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1 Einleitung

Das Skelettsystem tUbernimmt wichtige Funktionen im menschlichen Korper. Zum einen
stellt der Knochen einen Schutz fur die inneren Organe dar und gewahrleistet als
Stutzgewebe die Stabilitat und Mobilitat; zum anderen ist das Knochengewebe ein
Reservoir fur Calcium und Phosphat und hat somit einen Einfluss auf den
Mineralhaushalt.
Um diesen Aufgaben gerecht zu werden, unterliegt der Knochen einem standigen
Umbauprozess. Innerhalb von 10 Jahren wird beim Menschen eine Knochenmasse
regeneriert, die dem gesamten Skelett entspricht [1]. Durch den Umbau (Remodeling)
werden einerseits das Wachstum und andererseits eine Anpassung an mechanische
Erfordernisse ermoglicht. In der Wachstumsphase Uberwiegt der Knochenaufbau
(Formation), der zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr das Maximum der
Knochenmasse erreicht hat, das so genannte ,Peak Bone Mass® [2]. Diese maximale
Knochenmasse wird vor allem von genetischen Faktoren [3,4,5], aber auch vom
Lebensstil wie Ernahrung, Bewegung oder Krankheiten beeinflusst.
Fir die Aufrechterhaltung der Knochenmasse ist eine fein abgestimmt Balance
zwischen  Knochenaufbau und Knochenabbau (Resorption) nétig.  Die
Knochenresorption wird durch die Osteoklasten (knochenabbauenden Zellen) und die
Bildung von neuem Knochengewebe durch die Osteoblasten (knochenaufbauenden
Zellen) durchgefuhrt. Das neue Knochengewebe (Osteoid) mineralisiert innerhalb von
25-35 Tagen.
Kommt es zu einem Ungleichgewicht zugunsten der Resorption, wie es im Alter haufig
der Fall ist, so entsteht ein Knochenmasseverlust, welcher auch als Osteoporose
bezeichnet wird. Diese negative Knochenbilanz kann zwei unterschiedliche Ursachen
haben [6]:
- erhohte Osteoklastenaktivitat bei  normaler  Osteoblastenfunktion  und
Mineralisierung
—,high turnover* = Erhdhung der Knochenresorption
- normale Osteoklastenfunktion bei verminderter Osteoblastenaktivitat und
Mineralisierung

—,low turnover” = Erniedrigung der Knochenformation
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1.1 Osteoporose

Allein in Deutschland leidet bereits jede dritte Frau und ca. jeder funfte Mann tber 50
Jahren [7,8,9] an Osteoporose, was etwa 6 Millionen Menschen sind [10,11].

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine Reduktion der
Knochenmasse und einer  mikroarchitektonischen  Verschlechterung des
Knochengewebes mit entsprechend reduzierter Festigkeit und erhdhter Frakturneigung
charakterisiert ist [12]. Laut WHO (World health organisation) gehort sie zu den 10
haufigsten Erkrankungen der Gegenwart.

In Anlehnung an die WHO-Definition liegt eine Osteoporoseerkrankung dann vor, wenn
der Knochenmineralgehalt (Bone Mineral Density [BMD]) erniedrigt ist. Dieser lasst sich
mittels einer radiologischen Knochendichtmessung (single and dual-X-ray-
absorptiometry [DXA]), zum Beispiel am proximalen Femur oder am Wirbelkorper,
bestimmen. Von einer manifesten Osteoporose wird dann gesprochen, wenn die
gemessene Knochendichte um mehr als 2,5 Standardabweichungen (SD) vom
durchschnittlichen Messwert gesunder 30-jahriger Frauen bzw. Manner nach unten
abweicht (T-Score< -2,5 SD). Liegt die ermittelte Knochendichte im T-Score hingegen
zwischen -1,0 und -2,5 SD, so wird von einer Osteopenie gesprochen [13] (vergleiche
Tabelle 1).

