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Abklrzungsverzeichnis

CJ

Callithrix jacchus

Dex 5 mg Frih

Frihe Applikation von 5 mg Dexamethason (zwischen
42. und 48. Schwangerschaftstag)

Dex 5 mg Spat

Spéate Applikation von 5 mg Dexamethason (zwischen

90. und 96. Schwangerschaftstag)

DPZ Deutsches Primatenzentrum

EUPEAH Glucocorticoid hormone programming in early life and its
impact on adult health

GC Glukokortikoide

gM Gelbes Knochenmark

rM Rotes Knochenmark

SFL Schadel-Fersen-Lange

SSL Schadel-Steil3-Lange




1. Einleitung

1.1 Wirkungsweise der Glukokortikoide (GC)

Dexamethason ist eines der bekanntesten Kortisonpraparate mit einem grof3en
Einsatzspektrum und gehort zur Wirkstoffklasse der GC. Es wird synthetisch
hergestellt und wirkt rund 30-mal starker als das korpereigene Kortisol (Wikipedia:
Dexamethason 2013, Toxcenter 2009). Mit einer Halbwertszeit von 36 - 54 Stunden
gehort es zur Gruppe der langwirksamen GC.

GC wirken stark auf den Korperstoffwechsel und die unterschiedlichen Gewebe. Dies
erlaubt ein breites Einsatzspektrum. Allerdings sollte die groBe Zahl an
Nebenwirkungen nicht auf3er Acht gelassen werden. Sie betreffen den gesamten
Kdrper mit nicht unbeachtlichen Folgen (Toxcenter 2009).

Auswirkungen auf den Kalzium- und Knochenstoffwechsel sind seit langem bekannt
(Henzen 2003, Pfeifer et al. 2001). Bei Kindern kann durch pharmakologische Dosen
eine Hemmung des Langenwachstums und der Knochenreife festgestellt werden
(Henzen 2003). Unter anderem ist auch die Knochenarchitektur betroffen. Bei
Langzeitanwendungen von GC kommt es zum Erscheinungsbild der Osteoporose
(Nehls 2010, Pfeifer et al. 2001). Wissenschaftler des Leibniz-Institutes fur Alters-
forschung - Fritz-Lipmann-Institut Jena haben im Jahr 2010 entdeckt, dass nicht die
Osteoklasten der Angriffpunkt fur die GC sind, sondern die Osteoblasten. Die
glukokortikoidinduzierte Osteoporose entsteht durch einen gestdrten Knochen-
aufbau (Tan et al. 2012, Rauch et al. 2010). Hier ist insbesondere der trabekulare
Knochen der Wirbelkérper wegen seines héheren Knochenumbaus betroffen (Nehls
2010). Das Frakturrisiko steigt um das Dreifache (Henzen 2003). Eine weitere
Komplikation der Therapie ist die Osteonekrose des Femurkopfes, aber auch
Humeruskopf und distaler Femur kénnen betroffen sein (Tan et al. 2012, Henzen
2003). Die veranderte Knochenstruktur der postmenopausalen Osteoporose
hingegen kommt durch den Rickgang der Ostrogenproduktion und der daraus
resultierenden vermehrten Freisetzung von Kalzium aus dem Knochen zustande
(Helmberg 2009/ 2010, Junqueira et al 2002).



1.2 Die Unreife der fetalen Lunge im Zusammenhang mit der

Frihgeburt

Etwa 10 % aller Kinder kommen vor Vollendung der 37. Schwangerschafts-woche
(SSW), 2% bis 3 % vor Vollendung der 34. SSW und 1% bis 2 % vor Vollendung der
32. SSW zur Welt, Tendez steigend (Sauerwald und Rath 2000)

Am meisten gefirchtet bei der Friihgeburt ist das Atemnotsyndrom oder Respiratory-
distress-Syndrom (RDS) mit seinen Folgen. Das RDS ist eine akute Erkrankung der
Lunge wahrend der ersten Lebensstunden und Tage (Wulf und Schmidt-Matthiesen
1997). Bei ca. 20 % der Frihchen fihrt es zum Tode (Schneider et al. 2011). Das
Atemnotsyndrom ist Folge eines primaren Surfactantmangels bei gleichzeitiger
struktureller Unreife der Lunge (Wulf und Schmidt-Matthiesen 1997). Die Reifung der
Lunge ist vor allem von der Surfactantbildung abhangig. Dieses wird in Pneumozyten
Typ Il gebildet. Die Wirkung des Surfactant besteht darin, dass es die Ober-
flachenspannung der Alveolen herabsetzt. Erfolgt dessen Synthese nicht, kdnnen
sich die Alveolen nicht entfalten und sie bleiben kollabiert (Bender et al. 2003).

Durch Gabe von GC kann die Mortalitdt des RDS deutlich reduziert werden. Dies
wurde durch mehrere wissenschaftliche Studien schon in den 60er-Jahren belegt
(Crowley 1995, Crowley et al. 1990, Liggins 1972, Liggins1969).

Inzwischen ist es therapeutischer Standard, bei drohender Frihgeburt zwischen der
24. und 34. SSW eine GC-Therapie einzuleiten Die Dosis entspricht 4 x 6 mg i.m. im
12-h-Intervall oder 2 x 12 mg im 24-h-Intervall (Commitee Opinion 2011, Kutzler et al.
2004, Smrcek et al. 2001). Vor der 24. SSW sollten keine GC verabreicht werden
(Schneider et al. 2011). Wegen seiner guten Plazentagéngigkeit erreichen GC beim
Fotus schnell eine hohe Plasmakonzentration (Hatz 1998). Die nachweisbare Wir-
kung tritt 24 Stunden nach Injektion ein und das Wirkungsoptimum 48 Stunden bis 7
Tage nach Therapiebeginn (Der Arzneimittelbrief 1998). Dadurch ist die Uberlebens-
rate verbessert. Zwischen der 24. und 28. SSW kann durch die GC-Gabe das RDS
nicht verhindert, aber die Mortalitatsrate und die Anzahl an ventrikularen Hirn-
blutungen deutlich reduziert werden. Nach der 29. SSW bis zur 34. SSW wird eine
Senkung des RDS-Risikos durch die Therapie erreicht (Schneider et al. 2011).

Die Gabe von GC ist in den letzten Jahren riicklaufig geworden. Trotz der bekannten
positiven Wirkung auf die Beschleunigung der Lungenreifung sind auch die Neben-

wirkungen nicht auf3er acht zu lassen. In vielen Studien setzte man sich damit aus-
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einander, wie die GC auf die restlichen Organe wirken und was dies fur die weitere
Entwicklung des Kindes bedeutet im Hinblick auf Spéatfolgen (Bender et al. 2003).
Nachteilige Effekte der langeren pranatalen Verabreichung kénnen die Ausdehnung
der Schwangerschaftslange (Novy und Walsh 1983), Wachstumsretardation des
Fotus (Korgun et al. 1999) und reduziertes Geburtsgewicht beim Menschen sein (de
Vries et al. 2007). Bei den Neugeborenen wird haufig festgestellt, dass nach
pranataler Dexamethason-gabe eine Zunahme des Blutdrucks in den ersten 24
Stunden nach der Geburt auftritt (Fatusi¢ 2004). De Vries et al. (2007) wiesen auch
erhohte Blutdruckwerte bei pubertaren Chlorocebus aethiops nach. Durch den Ein-
fluss der GC auf das hormonelle System kdonnen Erkrankungen wie die Hypertonie
im Erwachsenenalter verstarkt ausgebildet werden (Korgun et al. 1999). Daruber
hinaus sind Hyperglykamien, Hyperinsulinismus und hypothalamische-hypo-physéare
Veréanderungen bekannt (de Vries et al. 2007).

Tierstudien haben ebenfalls gezeigt, dass die Gabe von GC in therapeutischen
Dosen wahrend der Schwangerschaft das Wachstum des Féten verzogert sowie zur
Auslésung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Stoffwechselkrankheiten im Er-
wachsenenalter fuhren kann.

Bei Mittern ist eine vortubergehende Wirkung auf den Knochenformationsprozess
bekannt, die aber ohne Spatfolgen bleibt (Ogueh et al.1998).



1.3 Das metabolische Syndrom

Das metabolische Syndrom umfasst die Risikofaktoren erhohter Taillenumfang, tber-
hohte Triglyzeridwerte, erniedrigte HDL-Cholesterinwerte, erhéhter Blutdruck und er-
hohte Blutzuckerwerte (Wirth et al. 2006). Werden mehr als drei dieser Risikofak-
toren zusammen festgestellt, kann von der Diagnose metabolisches Syndrom ge-
sprochen werden (Lee et al. 2011, Wirth et al. 2006).

Die Effekte der Fettleibigkeit auf den Knochenmetabolismus werden kontrovers
diskutiert. Zum einen spricht man dem Ubergewicht positive Effekte auf den Kno-
chenumbau zu, zum anderen negative mit Verlust an Knochendichte. Adipozyten und
Osteoblasten differenzieren sich aus denselben multipotenten mesenchymalen
Stammzellen, was bei Ubergewicht zu einer vermehrten Differenzierung von Adipo-
zyten mit Fetteinlagerung filhren kann und gleichzeitig die Osteoblastendifferen-
zierung und das Knochenremodelling negativ beeinflusst. Der Zusammenhang
zwischen Fettleibigkeit und chronischer Entziindung ist bekannt. Die dabei frei-
gesetzten proinflammatorischen Zytokine fordern die Osteoklastenaktivitat und die
Knochenresorption durch Beeinflussung bestimmter Rezeptoren. Vermehrte Auf-
nahme fetthaltiger Nahrungsmittel kann zu einer gestorten Calciumaufnahme im
Darm fuhren und damit die Verflugbarkeit von Calcium fir Knochenformations-
prozesse verringen. Es ist bekannt, dass chronische Entziindungen und hohe Spie-
gel an proinflammatorischen Zytokinen bei Patienten mit Parodontitis, Pankreatitis,
entztindlichen Magen-Darm-Erkrankungen und rheumatoiden Arthriden zu Knochen-
abbau fuhren kénnen (Cao 2011).

Bei ménnlichen Méausen, die 14 Tage mit einer sehr fetthaltigen Di&t erndhrt wurden,
stellte man ein reduziertes trabekulares Knochenvolumen und eine erniedrigte
Trabekelanzahl im Schienbein fest. Im kortikalen Knochen dagegen gab es keine
erkennbaren Veranderungen (Cao et al. 2009). Postmenopausale Frauen mit meta-
bolischem Syndrom zeigen héhere Werte an C-reaktivem-Protein und eine geringere
Knochendichte im Lendenwirbel und Oberschenkelhals. Pramenopausale Frauen mit
metabolischem Syndrom dagegen haben nur eine reduzierte Knochendichte im
Lendenwirbel (Jeon et al. 2011). Das Fettgewebe ist aul3erdem ein endokrines Or-
gan, welches Adipokine ausschiittet, die wiederum Auswirkungen auf den Knochen-
stoffwechsel haben und am Krankheitsbild der Osteoporose beteiligt sind (Lee et al.
2011).



