Verfahren handelt.

5.5 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Untersuchung sollte es sein, den Einfluss des postmenopausalen
Ostrogenmangels auf die trabekuldre Mikrostruktur an Géttinger Minischweinen
histomorphometrisch zu untersuchen. Unter den Rahmenbedingungen der vorliegenden

Studie konnten folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:
1. Ovarektomie fiihrt an Gottinger Minischweinen zu einer signifikanten Reduktion
des Trabekelvolumens an Lendenwirbelkdrpern sowie an Tibia- und

Femurknochen.
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2. Ovarektomie fithrt an Gottinger Minischweinen zu teilweise signifikanten
Anderungen der Konnektivitits- und Diskonnektivititsparameter des trabekuliren
Netzwerkes an Lendenwirbelkdrpern sowie an Tibia- und Femurknochen. Es ldsst
sich deutlich die Tendenz erkennen, dass OVX die Konnektivitdtsparameter
erniedrigt und die Diskonnektivitdtsparameter erhoht:

a. Verringerung der Trabekelbreite (Tb.Th) und der Trabekelanzahl (Tb.N),
Erhohung des Trabekelabstands (Tb.Sp) nach OVX.

b. Verringerung der Anzahl an Trabekelkreuzungen (N.No) sowie Erhohung
der Anzahl an frei endenden Trabekeln (N.Tm) nach OVX, woraus ein
Absinken der N/F-Ratio resultiert.

c. Verkiirzung der Node-to-Node-Strut-Lange (No.No), Erhdhung der Node-
to-Terminus-Strut-Lange (No.Tm) sowie der Terminus-to-Terminus-Strut-
Lange (Tm.Tm) nach OVX.

d. Erhohung des Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf) nach OVX.

Somit fiihrt Ovarektomie von Gottinger Minischweinen zu Knochenverdanderungen, die

denen der postmenopausalen Osteoporose beim Menschen sehr dhnlich sind.
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6 Zusammenfassung

Fragestellung: Goéttinger Minischweine scheinen aufgrund zahlreicher Vorteile wie z. B.
dem Vorkommen von osteoporotischen Frakturen, der Ahnlichkeit des Ostruszyklus zum
menschlichen Menstruationszyklus oder der Moglichkeit der orthotopen Implantatinsertion
als Grofitiermodell fiir die postmenopausale Osteoporose gut geeignet zu sein. Ziel dieser
Untersuchung war es, die Knochenstrukturveranderungen, die sich an Gottinger
Minischweinen aufgrund von Ovarektomie ergeben, histomorphometrisch zu untersuchen,
um die grundsitzliche Eignung als GroBtiermodell zur Simulation der postmenopausalen
Osteoporose festzustellen.

Methode: 10 Géttinger Minischweine wurden randomisiert auf zwei Gruppen verteilt. Um
eine osteoporotische Stoffwechsellage zu erzeugen, wurden die Tiere der Versuchsgruppe
(n=5) ovarektomiert und kalziumarm erndhrt, wdhrend die Kontrollgruppe (n=5)
scheinoperiert und mit Standarddidt erndhrt wurde. Nach 8 Monaten erfolgte die
Euthanasie der Tiere und die Entnahme der 5. Lendenwirbelkorper sowie der proximalen
Anteile der rechten Tibia- und Femurknochen. Nach Herstellung von
Diinnschliffpriparaten und Farbung nach SMITH und KARAGIANES (1974) erfolgte die
histomorphometrische Untersuchung anhand folgender Parameter: Trabekelvolumen
(BV/TV), Trabekeldicke (Tb.Th), Trabekelzahl (Tb.N), Trabekelabstand (Tb.Sp),
Trabecular-Bone-Pattern-factor (TBPf), Anzahl an Trabekelknotenpunkten (N.Nd), Anzahl
an frei endenden Trabekeln (N.Tm) und N/F-Ratio (No/Tm). Zusdtzlich wurde die
Gesamtverbindungslinge zwischen Knotenpunkten (No.No), zwischen Knotenpunkt und
frei endenden Trabekeln (No.Tm) sowie zwischen frei endenden Trabekeln (Tm.Tm)
bestimmt.

Ergebnisse: An allen drei Knochenlokalisationen kam es nach Ovarektomie (OVX) zu
einer signifikanten Reduktion des Trabekelvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe,
wihrend die Konnektivitits- und Diskonnektivitdtsparameter des trabekuldren Netzwerkes
nur vereinzelt signifikante Unterschiede zeigten. Dennoch lie3 sich nach OVX deutlich die
Tendenz der Zunahme von Diskonnektivititsparametern und der Abnahme von
Konnektivitdtsparametern erkennen.

Schlussfolgerung: OVX fiihrt an Goéttinger Minischweinen zu Knochenveranderungen,

die denen der postmenopausalen Osteoporose beim Menschen sehr dhnlich sind.
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