Tabelle 1 : Osteoporosestadien [14]

Osteoporosestadium Knochendichte (SD vom T-Wert)
Physiologischer Befund Knochenmineralgehalt unverandert (bis -1,0 SD)
Osteopenie Knochenmineralgehalt vermindert (-1,0 bis-2,5SD)

Keine Fraktur

Osteoporose ohne Fraktur Knochenmineralgehalt vermindert (unter -2,5 SD)
Praklinische Osteoporose Ohne Fraktur

Osteoporose mit Fraktur Knochenmineralgehalt vermindert (unter -2,5 SD)
Klinische Osteoporose Wirbelfrakturen ohne adaquates Trauma
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Die Osteoporose ist allerdings nicht nur durch den Knochenmasseverlust, sondern auch
durch einen Knochenstrukturdefekt charakterisiert. Der Knochen eines Erwachsenen
besteht aus einer kompakten Rindenzone (Kortikalis), die etwa 80% der
Knochenmasse, aber nur 20% des Knochenvolumes ausmacht, sowie aus einem
schwammartigen Anteil (Spongiosa), der ca. 20% der Knochenmasse und 80% des
Knochenvolumes einnimmt. Die Spongiosa besteht aus einem platten- und stabartigen
Trabekelwerk. Kortikales und Spongiosa sollten als zwei getrennte Einheiten
angesehen werden, da sie sich im Alter unterschiedlich verandern.

Bei der Osteoporose kommt es in dem Trabekelwerk zu richtungsabhangigen
Verschmalerungen und somit zu einer Umwandlung von platten- zu stabartigen
Trabekeln [15,16,17]. Aufgrund einer Perforation von Trabekeln kommt es zu einer
starken Zunahme an ,freien Enden® (ca. 37%) [17]. Somit ist die Perforation ein
wesentlicher Grund fur die Stabilitatsabnahme des Knochen, da einmal durchtrennte
Trabekel nicht wieder miteinander verknupft werden kdnnen, um so wieder ein stabiles
Trabekelwerk zu bilden [18,19].

Man unterscheidet zwischen einer lokalen und generalisierten Osteoporose. Die
lokale Osteoporose tritt z.B. nach einem Trauma bei langerer Immobilisation einer
GliedmalRe oder gelenksnah bei einer chronischen Arthritis auf. Die generalisierte
Osteoporose hingegen befallt das gesamte Skelett ohne ,bevorzugte® Stellen.

Die generalisierte wird noch einmal in eine primare und sekundare Form untergliedert.
Zur primaren Osteoporose gehort die postmenopausale (Typ /) und die
altersabhangige / senile (Typ Il) Osteoporose [20].

Bei der postmenopausalen Osteoporose (Typ /) der Frau kommt es wahrend bzw. nach
der Menopause zu einem Ostrogenabhangigen, spongiosabetonten
Knochenmasseverlust mit Manifestation am Achsenskelett (v.a. Wirbelkorper). Das
durch den erhohten Knochenturnover entstandene Ungleichgewicht 16st die eigentliche
Osteoporose aus. In den ersten funf bis zehn Jahren unmittelbar nach der Menopause
kann man einen jahrlich steigenden Knochenmasseverlust von 0,5-1% auf 3-6%
beobachten. Diese frihe postmenopausale Osteoporose mit verstarkter
Osteoklastenaktivitat nennt man auch ,high turnover“-Osteoporose. Im spateren Verlauf
kommt es zu einem langsam entstehenden Verlust der Osteoblastenaktivitat gegentber
wieder normalisiertem Knochenabbau, das der ,low turnover“-Osteoporose entspricht.
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Wahrend bei der eben beschriebenen Form des Knochenschwundes hauptsachlich
Frauen betroffen sind, kommt die senile Osteoporose (Typ Il) gleichermal3en bei
Frauen und Mannern im Alter Uber 70 Jahren vor. Bei diesem Typ der Osteoporose
findet ein langsamer, aber lang anhaltender spongiosa- und kortikalisbetonter
Knochenabbauprozess statt [21]. Daher kommt es vorwiegend zu Brichen der langen
Rohrenknochen, vor allem des Oberschenkelhalses und Unterarmknochen
(handgelenksnaher Speichenbruch) [22].

Die idiopatische Osteoporose ist eine Osteoporoseform mit ungeklarter Ursache und
kommt vermehrt bei Mannern vor [23]. So fanden Resch et al. bei 60 von 95 Mannern
mit osteoporotischen Wirbelkorperfrakturen keine den Knochendichteverlust erklarende
Ursache und stellten schlieldlich die Diagnose einer idopatischen Osteoporose [23].