1.4 Callithrix jacchus (CJ) als Primatenmodell

Abb. 1: Callithrix jacchus (http://farm3.static.flickr.com/2243/2446896482_536cc
74582.jpg) 24.7.2011

Der CJ (WeilRbuschelaffchen) gehort zur Familie der Krallenaffen. Urspringlich
stammt er von der Nordostkuste Brasiliens, inzwischen ist er aber auch im sudost-
lichen Brasilien angesiedelt (Wikipedia: Callithrix jacchus 2011). Besondere Kenn-
zeichen dieser Tiere sind die weil3en blschelartigen Haare, die die Ohren umgeben,
der weil3e Fleck auf der Stirn, dem sonst haarlosen Gesicht und der lange grau-weif3
gestreifte Schwanz (Wikipedia: Callithrix jacchus 2011). Die Tiere erreichen eine
Kopf-Rumpflange von ca. 18 cm bis 25 cm bei einem Koérpergewicht von rund 300 -
500 Gramm (Wikipedia: Callithrix jacchus 2011, Hauser et al. 2008, Bagi et al. 2007,
Li et al. 2005). Die geringe Korpergrof3e der CJ erleichtert den Umgang mit ihnen als
Versuchstiere (Chandolia et al. 2006). Im Gegensatz zu Schweinen, Hunden und
Schafen sind ihre Handhabung und die Unterbringung deutlich einfacher (Bagi et al.
2007, Angeliewa et al. 2004). Mehrlingsgeburten sind in menschlicher Obhut haufig.

Die Schwangerschaft von CJ dauert zwischen 140 - 145 Tagen (Wikipedia: Callithrix
jacchus 2011, Li et al. 2005). Im Schnitt bringt das Weibchen zwischen ein und zwei
Junge pro Geburt zur Welt (Wikipedia: Callithrix jacchus 2011, Hofmann et al. 2007).
Zwillingsgeburten sind typisch fir die CJ (Hofmann et al. 2007). Nach drei Monaten
werden die Jungen entwohnt (Wikipedia: Callithrix jacchus 2011, Hauser et al. 2008).
Die Geschlechtsreife tritt im zweiten Lebensjahr ein (Wikipedia: Callithrix jacchus
2011, Hauser et al. 2008, Li et al. 2005). In freier Wildbahn ist mit einer Lebens-



erwartung von ca. 12 Jahren zu rechnen (entspricht einem Alter von tber 80 Jahren
beim Menschen). In menschlicher Obhut erreichen die Tiere haufig ein hheres Alter.
Der CJ zeigt beim Hormonprofil und Zyklus groRe Ahnlichkeit mit der Frau. Die
Zykluslange liegt bei ca. 28 Tagen (Li et al. 2005). Allerdings zeigt er keine typischen
auReren Anderungen fiir das Zyklusstadium wie Menstruation oder Veranderung des
Scheidenepithels (Hearn 1983). Ein weiterer Unterschied vom weiblichen CJ zur
Frau ist die erhohte Ovulationsrate von mehreren Eizellen pro Zyklus und der damit
verbundenen Haufung zu Zwillings- und Drillingsschwangerschaften (Li et al. 2005).
Der Tag der Ovulation wird bei den CJ als erster Tag des Zyklus gerechnet,
wohingegen bei der Frau der Zyklus mit dem ersten Tag der Menstruation beginnt
(Hearn 1983). Die relativ lange dauernde Graviditat in Abhangigkeit zu seiner
KorpergroRe im Vergleich zur Frau wird von Merker et al. 1988 in einer verzdgerten
Embryonalentwicklung beschrieben.

Relative kurze Zuchtintervalle von 4,5 - 5 Monaten (Li et al. 2005, Angeliewa et al.
2004, Hearn et al. 1978, Hearn 1983) und das frihe Eintreten der Geschlechtsreife
(Pubertatsbeginn zwischen dem 6. und 12. Lebensmonat) (Li et al. 2005) macht sie
diesbeziglich zu einem idealen Objekt im Rahmen von reproduktionsbiologischen
Untersuchungen. Das Korperwachstum und die skelettale Entwicklung sind bei

mannlichen und weiblichen Tieren identisch (Li et al. 2005).



1.5 Histologie der langen R6hrenknochen:
Oberschenkel (Femur) und Schienbein (Tibia)

Das Knochengewebe ist ein spezielles Bindegewebe, welches Uberwiegend aus
einer kalziumreichen extrazellularen Substanz (Knochenmatrix) besteht. Den anor-
ganischen Anteil bilden als Hauptanteil Kalzium und Phosphat in Form von
Hydroxyapatitkristallen. Der organische Anteil besteht zu 95 % aus Kollagen Typ |
und Proteoglykanen, welche von den Osteoblasten sezerniert werden. Wahrend der
Knochenmineralisierung werden diese im Knochen eingeschlossen und dann als
Ostozyten bezeichnet. lhre Aktivitdt kann durch mechanische Beanspruchung des
Knochens gefdrdert werden. Die Osteoklasten bilden die dritte Komponente an Zel-
len des Knochens. Sie gehdéren dem MPS (Mononukledren Phagozytosesystem) an
und sind in der Lage, die Knochenmatrix abzubauen.

Der Oberschenkelknochen und der Schienbeinknochen gehéren zu den lamellar
aufgebauten Rohrenknochen. Der Rohrenknochen teilt sich in zwei Zonen auf: die
Epiphyse, den verbreiterten Teil des Knochens, der groéRtenteils aus spongiésem
Knochen besteht und die Diaphyse, die den Knochenschaft bildet und tberwiegend
aus Kortikalis aufgebaut ist. Den Ubergang bildet die Metaphyse, in der auch die
Epiphysenfuge liegt. In ihr findet das Knochenwachstum statt. Zerschneidet man den
Rohrenknochen quer, erkennt man eine aufere kompakte Schicht, Substantia
compacta bzw. Kortikalis und im Bereich der Metaphyse noch eine innere Schicht,
die Substantia spongiosa, ein schwammartiges Gebilde.

Die lamellare Schicht der Kortikalis entsteht dadurch, dass Kollagenfasern und Matrix
dicke Lamellen bilden, die sich konzentrisch um einen zentralen Kanal anordnen,
den Havers-Kanal. Zusammen mit den Lamellen bildet er das Havers-System oder
Osteon. In diesen Kandalen verlaufen nutritive Gefal3e, Nerven und Bindegewebe,
welche vom Periost aus einsprieBen. Uber schrag verlaufende Volkmann-Kanéle
kommuniziert das Havers-System mit dem Knochenmark und dem Periost. Die
knochensubstanzfreien Raume enthalten das rote Knochenmark (rM), in dem die
Blutzellen gebildet werden und das gelbe Knochenmark (gM), das zum Hauptanteil
aus Fett besteht (Jastrow 2011, Junqueira et al. 2002, Morike et al. 2001). Bei
Kindern und Jugendlichen ist vornehmlich rotes Knochenmark zu finden. Mit Ab-
schluss des Wachstums und im Alter entwickelt sich ein Teil zu gelbem Knochen-
mark (Junqueira et al. 2002, Morike et al. 2001).



Die Hauptbelastungszonen des Skeletts der menschlichen Spezies befinden sich in
den Handgelenken, der Hifte und den Fuf3en. Dies ist bedingt durch den aufrechten
Gang. Bei den Primaten hingegen liegt wegen des VierfuRRlerganges die Haupt-

belastungszone besonders in den Knien.
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Abb. 2/22: Spongiosa-Architektur des Oberschenkelknochens.

a) Der Schaft des Rohrenknochens hat a - Winde aus kompaktem Knochen. Dieser 16st sich hals- und kopfwirts
in feinste Knochenbilkchen auf, die die b - Spongiosa bilden und in der Richtung der Beanspruchung des
Knochens gerichtet sind. b) Schematischer Verlauf der Beanspruchungslinien: rot — Zuglinien, schwarz — Druck-
linien. (Nach PauweLs.) c) Riumliche Darstellung der trajektoriell angeordneten Spongiosabilkchen. Die
Bilckchenanordnung zwischen c und d ist charakteristisch fiir den aufrecht gehenden Menschen (Trajektorium
der aufrechten Haltung). (Nach KUMMER.)

Abb. 2. Spongiosa-Architektur des Oberschenkelknochens nach Kummer aus Mérike KD/ Betz E/
Mergenthaler W: Biologie des Menschen, 2001, S. 125

Rohrenknochen entstehen durch enchondrale und desmale Ossifikation. Aus einer
Mesenchymverdichtung entwickelt sich ein hyalines Knorpelmodell des zu bildenden
Knochens, welches von einer durch desmale Ossifikation entstandenen Knochen-
manschette umgeben ist (Periost). Die knorpelbildenden Chondrozyten sterben im
Laufe der Zeit ab und die Matrix verkalkt. Durch Einsprossung von Blutgefaf3en und
sich zu Osteoblasten differenzierenden Stammzellen wird die verkalkte Knochen-
matrix besiedelt und es beginnt die Synthese von Knochenmatrix.

In der Diaphyse wachst die periostale Knochenmatrix Richtung Epiphyse, wéahrend
gleichzeitig in ihrem Inneren mit Hilfe von Osteoklasten durch Knochenanbau die
Markhohle geschaffen wird. In der Epiphysenfuge bleibt wahrend des gesamten
Langenwachstums des Knochens noch Knorpel vorhanden. Nach Abschluss des
Wachstums wird diese durch Bildung von Knochenmatrix verschlossen. Das Dicken-

wachstum findet aber weiterhin zeitlebens durch Zug auf das Periost statt.



Das Knochenwachstum und der Knochenumbau (Turnover) werden durch ver-
schiedene Faktoren wie mechanische Einwirkung, Hormone, Wachstumsfaktoren
oder Medikamente beeinflusst. Bei Kindern ist der Turnover ca. 200mal schneller im
Vergleich zum Erwachsenen (Jastrow 2011, Junqueira et al. 2002, Morike et al.
2001).

Das Skelett der erwachsenen CJ hat ahnliche anatomische Charakteristika wie das
erwachsene Humanskelett (Bagi et al. 2007). Die Struktur des Havers-Systems und
das Remodelling von spongiésen und kortikalen Knochen ist bei ihnen ebenfalls vor-
handen (Bagi et al. 2007, Jerome und Peterson 2001). Dies macht sie zu adaquaten
Modellen fur medikamenteninduzierte Veranderungen im Knochenmetabolismus und
der Knochenarchitektur.

Strukturanalysen von spongidsem Knochen alternder CJ zeigen den gleichen Verlust
an Trabekelmasse und Architektur im Vergleich zum alternden Menschen. Allerdings
sind die publizierten Daten uber die Knochenanatomie, -struktur und den Metabo-

lismus von CJ sehr rar (Bagi et al. 2007).



1.6 Weitere Wirkungen von GC beim FoOtus

1972 wurde Dexamethason im Rahmen der Frihgeburttherapie erstmals eingesetzt.
Liggins und Howie sind die Begrinder der RDS-Therapie mit Dexamethason (Wulf
und Schmidt-Matthiesen 1997). Diese Therapie schien der Durchbruch zur Verhin-
derung der Sauglingssterblichkeit zu sein. Die Medikation half, das Uberleben der
Frihchen zu verbessern. Ende der 90er-Jahre propagierte man Dexamethason noch
als das Heilmittel, mit dem man das Frihgeburtrisiko deutlich reduzieren konnte. Es
wurden Empfehlungen fur die Verabreichung gegeben, obwohl noch nicht hin-
reichend Forschungsergebnisse existierten. Im Laufe der Jahre erlangte man durch
viele Studien Erkenntnisse zu den Auswirkungen von GC auf den gesamten Koérper
und die Entwicklung des Organismus. Es gibt wenige Bereiche im Korper, in denen
keine Wirkung nachweisbar ist, allerdings besteht weiterhin grof3er Forschungs-
bedarf, da lange noch nicht alle Gebiete ausreichend untersucht worden sind. In
machen Organen sind nur kurzzeitige Veranderungen bekannt, aber auch Lang-
zeitveranderungen auf den Organismus und das Sozialverhalten wurden in Studien
bestatigt. Durch die nach und nach erscheinenden neuen Ergebnisse, die besonders
auf die Nebenwirkungen aufmerksam machen, anderte sich aus diesem Grund in

den letzten Jahren die Meinung Uber den richtigen Applikationszeitraum.

1.7 Ziel der vorliegenden Arbeit

Heute verabreicht man GC sogar eher zurtickhaltender als noch 2005, nachdem die
vorliegende Versuchsreihe gestartet wurde. In dieser Arbeit wird versucht zu be-
legen, dass das Umdenken und eine zuriickhaltende Gabe positiv fur die Ent-
wicklung des Kindes sein kénnen.

Da menschliche Probanden aus ethischen Grunden fir diese Versuchsreihe nicht in
Frage kommen, ist fur eine solche Untersuchung ein geeignetes Modelltier
unerlasslich. Affen sind das wertvollste Modell fur die humane Forschung. Sie
werden bevorzugt eingesetzt im Vergleich zu Mausen oder Ratten, da sie dem
Menschen entwicklungsgeschichtlich am néachsten stehen. Dies gilt besonders flir die
reproduktionsbiologische Forschung, da Primaten dem Menschen in Physiologie und
Anatomie in diesem Bereich &hnlicher sind als Nager. Die Affen haben im Gegensatz
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zum Menschen, bei dem die Hauptbelastungszone im Bereich der Hiufte liegt,
bedingt durch ihren Vierful3lergang, ihre Hauptbelastungszonen im Knie, zusammen-
gesetzt aus dem distalen Femur und der proximalen Tibia. Aus diesem Grund wur-
den in der vorliegenden Untersuchung die Veranderungen im Bereich Hufte und Knie
der Tiere untersucht.

In der Versuchsreihe arbeitete man mit einer groRen Anzahl an Primaten.
Histologische Praparate lieferten der Oberschenkelknochen und der Schienbein-
knochen. Die Auswertung der Praparate erfolgte mit exakter und innovativer Me-
thodik.

Mit Hilfe der histomorphometrischen Analyse wurden die histologischen Knochen-
schnitte untersucht. Diese lieferten ein Bild Uber den Knochenlangsschnitt und
Aussagen Uber die Infrastruktur des Knochens. AulRerdem wurden Daten aus einer
gCT-Messung der Tibia zur Verfugung gestellt.

Bei der Vermessung der histologischen Knochenschnitte bestand das Ziel darin,
herauszufinden, ob die friihe oder spate pranatale Verabreichung von Dexametha-
son Einflisse auf die Knochenstruktur von Oberschenkel- und Schienbeinknochen
hat. Untersucht wurde zum einen die Kortikalisschichtstarke im diaphysalen und
metaphysalen Bereich. Es galt zu analysieren, ob in den verschiedenen Kortikalis-
zonen Veranderungen in der Schichtstarke durch die zeitlich unterschiedlichen
Applikationszeitraume entstehen und ob Oberschenkel und Schienbein gleich oder
abweichend reagieren. Zum anderen wurden die Flachenverhdltnisse von Trabekel,
rotem und gelbem Knochenmark vermessen. Die Flache der Trabekel soll Auskunft
Uber die Stabilitat des Knochens geben. Das rote Knochenmark hangt maf3geblich
mit dem Immunsystem zusammen und Verdnderungen in diesem Bereich kdnnten
Hinweise auf reduziertes Abwehrverhalten des Korpers geben. Die Ausdehnung des
gelben Knochenmarks geht einher mit einem hohen Anteil an viszeralem Fett und
kann damit Hinweise liefern, ob die prénatale Applikation von Dexamethason Ein-
fluss auf das Korpergewicht (erhdhte Adipositasgefahr) hat bzw. ein metabolisches
Syndrom begunstigen kann. Dadurch kdnnte die Osteoporosegefahr im Alter deutlich
ansteigen.

Das qCT dagegen zeigt ein Bild des Knochens im Querschnitt und berechnet die
physikalische Dichte (kg / m3) jedes Volumenelementes. Es gibt uns damit Aussagen
Uber den Mineralgehalt von Spongiosa und Kortikalis und die mechanischen

Parameter (Knochen- und Biegefestigkeit) des Knochens.
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Das DEXA-Verfahren (Dual-Energy X-ray Absorptiometry) dagegen misst nur die
flachenprojizierende Masse (kg / m?) und kann somit keine Aussagen Uber die Dichte
im physikalischen Sinn machen (Wikipedia: DEXA bzw. gCT). Ebenfalls kann ein
MRT-Bild keine detaillierten Bilder der Knochenstruktur liefern, da der Wasserstoff-
gehalt des Knochens daflr zu gering ist (Krebsinformationsdienst). Somit kamen
dieses Analyseverfahren fur die vorliegende Versuchsreihe nicht in betracht.

Es besteht auch die Frage, wenn Veranderungen in beiden untersuchten Knochen
auftreten wirden, ob dann auch Verdnderungen in anderen Knochen zu vermuten
sind und welche Folgen daraus hervorgehen. Wie ist z.B. die Haltbarkeit und
Stabilitdt von Zahnimplantaten zu bewerten, wenn die Dexamethasonapplikation sich
negativ auf die Knochenentwicklung in Maxilla und Mandibula auswirkt? Oder wird
durch die Dexamethasonapplikation die Adipositasgefahr gesteigert und kann es
durch das vermehrte Fettgewebe und die dadurch bedingte erhdhte Ausschittung an
proinflammatorischen Zytokinen zu einer Begunstigung von Osteoporose im Alter

kommen?
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2. Material und Methoden

Die Versuchsreihe aus dem EUPEAH- Programm (Glucocorticoid hormone pro-
gramming in early life and its impact on adult health) startete vor meiner Ubernahme
der Dissertation. Die histologischen Praparate des Oberschenkel- und Schienbein-
knochens waren bereits von Prof. Dr. med. vet. Christina Schlumbohm, Deutsches
Primatenzentrum Gottingen und PD Dr. med. MU Dr. Dana Seidlova-Wuttke ge-
schnitten und gefarbt worden und wurden zur Untersuchung an mich tbergeben. Ich
erhielt in schriftlicher Form die Vorgehensweise zur Herstellung dieser Praparate.
Meine Aufgabe bestand darin, mit Hilfe eines an einen Computer angeschlossenen
Mikroskops und entsprechender Software, im Oberschenkel- und Schienbein-
knochen die Kortikalisdicke und die Flachenverhéltnisse von Trabekel, rotem
Knochenmark und Fettmark zu vermessen. Die nach Messung erhaltenen Werte
wurden mit Hilfe eines Statistikprogramms in Graphen umgewandelt. Diese Graphen
dienten zur Auswertung.

Prof. Dr. med. vet. Christina Schlumbohm und PD Dr. med. MU Dr. Dana Seidlova-
Wuttke stellten mir darlber hinaus Ergebnisse der Kérpergewichtsentwicklung, den
Korpermalien sowie der Knochendichtemessungen bis zum 24. Lebensmonat zur

Verfiigung. Diese Auswertungen erfolgten ebenfalls vor meiner Ubernahme.

2.1 Versuchsablauf

Die Muttertiere wurden in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe diente als
Kontrollgruppe und erhielt keine Medikation. Bei der zweiten und dritten Gruppe
wurde zwischen einer frihen und einer spaten pranatalen Dexamethasongabe
unterschieden. Die frihe Applikation fand wahrend dem 42. und 48. Schwanger-
schaftstag statt (Dex 5 mg Friuh), die spate zwischen dem 90. und 96. (Dex 5 mg
Spét) (Entspricht Ende zweites Trimenon, Anfang drittes Trimenon beim Menschen).
Dabei wurde den Tieren 7 Tage in Folge 5 mg Dexamethason (Jenapharm, Deutsch-
land) in Tablettenform mit 200 ul Wasser aufgeschwemmt und vermischt mit Nutrical,
einer Vitaminpaste von Albrecht-Pharma in Aulendorf, oral verabreicht.

Es fand eine regelmafiige veterinar-medizinische Kontrolle statt.

Im Zeitraum zwischen dem 20.04.2003 und dem 08.12.2003 wurden die Jungtiere im
Deutschen Primatenzentrum (DPZ) Gottingen geboren. Fir dieses Experiment
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verwendete man 30 mannliche CJ aus der Nachkommenschaft dieser Mutter (siehe
Tabelle in Anlage 1).

: = = —
Beginn der 42.-48. Tag 90.- 96. Tag Geburt
Schwangerschaft 5 mg Dex tgl. 5 mg Dex tgl. 140.- 145. Tag

Abb. 3: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Schwangerschaft und die Applikations-

zeitrdume von Dexamethason

Haltungsbedingungen

Die maéannlichen Jungtiere wurden in einem fensterlosen, vollklimatisierten Stall
jeweils in einem Maschendrahtkafig von 50 x 76 x 125 cm innerem Malfd mit ihren
Familien zusammen gehalten. Von 6.00 Uhr morgens bis 18.00 Uhr abends erhellte
man den Stall mit kiinstlichem Licht. AnschlieRend wurden die Tiere 12 Stunden in
der Dunkelheit belassen, um den Tagesrhythmus nachzuahmen.

Die Tiere bekamen eine spezielle Nahrung der Firma ssniff ® Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland, in Form von Pellets (V383x Mar, ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Germany).

Diese Pellets setzen sich aus Getreide und Getreidenebenerzeugnissen, Olsaat-
produkten, Zucker, Milchprodukten, pflanzlichen Fetten, Mineralstoffen, Trockenobst,
Vitaminen und Spurenelementen zusammen. Diese Pellets und normales Leitungs-
wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfigung.