Die idiopathische juvenile Osteoporose ist eine seltene Form, die zwischen dem 8. und
14. Lebensjahr auftritt. Auch bei jungen Erwachsenen kann zwischen den 20 und 35.

Lebensjahr eine idiopathische Osteoporose auftreten.

Die sekundare Osteoporose, die insgesamt 5% aller Osteoporoseformen ausmacht,
betrifft sowohl Frauen als auch Manner [24]. Ursachlich dafur konnen Risikofaktoren wie
Medikamenteneinnahme (orale  Glukokortikoide oder Sedativa), hormonelle
Veranderungen und falsche Ernahrung sein. Aber auch Grunderkrankungen, zum
Beispiel Uberfunktion der Nebennierenrinde, Schilddriiseniberfunktion, bestimmte
hormonproduzierende Tumoren oder Lebererkrankungen kdnnen dazu fuhren.

Jedoch ist der Zusammenhang zwischen der Leber und dem Knochen noch nicht

vollstandig geklart.

In Tabelle 2 werden noch einmal alle Osteoporoseformen mit Differenzialdiagnosen
dargestellt.
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Tabelle 2 : Einteilung der Osteoporoseformen [25]

Primare Osteoporose * Postmenopausale Osteoporose (Typ /)
* Senile Osteoporose (Typ /)

* Idiopathische Osteoporose, juvenil

Sekundare Osteoporose * endokrin

(als Folge einer Grundkrankheit) * iadrogen

* medikamentods

* gastrointestinal/alimentar

* myelogen/onkologische

* parainfektiés/immunogen

* genetisch

* inaktivitat/Immobilisation

* Komplexe (renale, intestinale Osteopathien)

* Hereditare Bindegewebserkrankung

1.2 Leber und Leberzirrhose

Die Leber ist eines der grof3ten, wichtigsten und komplexesten Stoffwechselorgane des
menschlichen Korpers. Durch ihre Synthese- und Metabolisierungsfunktion spielt sie
eine grolRe Rolle im Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechel, indem sie z.B.
Glykogen als Energiespeicher, aber auch Gerinnungsfaktoren, Fettsduren und
Cholesterol bildet. Gleichzeitig ist die Leber das wesentliche Organ fur die Entgiftung
korpereigener (z.B. Ammoniak) und korperfremder Stoffe (z.B. Medikamente) [26]. Eine
der wichtigsten Aufgaben der Leber ist die kontinuierliche Synthese und Sekretion von
ca. 700 ml Galle pro Tag. Die Gallenflussigkeit, die in den Leberzellen (Hepatozyten)
gebildet wird, besteht aus folgenden Komponenten: Wasser (82%), Gallensaure (12%),
Lecithin und anderen Phospholipiden (4%), nichtverestertem Cholesterin (0,7%) sowie
konjugiertem Bilirubin, Elektrolyten und Schleim (Mucin) [30].

Mithilfe der Galle konnen hepatisch metabolisierte Stoffe und auch Cholesterin aus
dem Korper ausgeschieden werden. Durch die emulgierende Wirkung der Gallensaure
konnen fettlosliche Vitamine (Vitamin A, D, E & K) und andere lipidlosliche
Nahrungsbestandteile uber den Darm resorbiert werden [28].

Die Gallensaure wird mithilfe eines speziellen Transportsystems aktiv gegen das
Konzentrationsgefalle aus den Hepatozyten in das kanalikulare Gallengangsystem

9
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sezerniert. Dieser Gallensauretransporter BSEP (,bile salt efflux pump*) gehdrt zu den
aktiven, energieverbrauchenden ABC-Transportern (ATP-Binding-Cassette) und ist
entscheidend fur die Aufrechterhaltung des Galleflusses. Durch den extrazellularen
Konzentrationsanstieg der Gallensaure werden Wasser und Elektrolyte passiv sowohl
transzellular als auch parazellular Gber die semipermeable, kanalikulare Membran
gezogen [29]. Ein weiteres Transportprotein in der apikalen Membran ist das MRP2
(,multidrug resistance associated protein 2¥), welches konjugiertes Bilirubin, reduziertes
Glutathion und anorganische Konjugate transportiert [28,36].

Die Phospholipide, bei denen mehr als 95% das Phosphatidylcholin ausmacht, werden
mithilfe einer ATP-abhangigen Flippase (MDR3) kontinuierlich zur auf3eren Membran
transloziert. MDR3 (,multdrug-resitance-3 P-glycoprotein) ist ein Transporter in der
menschlichen kanalikularen Hepatozytenmembran, welcher in folgendem Projekt einen
besonderen Stellenwert hat und im spateren Verlauf noch naher besprochen wird.

Hepatocyte

; \" K* channel

Na*/K*-ATPase K Na*
K* oc* cr 1 Na*-H*
channel o =
exchanger

Nlunsportu ¢ Na’

BS™

OA i BS GSH HCOZ!-
Na*-HCO;~
symporter

Abb. 1 : Transportpolaritat der humanen Leberzelle [27]

Dargestellt sind die unterschiedlichen Transportsysteme in der sinusoidalen (basolateralen)
und kanalikularen (apikalen) Plasmamembran einer menschlichen Hepatozyte mit dem
jeweilig transportierten Molekulen. Abkiirzungen: NTCP (Na+ -abhéngiges Taurocholat-
Cotransportierendes Protein); OATP (Organische Anionen- Transportierendes Protein);
MDR1&3 (Multidrug resistance p-glycoprotein 1 und 3]; MRP2 (Multidrug resistance
Associated protein 2)

Phosphatidylcholin bindet die Gallensdure und bildet gemischt Mizellen in dem
Gallengangsystem und schutzt so die Hepatozytenmembran vor der aggressiven
Gallensaure. Ein weiterer physiologischer Schutz vor dem toxischen Effekt der

10
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Gallensaure ist die Produktion und Sezernierung von Mucus (Schleim) aus dem
Gallenblasenepithel.

Fallen diese Schutzmechanismen aus, so wird die eigentlich positive Eigenschaft der
Gallensaure, als Detergenz zu wirken und dadurch die notwendigen Fette und
lipidloslichen Nahrungsbestandteile aus dem Darm zu resorbieren, zu einem Problem.
Es kommt zu einem Konzentrationsanstieg freier Gallensaure, was dazu fuhrt, dass die
Hepatozytenmembran geschadigt wird, mit der Folge einer chronischen
Leberschadigung bis hin zu einer Leberzirrhose [28,32].

Die Leberzirrhose ist das irreversible Endstadium ursachlich verschiedener chronischer
Lebererkrankungen oder -schadigungen [31,33]. Sie ist definiert als ein diffuser
Organbefall ~mit  charakteristischen = makroskopischen und  histologischen
Leberveranderungen [34]. Es kommt zu einer Zerstorung der ursprunglichen Struktur,
die durch eine septenbildende Bindegewebsvermehrung (Fibrose) und einem Umbau
der azinaren Architektur in knotige Parenchymformationen gekennzeichnet ist.
Aufgrund des hohen Bindegewebsanteil steigt der Widerstand durch die verlangerten
Kapillarstrecken und die Elastizitat ist vermindert. Dadurch kommt es zu einer
eingeschrankten Durchblutung der Leber. Die Folge ist ein Untergang des
Leberparenchyms und die Kapillarisierung von Sinusoidalwanden sowie ein dadurch
verschlechterter Stoffaustausch zwischen Blut und Hepatozyten. Bei einem
fortgeschrittenem Stadium der Leberzirrhose kann auch der gut ausgepragte
Regenerationsprozess der Hepatozyten nicht mehr greifen und es entwickelt sich
langsam eine Leberinsuffizienz [37].