Die genaue Nahrstoffzusammensetzung kann aus der Tabelle in Anlage Il ent-
nommen werden.

Im Alter von 2 Jahren wurden die mannlichen Tiere mit einer auf ihr Gewicht abge-

stimmten Ketaminiiberdosis euthanisiert.
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2.2  Herstellung der Knochenpraparate

2.2.1 Acrylat-Einbettung

Durch die Acrylateinbettung werden die Knochenpraparate fur das Schneiden vorbe-
reitet. Die Acrylateinbettung erfolgte nach den uUblichen Vorgehensweisen. Details

siehe Anlage llI.

2.2.2 Beschichtung der Objekttrager und Schneiden der Blocke

Die Objekttrager (Knittel Glaser geschnitten, mattrand) wurden zun&achst mit
100%igem Ethanol geséaubert und entfettet, danach mit einer auf etwa 50°C vor-
gewarmten Gelatine-Chromalaunlésung diann bestrichen (Zusammensetzung: 0,9 g
Gelatine gelost in 200 ml destilliertem Wasser zusammen mit 7,7 ml 4%iger
Chromalaunl6sung (Riedel 31246)). Als Mikrotom diente ein Leica Jung Polycut S mit
einer eingestellten Schnittdicke von 3 um. Die Schnittflaiche des Acrylat-Blockes
wurde vor dem Schneiden mit 40%igem Ethanol bepinselt, ferner diente eine Schale
mit 40%igem Ethanol zum Auffangen und Begutachten der frisch abgetrennten
Knochenschnitte. Geschnitten wurde in longitudinaler Richtung des Knochens. Ge-
lungene Schnitte wurden gleich auf die beschichteten Objekttrager aufgebracht und
mit 96%igem Ethanol gestreckt. Zuletzt bedeckte man jeden Objekttrager mit einer
Schutzfolie (Kisol-Folie, Firma Kettenbach, Eschenburg-Wissenbach) und trocknete
diesen in einer Presse im Thermoschrank (Heraeus Instruments Typ B6060) bei
37°C fur mindestens 24 Stunden.

2.2.3 Knochenspezifische Farbung (nach Goldner)

Die Praparate wurden mit der knochenspezifischen Farbungsart nach Goldner ein-

gefarbt. Genaue Zusammensetzung siehe Anlage IV.
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2.3  Histologische Auswertung

2.3.1 Mikroskop und Software

Zur Auswertung der Knochenpraparate wurde ein Zeiss Axiophot Mikroskop mit ein-
gebauter CCD-Kamera und der dazugehoérigen Bildanalysesoftware analySIS® 3.0
(Soft Imaging System GmbH, Olympus, Hamburg) verwendet. Die Vergrol3erung bei
Auswertung der Kortikalisdicke und der Trabekeldichte betrug 2,5 x 1,25 = 3,125 um.
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2.3.2 Histomorphometrische Auswertung

Zur Auswertung wurde jeweils ein 1,5 - 1,7 cm langes Stlick des proximalen und

distalen Oberschenkelknochens und des proximalen Schienbeinknochens herange-

zogen.

15-17cm

05-0,7cm

|
Abb. 4: Oberschenkel proximal Abb. 5: Oberschenkel distal

15-17cm

0,5-0,7cm

Abb.6: Schienbein proximal
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Abb. 7: Ubersicht der Bildausschnitte des Oberschenkelknochens:
blau:Ubersicht Flachenanteile Trabekel, rM und gM;
grun: Kortikalisdicke methaphysal;
rot: Kortikalisdicke diaphysal
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Abb. 8: Ubersicht der Bildausschnitte des Schienbeinknochens:
blau: Ubersicht Flachenanteile Trabekel, rM und gM;
grun: Kortikalisdicke methaphysal;
rot: Kortikalisdicke diaphysal

2.3.2.1 Bestimmung der Kortikalisdicke in der Diaphyse im proximalen sowie
distalen Abschnitt des Oberschenkelknochens und im proximalen

Abschnitt des Schienbeinknochens

Fur die Bewertung der Kortikalisdicke stand ein 0,5 cm langes Stick Diaphyse zur
Verfliigung. Es wurden jeweils zwei sich gegeniberliegende Abschnitte der Kortikalis
zur Auswertung herangezogen. Nach Bildaufnahme erfolgten 10 parallel zueinander
liegende Messungen in beliebigem Abstand. Die gemessenen Werte konnten im
Anschluss in einer Excel-Tabelle abgelesen werden. Es erfolgten nur Auswertungen
von Bildausschnitten, bei denen keine Praparationsdefekte vorlagen.
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Vorgehen bei der Auswertung am PC

Bilder

1. Einzelbildaufnahme

Nach Suche einer zur Auswertung geeigneten
Stelle der Kortikalis ohne Praparationsdefekte mit
Hilfe des Mikroskops wird vom gewiinschten
Bildausschnitt eine Einzelbildaufnahme gemacht

2. VergrolRerung gesetzt

Das Programm fragt nach der Vergro3erung. Es
wird eine VergroRRerung von 3,125 angegeben

3. Messbalken zeichnen

Es wird ein Messbalken im Bild abgebildet

Messen

4. Beliebiger Abstand

Die Kortikalis kann nun vermessen werden. Es
werden 10 moglichst parallele Messungen vorge-
nommen

Breite
Messlinie 1 452,84 um
Messlinie 2 503,44 ym
Messlinie 3 516,66 um
Messlinie 4 520,28 um
Messlinie 5 518,00 um
Messlinie 6 498,18 um
Messlinie 7 481,98 um
Messlinie 8 479,57 um
Messlinie 9 417,57 um
Messlinie 10 454,25 um

Abb. 9: Beispielbildausschnitt aus der Kortikalis der Diaphyse des Oberschenkels distal mit Mess-

linien (links), vergroRerter Darstellung (rechts) und Ausschnitt aus der Exceltabelle mit den

dazugehdrigen Messwerten.
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2.3.2.2 Bestimmung der relativen Flachenanteile von
l.) Trabekel
II.) rotem Knochenmark
1.)
in der Metaphyse der proximalen sowie distalen Anteile des Ober-
schenkelknochens und den proximalen Anteilen des Schienbeinkno-

chens

Im proximalen Teil des Oberschenkelknochens wurde zum einen ein zentraler Bild-
ausschnitt des Caput femoris ausgewertet, zum anderen der proximale Teil der Me-
taphyse. Distal zog man Teile des Epicondylus lateralis und des Epicondylus medi-
alis zur Auswertung heran. Im Falle des Schienbeinknochens wurden Bildausschnitte
vom Epikondylus lateralis und Epikondylus medialis vermessen.

Bei Vorliegen von Praparationsdefekten fand nur eine Auswertung von Bildaus-

schnitten statt, die keine gestdrte Knochenarchitektur aufwiesen.
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Vorgehen bei der Auswertung am PC

Bilder

1. Einzelbildaufnehme

Nach Suche einer zur Auswertung geeigneten
Stelle ohne Praparationsdefekte mit Hilfe des Mi-
kroskops wird vom gewiinschten Bildausschnitt
eine Einzelbildaufnahme gemacht. Nach Bildauf-
nahme erfolgt zunéchst eine Schattenkorrektur
mit der entsprechenden Programmfunktion, mit
deren Hilfe mogliche stérende Schwankungen
der Hintergrundausleuchtung beseitigt werden
kénnen.

2. VergroRRerung setzen

Das Programm fragt nach der Vergro3erung. Es
wird eine VergréRerung von 3,125 angegeben.

3. Messbalken zeichnen

Es wird ein Messbalken im Bild abgebildet

Oper

4. Bittiefe andern

Die Bittiefe wird in 8 Bit geandert

5. Grau-Lut setzen

Umwandlung des Farbbildes in ein graues Bild.
Als Ergebnis erhédlt man ein 8-Bit-Grauwertbild
mit Grauwerten zwischen 0 und 255. Den drei
histologischen Strukturen Trabekeln, rotem und
gelbem Mark lassen sich nun jeweils zusammen-
hangende Grauwertbereiche (Phasen) zuordnen.

Bilder

6. Schwellenwert

Hier wird die farbige Kodierung entsprechend der
Knochenstruktur dargestellt:
Grin: Trabekel

Gelb: gelbes Knochenmark

Die Schwellenwerte, welche den obersten und
untersten Grauwert einer Phase definieren, wer-
den manuell fir jede Messung neu festgesetzt.
Dazu dient das urspringliche Echtfarbbild auf
einem zweiten Monitor als Vorlage, nach der die
Schwellenwerte mdéglichst analog gesetzt wer-
den.

Messen

7. Phasenanalyse

Die Phasenanalyse errechnet die quantitativen
Flachenanteile der jeweiligen Grauwertbereiche
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invertiert £ messen

invertiert & messen

henkql{knoch

V:

messen

Abb. 10: Zeigt beispielhaft die Darstellung der histologischen Bildausschnitte der unterschiedlichen
Knochenareale in grau, farblich invertiert und im Messzustand
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2.3.3 Statistik

Die aus den Vermessungen erhaltenen Werte wurden automatisch in eine
Exceltabelle tUbertragen. Mittels des Softwareprogramms PRISM® (GraphPadPrism
4.0, San Diego, USA) wurden diese Werte in Graphen umgewandelt und die
statistischen Werte berechnet. Unter Zuhilfenahme des t-test wurden die
Kontrollgruppe mit den beiden Versuchsgruppen und die Versuchsgruppen

untereinander verglichen. Das Signifikanzniveau wurde auf p< 0,05 festgelegt.
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3. Resultate

3.1 Korpergewicht

Die Daten Uber die Kdrpergewichtsentwicklung der CJ wurden mir in Form eines
Graphen zur Verfugung gestellt, da die Vermessung bereits vor Ubernahme der

vorliegenden Arbeit stattfand.

500+ 18 Monate 24 Monate

4004 12 Monate -:E {
T

300+ 6 Monate

4 Monate an

2004[F]

Korpergewicht (g)

100+

< O O O
&o\\%@@%ﬁ AROA ) A &o\\%o@%)@ @\\%@%f
NI N NI N N

SFF FEF FTEF FTEF T F

Abb. 11: Kdrpergewichtsentwicklung der mannlichen CJ innerhalb von zwei Jahren

nach zeitlich unterschiedlicher Dexamethasondosis von 5 mg.

Im Rahmen der Untersuchung des Korpergewichts konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe gegentber den Testgruppen innerhalb
der Altersgruppe festgestellt werden. Ebenfalls sind keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Testgruppen in ihrer Altersstufe nachweisbar.
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3.2 Korpermalde der Tiere

In den ersten zwei Lebensjahren wurden die Tiere dreimal vermessen. Die Daten
Uber die Korpergrof3enentwicklung wurden mir in Form von Graphen zur Verfligung
gestellt, da die Vermessung bereits vor Ubernahme der vorliegenden Arbeit statt-
fand.