Neben der bereits genannten Ursache konnen viele Ereignisse zu einer Leberzirrhose
fuhren (siehe Tabelle 3)

11



EINLEITUNG n

Tabelle 3 : haufigsten Ursachen der Leberzirrhose [35]

Toxine Alkohol (50-60%)
Medikamente
Chemikalien (z.B.:CCl4)

Virushepatitis HBV, HCV, HDV (20-30%)

hereditar Hamochromatose (1-3%)
M. Wilson (1%)
a1-Antitrypsinmangel

biliar Primar biliare Zirrhose (PBC) (1-3%)

Primar sklerosierende Cholangitis(PSC) (1%)
Autoimmunhepatitis Typ I, I und lll (1-5%)
andere Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) (<5%)

Genaue Zahlen zur Inzidenz und Pravalenz zu diesem Krankheitsbild sind nicht
bekannt. Schatzungen zufolge leiden 0,5-0,8% der Bevdlkerung in Deutschland an
einer Leberzirrhose [31].

Alle Erkrankungen, die zu einer Leberzirrhose fuhren, stellen auch Ursachen fur die
Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) dar. 80-90% der HCC-Falle
entstehen bei Patienten mit einer zirrhotisch umgebauten Leber. Es ist weltweit der
funfthaufigste Tumor und die dritthaufigste krebsbedingte Todesursache [31,38,39].
Meist bleibt als einzige kurative Therapie fur Patienten mit terminaler Leberzirrhose,
maligner  Lebererkrankung oder akutem Leberversagen eine orthotope
Lebertransplantation (LTX) [40]. Seit 1963, als die erste Organtransplantation
durchgefuhrt wurde, sind in Deutschland 18.952 Leberorgane transplantiert worden.
Allein im Jahr 2011 wurden 1.199 Lebertransplantationen durchgefuhrt [41]. Haufige
Komplikationen neben der AbstoRungsreaktion sind bakterielle und virale Infektionen,
Gallengangskomplikationen sowie auch die Osteoporose [40]. In der fruhen
Posttransplantationsphase, d.h. innerhalb der ersten drei bis sechs Monate, konnte im
klinischen Alltag eine Verminderung der Knochenmasse beobachtet werden [42,43,44].
Es wird angenommen, dass es eine Folge der immunsuppressiven Medikation und

auch der postoperativen Immobilisation ist.

12
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Die nach Transplantation notwendigen Glukokortikoide fuhren zu einer Verminderung
der Osteoblastenproliferation und —funktion sowie zu einer gesteigerten
Osteoklastenaktivitat. Zusatzlich kommt es neben einer erhdhten Parathomonsekretion
(aus der Hypophyse) zu einer Hemmung der Calciumabsorption und einer
Beeinflussung der Gonadenfunktion [45].

Allerdings wird in einigen klinischen Studien beschrieben, dass die Knochenmasse ein
Jahr nach der Transplantation wieder ansteigt und die Werte vor der
Pratransplantationsphase erreicht. Nach zwei Jahren ist die Knochendichte mit etwa 2-
5% Uber dem Pratransplantationswerten angesiedelt [43,44,46], was auch auf die durch

die Transplantation verbesserte Leberfunktion zurickzufihren ist.

1.3 Zusammenhang zwischen Leber und Knochenstoffwechsel

Hepatische Osteodystrophie ist die Bezeichnung des Krankheitsbildes, bei der sich
eine Knochenstoffwechselstorung bei chronischen Leberkrankungen entwickelt. Die
haufigste extrahepatische Komplikation ist die Osteoporose [43,47,48,49]. Die
Entstehung des Knochenmasseverlustes ist multifaktoriell und im einzelnen noch
ungeklart [42,49]. Da die Leber ein wichtiges und zentrales Organ im gesamten
Stoffwechsel ist, scheint es daher plausibel, dass ein Leberschaden durch
unterschiedliche Faktoren auch einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel hat.
Faktoren, die direkt oder auch indirekt die Knochenmasse verandern kdnnen, wie zum
Beispiel der Wachstumsfaktor ,Insulin-like growth factor I* (/IGF-I), Hyperbilirubinamie,
Hypogonadismus und subnormale Vitamin D- und K-Konzentrationen, werden in der
Literatur diskutiert [49,50].

IGF-I ist ein Wachstumsfaktor, der hauptsachlich in der Leber gebildet wird und eine
stimulierende Wirkung auf die Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten hat
[44,49]. Die IGF-I Produktion wird durch das ubergeordnete Steuersystem, dem
hypothalamisch-hypophysaren Regelkreislauf stimuliert.