3.2.1 Korpermalie der Tiere bei der Geburt

Mir wurde bestétigt, dass beim Vermessen der Tiere nach der Geburt keine

signifikanten Unterschiede in den einzelnen Gruppen festgestellt wurden.
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3.2.2 Korpermalie nach 18 und 24 Monaten

Die Korpergrof3e der Tiere wurde in Schéadel-Fersen-Lange (SFL= Gesamtkorper-
lange) und Schadel-Stei3-Lange (SSL) im Alter von 18 und 24 Monaten bestimmt.

a.) Schadel-Fersen-Lange (SFL= Gesamtkdrperlange)

32.5+
32.2+
31.94
31.64 18 Monate T 24 Monate
31.0+
30.7+
30.4+
30.1+
29.8+
29.5+
29.24
28.94
28.64
28.3+
28.0+

HH

20+

10+

Schéadel-Fersen-Lange (Gesamtkdrperlange), cm

o
e

2 X 2
& &R &

) o\\Q (O@ 636\ O\}C‘o

%o& O®+ 06\‘

Abb. 12: SFL der ménnlichen CJ nach zeitlich unterschiedlicher Dexamethasondosis von 5 mg.

Im Rahmen der Untersuchung des SFL konnten keine signifikanten (p< 0,05 vs.
Kontrolle) Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe versus den Testgruppen inner-
halb der Altersgruppe festgestellt werden. Ebenfalls sind keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den beiden Versuchsgruppen innerhalb ihrer Altersstufe nach-

weisbar.
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b.) Schadel-Stei3-Lange (SSL)

*p<0,05 vs Kontrolle

21.54 18 Monate 24 Monate
T
A

21.0+4

T

1 *
20.5+
20.0+
19.5+
19.0-+

Schadel-Steil3-Lange (SSL), cm

Abb. 13: SSL der mannlichen CJ nach zeitlich unterschiedlicher Dexamethasondosis gemessen im
Alter von 18 und 24 Monaten.

Im Rahmen der Untersuchung der SSL sind signifikante Unterschiede (*p<0,05 vs.
Kontrolle) nach 18 und 24 Monaten bei Dex 5 mg Spéat im Vergleich zur
Kontrollgruppe der jeweiligen Altersstufe aufgetreten. Die Tiere der Ver-suchsgruppe
haben immer die kirzeste Schadel-Stei3-Lange, die Kontroll-gruppe die langste.
Ansonsten konnten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der
verschiedenen Gruppen festgestellt werden.
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Zusammenfassung

1) SFL
Der Vergleich der SFL innerhalb der jeweiligen Altersgruppen zeigt keine signifi-

kanten Unterschiede.

2.) SSL

Der Vergleich der SSL in den jeweiligen Altersgruppen zeigt dagegen signifikante
Unterschiede. Die Tiere der Kontrollgruppe haben den langsten Rumpf und die
kirzesten Beine. Bei Dex 5 mg Spat ist das gegensatzliche Phanomen erkennbar,
d.h. diese Tiere haben den kirzesten Rumpf und die langsten Beine. Sie erscheinen
optisch gedrungener. Bei Dex 5 mg Frih sind die Verhdaltnisse dagegen ausge-

glichen.
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3.3 Histomorphometrische Auswertung der Oberschenkelprépa-

rate

Bei der histomorphometrischen Auswertung wurde zum einen die Starke der Korti-
kalis im Bereich der Diaphyse und der Metaphyse vermessen und zum anderen die
Flachenanteile von Trabekeln, rotem Knochenmark und gelbem Knochenmark im

Bereich der Metaphyse.

3.3.1 Messung der Kortikalisdicke

3.3.1.1 Proximal

a.) Diaphyse
*p<0,05 vs Kontrollgruppe
**p<0,05 vs Kontrollgruppe #
#p<0,05 vs Dex 5 mg Friih *k
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Abb. 14: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Diaphyse des Oberschenkelknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung der Kortikalisdicke waren signifikante Unterschiede
nachweisbar. Sowohl der Vergleich zwischen Dex 5 mg Frih und Dex 5 mg Spéat mit
der Kontrollgruppe zeigte signifikante Dickenunterschiede der Kortikalis wie auch der
Vergleich der beiden Versuchsgruppen miteinander. Je spater die Gabe von Dexa-
methason, desto dicker die Kortikalis.
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b.) Metaphyse

*p<0,05 vs Kontrollgruppe
#p<0,05 vs Dex 5 mg Spét
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Abb. 15: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Metaphyse des Oberschenkelknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung der Kortikalisdicke sind Signifikanzen aufgetreten. So-
wohl im Vergleich zur Kontrollgruppe als auch im Vergleich zur frihen Dexametha-
songabe nimmt die Dicke der metaphysalen Kortikalis mit spater Gabe deutlich ab.

Die frilhe Gabe beeinflusst die Dicke der Kortikalis nicht.
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3.3.1.2 Distal

a.) Diaphyse
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Abb. 16: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Diaphyse des Oberschenkelknochens distal.

Im Rahmen der Untersuchung der Kortikalisdicke konnten signifikante Unterschiede
zwischen Dex 5 mg Frih und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Kortikalis-
dicke bei Dex 5 mg Fruh ist deutlich geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eben-
falls bestehen Signifikanzen zwischen Dex 5 mg Spat und Dex 5 mg Frih. Auch hier
ist die Dicke der Kortikalis bei Dex 5 mg Frih sichtbar geringer. Zwischen der spaten
Gabe und der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewie-
sen werden.

Die frihe Dexamethasongabe beeinflusst das Wachstum der Kortikalis im distalen
Oberschenkelknochen negativ, d.h., sie wird zu schwach ausgebildet. Dagegen
scheint die spate Gabe keinen Einfluss auf die Kortikalisentwicklung zu nehmen.
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b.) Metaphyse
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Abb. 17: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethasone-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Metaphyse des Oberschenkelknochens distal.

Im Rahmen der Untersuchung der Kortikalisdicke konnten signifikante Unterschiede
zwischen Dex 5 mg Frih und der Kontrollgruppe festgestellt werden wie auch
zwischen Dex 5 mg Spat und der Kontrollgruppe. Zwischen beiden Versuchsgruppen
konnten dagegen keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

Sowohl die frihe als auch die spate Gabe wirken sich einheitlich negativ auf die

metaphysale Kortikalisentwicklung aus.
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Zusammenfassung

Bei Dex 5 mg Fruh ist die Kortikalis metaphysal distal diinner als proximal.
Diaphysal dagegen ist sie gleich stark.

Bei Dex 5 mg Spét ist die Kortikalis metaphysal wie diaphysal im Vergleich
proximal distal immer gleich stark. Allerdings ist sie diaphysal immer deutlich
dicker als metaphysal.

Die Kontrollgruppe hat metaphysal proximal eine dickere Kortikalis als dia-

physal. Distal nimmt die diaphysale Kortikalisdicke zu.

Vergleich untereinander

Die Metaphyse proximal bei Dex 5 mg Spat ist dinner als bei der Kontroll-
gruppe und Dex 5 mg Fruh. Dex 5 mg Frih zeigt keine Veranderungen.

Die Metaphyse distal ist in beiden Versuchsgruppen dinner als bei der Kon-
trollgruppe.

Diaphysal proximal nimmt die Starke der Kortikalis zu, je spater Dexametha-
son verabreicht wird.

Diaphysal distal ist bei Dex 5 mg Frih die Kortikalis diinner als bei der Kon-

trollgruppe und Dex 5 mg Spat. Dex 5 mg Spéat zeigt keine Veranderungen.
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3.3.2 Messung des Flachenanteils von

l.) Trabekel

)
I.)

im Oberschenkelknochen

rotem Knochenmark (rM)
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Abb. 18: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Trabekel-

eigenschaften des Oberschenkelknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraossdren Trabekelanteiles konnten keine

Anteil in %

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.
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Abb. 19: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Anteil des roten

Knochenmarks in der Metaphyse des Oberschenkelknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraossaren Anteiles an rotem Knochen-mark
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

festgestellt werden.
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Abb. 20: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Fettanteil im

intraossaren Bereich in der Metaphyse des Oberschenkelknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung des Fettanteiles im intraossaren Bereich konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt

werden.
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3.3.2.2 Distal
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Abb. 21: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Trabekel-

eigenschaften des Oberschenkelknochens distal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraossaren Trabekelanteils sind signifikante

Unterschiede zwischen Dex 5 mg Spat und der Kontrollgruppe aufgetreten. Dex 5

mg Spét hat eine verringerte Trabekeldichte im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 22: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Anteil des roten

Knochenmarks in der Metaphyse des Oberschenkelknochens distal.

Im Rahmen der Untersuchung des Anteils an rotem Knochenmark im intraossaren
Bereich sind signifikante Unterschiede zwischen Dex 5 mg Frih und der
Kontrollgruppe aufgetreten. Sie zeigen einen deutlich reduzierten Anteil an rotem
Knochenmark bei Dex 5 mg Frih.
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Abb. 23: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Fettanteil im

intraossaren Bereich der Metaphyse des Oberschenkelknochens distal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraossaren Fettanteiles konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

Zusammenfassung
= Proximal sind keine Veranderungen bei Trabekel-, rotem Knochenmarks- und
Fettmarksanteil aufgetreten.
= Distal hat Dex 5 mg Spét eine reduzierte Trabekeldichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

» Distal hat Dex 5 mg Friih einen reduzierten Anteil an rotem Knochenmark.
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3.4 Histomorphometrische Auswertung der Schienbeinpréparate

Im Rahmen der histomorphometrischen Auswertung wurde zum einen die Stérke der
Kortikalis im Bereich der Diaphyse und der Metaphyse vermessen und zum anderen
die Flachenanteile von Trabekeln, rotem Knochenmark und gelbem Knochenmark im

Bereich der Metaphyse.

3.4.1 Messung der Kortikalisdicke

3.4.1.1 Proximal
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Abb. 24: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Diaphyse des Schienbeinknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung konnten signifikante Unterschiede in der
Kortikalisdicke zwischen Dex 5 mg Frih und der Kontrollgruppe sowie zwischen Dex

5 mg Spat und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Im Gegensatz zur Kontroll-
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gruppe ist die Kortikalisdicke in beiden Versuchsgruppen reduziert. Die Gabe von
Dexamethason wirkt sich somit unabhéangig vom Zeitpunkt auf die Kortikalis-

entwicklung aus.

b.) Metaphyse
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Abb. 25: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Kortikalisdicke in

der Metaphyse des Schienbeinknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung der Kortikalisdicke konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen festgestellt werden.

Zusammenfassung

= Diaphysal ist die Kortikalisdicke in beiden Versuchsgruppen reduziert
= Metaphysal sind keine Unterschiede aufgetreten
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3.4.2 Messung des Flachenanteils von
l.) Trabekel

II.) rotem Knochenmark (rM)

I.)

im Schienbeinknochen
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Abb. 26: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf die Trabekel-

eigenschaften des Schienbeinknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraossaren Trabekelanteiles konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen fest-gestellt

werden.
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Abb. 27: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Anteil des roten

Knochenmarks des Schienbeinknochens proximal.