,Growth Faktor® (GH) ist ein Wachstumshormon, welches im vorderen
Hypophysenlappen gebildet und gespeichert wird. Es hat einen direkten Einfluss auf

die Produktion und Sekretion von IGF-I in den Hepatozyten. Ostrogene, Androgene und

13
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auch Schildrisenhormone wirken auf die GH-Stimulation und haben somit einen
indirekten Einfluss auf die IGF-I-Produktion und den Knochenstoffwechsel.

In einer tierexperimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass Mause mit einer
selektiven Mutation des IGF-I-Gen 75% weniger zirkulierendes IGF-I aufwiesen sowie
eine 9%ige Reduktion der totalen BMD und eine 6%ige Abnahme der kortikalen
Knochendichte zeigten [50,51]. In einer anderen Studie konnte nachgewiesen werden,
dass sich bei Ratten, die an einer Leberzirrhose litten und mit IGF-l behandelt wurden,
die Knochendichte verbesserte [2,42,52]. In anderen Studien, bei denen Patienten an
Leberzirrhose oder anderen Leberkrankheiten erkrankten, konnte zwar eine Abnahme
des IGF-I-Spiegels beobachtet werden, allerdings konnte kein Zusammenhang
zwischen dem |IGF-I-Spiegel und der Knochenmineraldichte gezeigt werden
[2,42,53,54].

Ein weiterer Wachstumsfaktor ist das ,TGF-3+“ (Transforming growth factor-84), der in
den Osteoblasten produziert wird und einen lokalen Einfluss auf den Knochen ausubt
[56]. Er steigert die Osteoblasten- und hemmt die Osteoklastentatigkeit [55]. Die
Synthese steht unter dem Einfluss von Ostrogen, aber auch die Wirkung kann durch
verschiedene Faktoren, wie Calcitonin, verstarkt werden [55]. Aufgrund des direkten
Einflusses der systemisch wirkenden Stoffe (z.B. Ostrogen, Calcitonin) auf die TGF-R-
Produktion haben diese somit auch einen indirekten Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel.

Vitamin D gehort zu den fettloslichen Vitaminen. Es kann aus der Nahrung mithilfe von
Cholesterol im Darm resorbiert oder im Korper selbst aus 7-Dehydrocholesterol unter
Einwirkung von UV-Licht auf der Haut synthetisiert werden. Fur die Umwandlung in das
aktive Vitamin D (1,25-Dihydroxycholecalciferol) muss es in der Leber sowie in der
Niere hydroxyliert werden. Vitamin D hat einen Einfluss auf den Calcium- und
Phosphathaushalt und somit indirekt auf den Knochenstoffwechsel. Durch das Vitamin
D wird die Phosphat- und Calciumresorption aus dem Darm gesteigert. Dies fuhrt dazu,
dass durch Calcium das Calcitonin (aus der Schilddriise) vermehrt und das
Parathormon (aus der Nebenschilddriise) vermindert ausgeschuttet wird und dadurch
die Osteoklastenaktivitat gehemmt wird.

In den vergangenen Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen den Zusammenhang
zwischen Vitamin D und dem Knochenstoffwechsel untersucht. Allerdings konnte kein
direkter Zusammenhang zwischen einem Vitamin D-Mangel und einer durch einen

Leberschaden bedingten Reduktion der Knochendichte gezeigt werden. Man konnte

14



EINLEITUNG n

nur in Studien beobachten, dass Patienten mit einer Lebererkrankung, wenn
uberhaupt, nur eine geringe Vitamin D- und Calciummenge aufwiesen [2]. Es gab keine
signifikante Korrelation zwischen Osteoporose und Vitamin D, Calcium und dem
Parathormon bei Patienten mit cholestatischen Lebererkrankungen [44,57]. Auch eine
Vitamin D-Supplementierung in einer anderen Studie hat das Fortschreiten der
hepatischen Knochenstoffwechselstorung nicht verhindern kénnen [2,42,58]. Allerdings
gab es auch da Studien, die zeigen konnten, dass durch die Vitamin D-Gabe der
Knochenabbau verlangsamt und die Knochenmasse gesteigert wurde [59].