Im Rahmen der Untersuchung des intraosséren Anteiles an rotem Knochenmark gibt
es einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und Dex 5 mg Spét.
Die Tiere aus Dex 5 mg Spat haben einen deutlich héheren Anteil an rotem

Knochenmark im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 28: Effekt der Schwangerschafts-Dexamethason-Exposition (bei CJ) auf den Fettanteil im

intraossaren Bereich des Schienbeinknochens proximal.

Bei der Untersuchung des intraossaren Fettmarkanteiles gibt es keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.

3.4.2.2 Zusammenfassung
» Der Trabekelanteil zeigt keine Unterschiede
= Der Anteil an rotem Knochenmark ist bei Dex 5 mg Spat deutlich erhdht
= Der Anteil an Fettmark zeigt keine Unterschiede
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3.4.3 Knochendichte im Schienbeinknochen

Die Ergebnisse uber die Knochendichteentwicklung zwischen dem 4. und 24
Lebensmonat wurden mir in Form einer graphischen Darstellung zur Verfugung

gestellt, da die Untersuchung bereits vor Ubernahme der vorliegenden Arbeit

erfolgte.
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Abb. 29: Knochendichte in der Metaphyse des proximalen Schienbeinknochens nach friiher und

spater intrauteriner Dexamethason-Applikation im 4. und 24. Lebensmonat.

Sowohl im 4. als auch im 24. Lebensmonat sind keine Signifikanzen innerhalb der
Versuchsgruppen aufgetreten. Die Knochendichte nimmt aber signifikant vom 4.

Lebensmonat bis zum 24. Lebensmonat hin in allen Gruppen ab.
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4. Diskussion

Diese Arbeit soll aufzeigen, ob und inwiefern sich die zeitpunktabhéngige pranatale
Gabe von Dexamethason speziell auf die Skelettentwicklung auswirkt. Dabei stehen
insbesondere die Veranderungen beim Oberschenkel- und Schienbeinknochen im
Vordergrund. Das Modell des mannlichen Callithrix jacchus eignet sich hierzu
besonders gut, da viele biologische Gemeinsamkeiten zum Menschen zu finden sind
(Merker et al. 1988).

4.1 Korpergewicht und Korpergrol3e

a.) Korpergewicht
Die Gabe von Dexamethason zeigt in der vorliegenden Studie keine Veranderungen
beim Korpergewicht der Tiere im Zeitraum zwischen Geburt und 24. Lebensmonat.

Bei Menschen (Crowther et al. 2007), anderen Primaten (de Vries et al. 2007,
Hauser et al. 2007 und 2008, Bramlage et al. 2009) und Ratten (Swolin-Eide et al.
2002) nimmt die pranatale Dexamethasongabe keinen Einfluss auf das Geburts-
gewicht.

Im Alter von 24 Monaten konnte sowohl beim Primaten (Bramlage et al. 2009)
(entspricht etwa einem Alter von 14 Jahren beim Menschen) als auch beim
Menschen (Crowther et al. 2007) keine Abweichungen des Kd&rpergewichts nach
Dexamethasongabe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden.

De Vries et al. (2007) stellten in ihrer Studie an Primaten (Chlorocebus aethiops)
unmittelbar postnatal keine Veranderungen des Geburtsgewichts fest, aber nach
dem 6. Lebensmonat zeigte sich bei Dexamethasongaben von 120 pg / kg und ab
dem 8. Lebensmonat bei 200 ug / kg eine signifikante Gewichtsreduktion.

Das Korpergewicht beim Menschen steht in engem Zusammenhang mit dem
Blutdruck. Jedes Kilogramm entspricht ca. 2 Torr des Blutdrucks (Bramlage 2005).
Treten Veranderungen im Gewicht auf, wirkt sich dies nachhaltig auf den Wert des
Blutdrucks aus (Bramlage et al. 2009). Geringes Geburtsgewicht gilt als Risikofaktor
fur kardio-vaskulare Erkrankungen, Bluthochdruck und Diabetes. Besonders das
Verhéltnis von Fettmasse zu fettfreier Korpermasse scheint Einfluss darauf zu haben

(Wang et al. 2007). Bei frihgeborenen Menschenkindern ist im Allgemeinen mit
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einem hoheren Blutdruck zu rechnen. Daraus ergibt sich fur die Betroffenen im Alter
ein deutlich héheres Risiko, an Hypertonie zu erkranken (Crowther et al. 2007). In
Tierversuchen wurde angedeutet, dass die pranatale Verabreichung von GC im Alter
negative Effekte auf das kardio-vaskulare System und die metabolischen Funktionen
nach sich ziehen konnen. Besonders der Blutdruck verschlechtere sich mit
zunehmenden Lebensjahren (de Vries et al. 2007, Crowther et al. 2007). Auch beim
Menschen werden, selbst bei einmaliger Verabreichung, Verdnderungen im
hormonellen System vermutet, die allerdings erst im Erwachsenenalter zu
Erkrankungen wie Hypertonie fiihren konnen (Korgun et al. 1999).

Prapubertar konnten allerdings deutliche Unterschiede im Kdrpergewicht bei Kindern
mit pranataler Dexamethasongabe nachgewiesen werden. Im Alter zwischen 5 und
10 Jahren (entspricht einem Alter von ca. 1-2 Jahren beim CJ) sind die Kinder
deutlich leichter als ihre Altersgenossen (Wang et al. 2007). Durch die Gabe besteht
aber ein hoheres Risiko, mit fortschreitendem Alter an Ubergewicht zu erkranken, da
mit einem Anstieg des subkutanen Fettgehaltes gerechnet werden muss (de Vries et
al. 2007). Tierstudien belegen seit einigen Jahren, dass die Verabreichung von
Dexamethason den Korper fur Krankheiten im Erwachsenenalter programmiert (z.B.
Hyperinsulinismus) (de Vries et al. 2007, Newnham und Moss 2001).

b.) KorpergroRe

Nach der pranatalen Gabe von Dexamethason konnten in der vorliegenden Studie
bezuglich der GesamtkérpergréfRe keine Veranderungen festgestellt werden.

Dies wird durch mehrere Studien bei Menschen (Crowther et al. 2006, Crowther et al.
2007), Primaten (Chlorocebus aethiops) und Ratten (Franko et al. 2010) bestatigt.
Allerdings haben die Tiere der Dex 5 mg Spat-Gruppe bei gleicher SFL und gleichem
Korpergewicht eine kirzere SSL, d.h. die Tiere wirken gedrungener.

Am Beispiel des Chlorocebus aethiops stellten de Vries et al. (2007) ab dem 6.
Lebensmonat bei einer Dexamethasongabe von 200 ug / kg eine signifikant redu-
zierte Schadel-Fersen-Lange im Vergleich zu den anderen Versuchs-gruppen fest.
Zu ebenfalls abweichenden Ergebnissen gelangten Wang et al. (2007). Sie stellten
Unterschiede in der Korpergréf3e bei Kindern im Alter von 5 - 10 Jahren fest
(entspricht ca. 1-2 Jahre beim CJ), verglichen mit Altersgenossen ohne préanatale
GC-Behandlung.
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Swolin-Eide et al (2002) stellten bei mannlichen Ratten nach wiederholter
Dexamethasongabe im Alter von 5 Wochen bei der Dex-Gruppe eine signifikant
erhohte Korpergrol3e fest.

Die fetalen Parameter beim Chlorocebus aethiops wurden durch die
Dexamethasongabe nicht beeinflusst. Veranderungen im Korper waren erst nach der
Geburt im Laufe der Zeit festzustellen. Die Tiere nahmen nicht so schnell zu und
wuchsen langsamer (de Vries et al. 2007).

In Studien mit menschlichen Probanden konnten negative Effekte auf den
physikalischen Status von Neugeborenen nicht nachgewiesen werden (Crowther et
al. 2006, Crowther et al. 2007). Beeintrachtigungen der motorischen Reflexe von
Ratten sind als Folge bekannt (Hauser et al. 2008). Hauser et al. (2008) wiesen
reduzierte motorische Fahigkeiten von jugendlichen CJ nach. Besonders die spate
Applikation zeigte hier grof3ere Auswirkungen als die frihe. Des Weiteren sind beim
CJ Entwicklungsstorungen im sozialen und kognitiven Bereich (z.B. Hyperaktivitat
(Hauser et al. 2007, 2008) aufgetreten.

DarUber hinaus stellte man eine hohere koérperliche Aktivitat bei CJ nach fruher
Dexamethasongabe und ein ausgepragteres Essverhalten fest (Hauser et al. 2007).
Crowther et al. beschrieben 2007, dass die Dexamethasongabe bis zum Alter von 2
Jahren keinerlei Auswirkungen auf das soziale und emotionale Leben von Kindern
hat.
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4.2. Knochenarchitektur, Knocheneigenschaften, Knochen-

stoffwechsel

4.2.1Kortikalisdicke

a.) Oberschenkelknochen

Die spate Gabe von Dexamethason fordert in der vorliegenden Studie das Dicken-
wachstum der Kortikalis im diaphysalen Bereich. Metaphysal dagegen ist proximal
wie distal eine Schwéchung der Kortikalis sichtbar. Daraus lasst sich schlie3en, dass
bei Sturzen die Bruchgefahr in diesen Bereichen zunehmen kann.

Bei friher pranataler Gabe von Dexamethason ist die Starke im distalen Bereich des
Knochens der Kortikalis sowohl diaphysal als auch metaphysal, also Richtung Knie,
reduziert gegeniber der Kontrollgruppe. Dadurch muss von einer Schwachung der
langen RoOhrenknochen und der damit verbundenen erhdhten Bruchgefahr

ausgegangen werden.

b.) Schienbeinknochen

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine
pranatale Dexamethasongabe das diaphysale Kortikaliswachstum des Schienbein-
knochens verringert und eine geschwéchte Knochenstruktur in beiden Versuchs-
gruppen beobachtet werden kann. Metaphysal dagegen scheint die Gabe keinen
Einfluss auf das Dickenwachstum der Kortikalis zu haben. Die daraus resultierende

Schwachung der langen Roéhrenknochen erhoht die Bruchgefahr in diesem Bereich.

Die unterschiedlich entwickelten Kortikalisstarken der beiden Knochen sind als sehr
interessante Ergebnisse zu betrachten, fur die es derzeit noch keine Erklarung gibt.
Es ist zu vermuten, dass die Kortikalisentwicklung des Oberschenkelknochens
anders reguliert wird, als die Kortikalisentwicklung des Schienbeinknochens

Die Starke der Kortikalis ist fur die Tiere besonders wichtig aufgrund ihres
VierfuRlerganges, da das Knie die Hauptbelastungszone der unteren Extremitaten

ist. Die vorliegende Studie zeigt, dass dort die starksten Veréanderungen stattfinden.
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Beim Menschen hingegen liegen durch den aufrechten Gang die
Hauptbelastungszentren auf dem Oberschenkelhals.

Die Humerusquerschnittsflache war bei Schweinen mit Dexamethasongabe deutlich
geringer als bei der Kontrollgruppe. Die durchschnittiche Wandstérke des Humerus
war bei der Dexgruppe am starksten und bestatigt damit zum Teil unsere
Ergebnisse. Bei der mechanischen Analyse der Knochen wurde eine herabgesetzte
Bruchfestigkeit und Elastizitat bei der Dexgruppe festgestellt (Sliwa et al. 2006).

Bei Schweinen konnte bei einer 12-maligen Applikation (jeden zweiten Tag) in den
letzten 24 Tagen vor der Geburt bei einer Gabe von 3 mg pro Tag und einer
fortgesetzten Gabe von 0,5 mg / kg pro Tag die ersten 30 Lebenstage lang, eine
Abnahme der Knochenqualitat von Humerus, Femur und Rippen, eine negative
strukturelle Entwicklung sowie reduzierte mechanische Eigenschaften der Knochen
festgestellt werden. Das Risiko von Frakturen im Bereich der Rippen und
Extremitaten steigt. Durch den Verlust an Knochengewebe und gestorter fetaler
Knochenmineralisation besteht ein Risiko auf neonatale Osteoporose. Die fetale
Wachstumshemmung wird kompensiert durch ein Ubermaliges Wachstum im
Vergleich zum Alter. Beim Menschen treten die negativen Effekte bei der Gabe
wahrend des dritten Trimenons auf, da zu diesem Zeitpunkt das maximale fetale
Wachstum stattfindet (Silwa et al. 2010).

4.2.2 Flachenverhaltnisse von Trabekel, rotem Knochenmark und Fettmark

a.) Oberschenkelknochen

In der vorliegenden Studie spiegelt sich die spéate Verabreichung von Dexamethason
in einer reduzierten Trabekeldichte im distalen Oberschenkelknochen wider und die
frihe Applikation in einem verringerten Anteil an rotem Knochenmark im distalen

Oberschenkelknochen.

Die reduzierte Trabekeldichte weist auf eine Instabilitait des Knochens hin, welche
durch die reduzierte Kortikalisdicke noch verstarkt wird.
Allein die hoch dosierte (> 7,5 mg / tgl.) orale Gabe von GC zeigt besonders beim

trabekuldren Knochen ihre Wirkung. Durch das beschleunigte Remodelling ist der
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Strukturverlust in diesem Gewebe sehr ausgepragt und gut rontgenologisch sichtbar
(hier als Beispiel die erhohte Frakturneigung der Wirbelkorper) (Pfeifer et al. 2001).

Die geringe Ausbildung des roten Knochenmarks bei Dex 5 mg Frih kann auf eine
eventuelle reduzierte Immunabwehr hinweisen. Fuenfer et al. (1987) berichteten von
mehreren Studien, die eine hemmende Wirkung von GC auf das Immunsystem
nachgewiesen hatten. Bei Neugeborenen konnte ein Anstieg von Morbiditat und
Mortalitdt bei bakteriellen Infektionen festgestellt werden. Die T-Zellproliferation ist
nach antenataler GC-Gabe bei Neugeborenen deutlich abgeschwacht (Kavelaars et
al. 1999). Verringerungen in den Phagozytose-eigenschaften von Leukozyten bei

Frihgeborenen wurden 1984 schon von Lazzarin et al. beschrieben.

Veranderungen im Fettanteil des Knochens konnten nicht nachgewiesen werden. De
Vries et al. (2007) berichten Uber eine Zunahme des Unterhautfettgewebes nach
Dexamethasongabe. Die Verabreichung stellt im Koérper etwas um, aber die
Auswirkungen sind erst nach der Geburt sichtbar. Die Effekte sind ferner

dosisabhangig (de Vries et al. 2007).

b.) Schienbeinknochen

In der vorliegenden Studie konnte bei den Tieren aus Dex 5 mg Spat eine
signifikante Zunahme des roten Knochenmarks im proximalen Schienbein
verzeichnet werden.

Es ist bekannt, dass nach miutterlicher GC-Verabreichung bei neugeborenen
Menschenkindern zumindest zeitweise ein Anstieg von neutrophilen und unreifen
neutrophilen Granulozyten entstehen kann. Auch die nach der Geburt auftretende
Leukozytose der Kinder ist auf die mutterliche GC-Applikation zurtickzufihren (Barak
et al. 1992). Zachman et al. (1988) bestéatigten die Madoglichkeit erhdhter
Leukozytenwerte und besonders eine erhdhte Anzahl an neutrophilen Granulozyten
bei Kindern, die 3 bis 7 Tage nach mitterlicher Dexamethasonapplikation geboren
wurden. Die Anzahl an roten Blutkdrperchen, der Hamatokrit- und Hamoglobinwert
sowie die Zahl an Reticulozyten sind nach Dexamethasonapplikation wéhrend der
letzten Schwangerschaftswochen bei Rattennachwuchs signifikant erhdht. Ebenfalls

ist die Plasmakonzentration von Erythropoitin, dem Hauptregulator der Erythropoese,
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sowohl beim Rattennachwuchs als auch bei den Muttern signifikant hdher (Tang et
al. 2011).

Die Ergebnisse der Auswertung der Flachenverhaltnisse von Trabekel, rotem
Knochenmark und Fettmark bestatigen die angenommene Vermutung Uber die
unterschiedlichen Regulierungsvorgdnge beim Oberschenkel- und Schienbein-
knochen. Im Bereich des Schienbeinknochens zeigt sich die Wirkung von GC in
erhbhen Werten von rotem Knochenmark, wahrend beim distalen
Oberschenkelknochen reduzierte Trabekelzahlen und weniger rotes Mark zu

verzeichnen sind.

4.2.3 Knochendichte

In der vorliegenden Studie zeigen die mir Ubergebenen Ergebnisse des qCT des
proximalen Schienbeinknochens keine signifikanten Veranderungen der Knochen-
dichte bei den Versuchsgruppen.

In der préapubertdaren Phase, bei Kindern zwischen dem 5. und 10. Lebensjahr,
kénnen nach pranataler Dexamethasongabe allerdings verringerte Knochenmassen
nachgewiesen werden. Dies ist bedingt durch eine friher erreichte Pubertat der
Kinder nach pranataler Dexamethasongabe (z.B. bei bronchopulmonarer Dysplasie
(BPD)). Es ist bekannt, dass die BPD keinen Einfluss auf die Gro3e und das Gewicht
der Kinder hat. Deswegen schliet man daraus, dass die Veranderungen
dexamethasonbedingt sein missen (Wang et al. 2007). Dartber hinaus neigen
Frihgeborene mit geringem Geburtsgewicht dazu, schlechter mineralisierte Knochen
zu haben, da die Hauptmineralisation der Knochen erst im 3. Trimenon zunimmt
(Ward et al 1998).

Bei Fruhgeborenen ohne GC-Gabe sind perinatale Knochenmineralisationsdefizite
bekannt. Dartber hinaus sind die Kinder kleiner und leichter im Vergleich zu normal
Geborenen und haben eine geringere BMD (bone mineral density) im Bereich der
Huften. Allerdings regulieren sich diese Werte im Laufe der Zeit in den Normbereich
(Bowden et al. 1999).

Dalle Carbonare et al. (2005) behaupten, dass nicht nur die Knochenmasse wichtig

fur die mechanischen Eigenschaften ist, sondern die Kombination aus
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Knochenvolumen wund Mikroarchitektur, d.h. Breite, Anzahl, Aufteilung und
Organisation der Trabekel. Unabhangig von der Knochendichte ist allein die
Mikroarchitektur wichtig fur die Zerbrechlichkeit.

Auf Auswirkungen von préanataler Dexamethasonapplikation weisen auch Sliwa et all.
(2006) hin. Postnatal konnten Effekte bei den Knochenformationsprozessen durch
Abnahme der Kollagen- und Knochenmatrixsynthese fest-gestellt werden. BMD
(bone mineral density), BMC (bone mineral content) und geometrische Parameter

sind im Humerus verringert (Sliwa et al. 2006, 2010).

In der vorliegenden Studie wurden anhand der histologischen Schnittbilder deutlich
sichtbare Veranderungen bestétigt. Besonders im Bereich der Knie, welche bei den
Primaten die Hauptbelastungszonen des Korpers sind, bedingt durch den
VierfulBlergang, konnten wir Ver&nderungen aufzeigen. Der Oberschenkelknochen
reagiert in dieser Studie am sensitivsten auf die Dexamethasonapplikation. Des
Weiteren sind Einflisse am proximalen Schienbeinknochen erkennbar, wohingegen
der poximale Oberschenkelknochen die wenigsten Verénderungen zeigt. In Bezug
zum Thema "Osteoporose im Alter" ist es wichtig fir uns gewesen, zu Ergebnissen
zu gelangen, die uns Hinweise liefern, ob die pranatale Gabe von Dexamethason
Langzeitwirkungen auf die Knochenentwicklung bzw. das Knochenremodelling hat
und ob dadurch eine Osteoporoseerkrankung begunstigt wird. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass der Oberschenkel am sensitivsten auf die Dexamethason-
Therapie anspricht.
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4.3 Kiritische Beurteilung der Versuchsreihe

Die Anzahl an Primaten in dieser Versuchsreihe ist im Unterschied zu anderen
Studien auf3erordentlich hoch. Es war von Anfang an gewollt, 10 Tiere pro
Versuchsgruppe zu erhalten. In anderen Publikationen wird mit bedeutend weniger
Tieren gearbeitet, aber die Wissenschaftler sind sich sicher, dass ihre Ergebnisse
auch mit geringer Versuchstieranzahl ausreichend sind. Vorteilhaft zu werten ist,
dass die Primaten selbst gezichtet wurden. Somit konnten optimale Aufzucht-
bedingungen sichergestellt werden. Allerdings wurden die Tiere nur bis zum Alter
von 2 Jahren untersucht (entspricht ca. 14 - 16 Jahre beim Menschen), so dass man
die Auswirkungen des Dexamethasons, die erst im spaten Erwachsenenalter zum

Tragen kommen, in diesen Auswertungen nicht erfassen konnte.

Beim Auswerten der histologischen Schnittbilder traten Probleme in Form von nicht
auswertbaren Bildern auf Grund von Fehlschnitten auf, so dass nicht immer 10 Pro-
ben pro Versuchsgruppe zur Verfigung standen. Wéhrend der Messungen wurden
erhebliche Streuwerte innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen festgestellt. Ein qCT
des Oberschenkelknochens konnte aus technischen Griinden nicht gemacht werden,

da das Gerat nur an Kleintiere adaptiert ist.

Kritisch zu sehen ist ebenfalls, dass in dem Gebiet der Knochenarchitektur bisher nur
wenig geforscht wurde. Primaten sind als Forschungsobjekte noch seltener
anzutreffen. Haufiger wurde mit Schafen, Schweinen und Nagern gearbeitet, die
allerdings eine andere Embryonalentwicklung haben im Vergleich zum Menschen.
Die Literatursuche gestaltete sich auf3ert schwierig, da wenige Studien zu diesem
Thema zu finden sind und die Ergebnisse sich haufig widersprechen (Angeliewa et
al. 2004). Es gibt wenige Studien zu den Effekten von GC bei Primaten und wenn,
dann befassen sich die meisten mit fetalen und nicht mit den postnatalen

Auswirkungen (Hauser et al. 2008).
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit die pranatale
Knochenentwicklung von der Dexamethasongabe beeinflusst wird. Die
Glukokortikoidtherapie ist weit verbreitet und ihre Nebenwirkungen sind hinreichend
bekannt. Auch die Wirkung auf den Knochenstoffwechsel wurde intensiv erforscht,
allerdings nicht in Bezug auf die pranatale Therapie. Die Verabreichung von
Dexamethason zur Vorbeugung des Atemnotsyndroms betrieb man zeitweise sehr
intensiv. Mit Zunahme der Forschung auf diesem Gebiet, stellten sich allerdings
erhebliche Auswirkungen auf die pra- und postnatale Entwicklung der Kinder heraus.
Deswegen ist der Einsatz zur RDS-Prophylaxe heute relativ zurtickhaltend.

Zu diesem Zweck wurden 30 mé&nnliche Nachkommen der Spezies Callithrix jacchus,
deren Mutter wahrend der Schwangerschaft zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine
Dexamethasonapplikation erhielten, untersucht. Es erfolgte eine Einteilung in drei
Gruppen: frihe Applikation, spate Applikation und in die Kontrollgruppe. Wahrend
der ersten beiden Lebensjahre wurden Korpergrofle und Korpergewicht in
regelmaRigen Abstdnden dokumentiert. Im Alter von 2 Jahren wurden die Tiere
euthanasiert. Als Untersuchungsobjekte dienten Oberschenkel- und Schienbein-
knochen. Es wurden die Kortikalisdicke, die Flachenverhéltnisse von Trabekeln,
rotem Knochenmark und gelben Fettmark analysiert sowie die Knochendichte
ermittelt.

Die Ergebnisse zeigen eine deutlich reduzierte diaphysale Kortikalisdicke beider
Knochen in der Gruppe mit friher Dexamethasonapplikation. In der spaten Appli-
kationsgruppe dagegen fand man eine starker ausgepragte Kortikalis diaphysal, aber
eine reduzierte im metaphysalen Bereich. Diese Schwachung kann besonders im
Alter Frakturen im Oberschenkelhals beglnstigen, vor allem wenn eine hormonell
bedingte Osteoporose als Begleiterkrankung hinzukommt.

In beiden Versuchsgruppen kann eine deutliche Schwéchung der Knochensubstanz
im Bereich der Knie, in diesem Fall die Hauptbelastungszone der Tiere, bedingt
durch den VierfuR3lergang, nachgewiesen werden. Der Oberschenkel reagiert auf die
Dexamethasonapplikation am sensitivsten.

Des Weiteren sind Veranderungen der Flachenverhaltnissen aufgetreten. Bei der
frihen Applikation von Dexamethason ist eine deutlich reduzierte Anzahl an rotem

Knochenmark zu finden, wahrend bei der spaten Applikation eine vermehrte Anzahl
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nachweisbar ist. Dies zeigt, dass Dexamethason auch Auswirkungen auf die

Blutbildung und das Immunsystem mit sich bringt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten dazu anregen, weiter auf diesem Gebiet zu

forschen, da die Anzahl an Publikationen noch limitiert ist. Bezuglich der RDS-

Prophylaxe ist Uber eine strengere Indikationsstellung nachzudenken.
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Anlage |

Liste der EUPEAH-Versuchstiere

Kind
Geburtsdatum DPZ-

Kind Kind laufende Nr.| Nr. Kind Name aum DEX-Dosis
20.04.2003 IMI 12026 Hadar A control
07.06.2003 MIV 12093 Anorak B control
30.12.2003 27MXIV 12376 Pooki B 5mg/late
08.01.2004 29MXV 12379 Laser G 5mg/early
12.01.2004 31MXVI 12398 Harro B 5mg/late
16.01.2004 35MXVIII 12409 Eldar H 5mg/early
19.01.2004 37MXIX 12412 Enwer G 5mg/late
23.01.2004 39MXX 12422 Aron A 5mg/early
28.01.2004 45MXXII 12427 Kord B 5mg/late
28.01.2004 A7TMXXIV 12428 Hassan B 5mg/late
28.01.2004 49MXXV 12430 Lorien A 5mg/late
30.05.2004 56MXXVIII 12583 Hero A 5mg/early
03.05.2004 S7TMXXIX 12581 Zonko A 5mg/early
04.05.2004 61MXXXI 12589 Ergo A 5mg/late
08.05.2004 65MXXXIII 12595 | Pfefferkuchen H Control
10.05.2004 69MXXXV 12606 Olgy B 5mg/late
18.07.2004 73MXXXVII 12759 Max G Control
25.07.2004 75MXXXVIII 12761 Aurelius H Control
31.07.2004 77TMXXXIX 12762 Joseph H 5mg/late
31.07.2004 79MXL 12766 Aragon H 5mg/late
04.08.2004 83MXLII 12771 Loreo B 5mg/early
08.08.2004 85MXLIII 12775 Krishna H 5mg/early
11.08.2004 87MXLIV 12789 Errant G Control
23.08.2004 89MXLV 12793 Knecht B Control
07.10.2004 91MXLVI 12878 Goofy A Control
11.10.2004 95MXLVIII 12884 Zazu A Control
12.10.2004 97MXLIX 12888 Allegro H Control
13.10.2004 99ML 12889 Orin B 5mg/early
13.10.2004 100ML 12890 Ovid B 5mg/early
08.12.2004 103MLII 12969 | Wolfgang H 5mg/early
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Anlage Il

Ubersicht Rohnahrstoffe Diatfutter

Rohné&hrstoffe (%) Mineralstoffe (%)
Trockensubstanz 93,5 Calcium 1,00
Rohproteine (N x 26,1 Phosphor 0,70

6,25)

Rohfett 7,0 Natrium 0,20
Rohfaser 2,5 Magnesium 0,18
Rohasche 6,8 Kalium 0,92

N-freie Extraktstoffe 51,1 Aminoséauren (%)
Starke 23,4 Lysin 1,70
Zucker 20,4 Methionin 0,49

Fettsauren (%) Met+Cys 0,88
C 8:0 0,15 Threonin 1,16

C 10:0 0,12 Tryptophan 0,41

C 12:0 0,90 Arginin 1,63

C 14:.0 0,36 Histidin 0,66

C 16:0 0,74 Valin 1,38

C 16:1 0,02 Isoleucin 1,27

C 18:0 0,19 Leucin 2,24

c 18:1 1,39 Phenylalanin 1,32

C 18:2 2,22 Phe+Tyr 2,37

C 18:3 0,17 Glycin 0,97

C 20:0 0,01 Glutaminséure 4,78
Vitamine per kg Asparginsaure 2,78
Vitamin A 18.000 IE Prolin 1,71

Vitamin D3 3.000 IE Alanin 1,18
Vitamin E 120 mg Serin 1,30
Vitamin C 3.500 mg Spurenelemente per kg
Vitamin K 5 mg Eisen 154 mg
Thiamin (B1) 14 mg Mangan 44mg

Riboflavin (B1) 22 mg Zink 70 mg

Pyridoxin (B6) 17 mg Kupfer 11 mg
Cobalamin (B12) 100 Jod 2,1 mg

mukrogramm
Nicotinsdure 70 mg Selen 0,2 mg

Pantothensaure 34 mg Cobalt 2,0 mg

Folséure 7 mg

Biotin 440
mukrogramm
Cholin-ClI 2.400 mg
Inositol 100 mg
Energie MJ/kg
Bruttoenergie (GE) 18,5
Umsetzbare Energie (ME)* 15,6

Verteilung der ME*: 55% aus Kohlenhydraten, 28% aus Proteinen, 17% aus Fett

59




Anlage llI

Acrylat-Einbettung

Herstellung der Knochenpraparate

Die aufgetauten Femora wurden mit Hilfe einer Kneifzange im Bereich der Diaphyse

in ausreichendem Abstand zur Epiphysenfuge durchtrennt und zur weiteren

Behandlung in kleinen Glasbehaltern aufbewahrt.

1. Fixierung e 70%iges Ethanol 3 Tage
2. Dehydratation e 80%iges Ethanol 24 h

e 90%iges Ethanol 24 h

e 100%iges Ethanol 24 h
3. Entfettung e 100%iges Ethanol | 24 h

+Aceton (1:1)

4. Durchtr&nkung

Methylmetacrylat-
Gemisch
(MMA-Gemisch)’

3 Tage bei 4°C im Kuhl-
schrank zur Verhin-derung
der vorzeitigen Polymeri-

sation

5. Polymerisierung

Temperaturerhhung auf
32°C im Wasserbad

Der ausgehartete Acrylat-Block konnte durch ein vorsichtiges Zertrimmern des

Glasgefalies freigelegt werden.

*MMA-Gemisch nach folgender Zusammensetzung:

e 1000 ml Methylmetacrylat ( Merck-Nr. 800590),
e 200 ml Di-Butylphtalat ( Merck-Nr. 12487),
e 29 g Benzoylperoxid (Merck-Nr. 801641).
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Anlage IV

Herstellung der Knochenpraparate

Knochenspezifische Farbung (nach Goldner)

Zur Verwendung kam eine Trichrom-Farbung nach Goldner.

1.Entfernung Objekttrager werden in 2-Me- | 1 h
Uberschissiger Acrylate thoxyethylacetat gelagert
2. Praparate gespuilt 100%iger Alkohol 10 Min
3. Féarben Weigerts Hamatoxilyn 10 Min
Blauen in Leitungswasser 10 Min
2 g Ponceau de Xylidine + 1g | 45 Min
Saurefuchsin + 0,4 ml 1%ige
Essigsaure + 200 ml destil-
liertes Wasser
Spulen in 1%iger Essigsaure 1 Min
kurzes Abspillen mit destil-
liertem Wasser
2 g Wolframatophosporsaure + | 7 Min
1 g Orange G + 200 ml destil-
liertes Wasser
Spulen mit 1%iger Essigsaure | 1 Min
0,4 g Lichtgrin + 0,4 ml | 15Min
Essigsaure + 200 ml destil-
liertes Wasser
Auswaschen mit 1%iger Essig-
saure
Entwassern in 96%igem und | Jeweils 10 Min

100%igem Ethanol, dann in
Xylol

Mit Hilfe eines Tropfens Eukitt lie3 sich zum Abschluss ein Deckglas Uber das

Praparat und den Objekttrager aufkleben.
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