Ein weiteres fettlosliches Vitamin ist das Vitamin K, das ebenfalls einen Einfluss auf
den Knochenstoffwechsel hat, da es zum einen die Synthese von Osteocalcin stimuliert
und zum anderen eine anti-apoptotische Wirkung auf die Osteoblasten hat. Osteocalcin
wird in den Osteoblasten gebildet und ist ein Protein der Knochenmatrix, welches
Calcium und Hydroxylapatit bindet und somit das mineralisierte Knochengewebe
entsteht.

Bei Patienten mit einer primaren bilidren Leberzirrhose konnte beobachtet werden,
dass der Vitamin K-Serumspiegel verringert ist. Man konnte auch zeigen, dass bei
solchen Patienten eine Vitamin K-Supplementierung den Knochenschwund vermindern
kann [2,60].

Bilirubin ist ein Abbauprodukt des Ham-Anteils des roten Blutfarbstoffs (H&moglobin)
der abgestorbenen Erythrozyten. Es wird Uber das Blut mithilfe des Transportproteins
Albumin in die Leber transportiert, wo es konjugiert und somit wasserloslich wird, damit
es mit der Galle ausgeschieden werden kann.

Bilirubin ist neben den Gallensalzen einer der Stoffe, der bei einer cholestatischen
Leberkrankheit akkumulieren. Es hat einen inhibierenden Einfluss auf die
Osteoblastenproliferation [44,50]. Einige Studien konnten eine Korrelation zwischen
dem Bilirubin-Serumspiegel und dem BMD zeigen [61], andere allerdings nicht [62,63].
Auch bei der Behandlung mit einem Medikament gegen die erhdhten Bilirubinwerte
konnte kein positiver Einfluss auf die Knochenmasse bei Patienten mit einer primaren

biliaren Zirrhose beobachtet werden [56].
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1.4 MDR-2

Um an dieser Thematik forschen zu kdnnen, haben sich genetisch veranderte Tiere,
insbesondere Mause, bewahrt. Um das menschliche Krankheitsbild Leberzirrhose und
letztendlich das hepatozellulare Karzinom nachstellen zu koénnen, wurden ein
Mausmodell (MDR2-ko) gezuchtet, welches eine Mutation in dem mdr2-Gen aufweist.
Erstmals beschrieben wurde dieses Mausmodell 1994 von Mauad et al. [13]. Das mdr2-
Gen der Maus ist homolog zu dem menschlichen mdr3-Gen. Es verschlusselt bei der
Maus das kanalikulare Membranprotein MDR2 (,multdrug-resitance-2 P-glycoprotein®).
Dies ist eine Flippase, die fur die Translozierung des Phosphadidylcholins vom
Zellinneren in das Gallengangsystem zustandig ist. Phosphadidylcholin bindet die
Gallensaure in Form von Mizellen, um so die Hepatozytenmembran vor der
aggressiven Gallensaure zu schitzen.

Aufgrund der Mutation kann dies nicht mehr bewerkstelligt werden und es kommt Uber
mehreren Schritten zur Ausbildung einer Leberzirrhose. Ein Abfolge-Schema zur
Entstehung ist in Abbildung 2 zu sehen.

MDR2-ko Mause

!

kein Transport von Phosphadidylcholin

!

fehlende bilidre Lipidsekretion

!

Zerstorung der Basalmembran

!

Entziindungsreaktion

!

Aktivierung der Myofibroblasten—> Fibrose

!

Zirrhose—> hepatozellulares Karzinom (HCC)

Abb. 2 : Pathologie der Leberzirrhose
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1.5 Ziel und Hypothese des Versuchsvorhabens

Aus der beschriebenen Problematik ergab sich fur diese Studie folgende Zielsetzung:
Es soll der systemische Einfluss bei Leberschaden auf die trabekulare und kortikale
Struktur des Knochens beim MDR2”-Mausmodell mittels bildgebenden Verfahren als
auch histomorphologisch untersucht und mit den Wildtypen verglichen werden.

Dafur wurde je ein Femur der Maus von unterschiedlichen Altersgruppen entnommen
und diese mithilfe eines uCTs (Mikrocomputertomograph) untersucht. Diese Ergebnisse
wurden durch die Histomorphometrie erganzt.

Das MDR2” Mausmodell wurde von einer kooperierenden Arbeitsgruppe aus Miinchen
unter der dortigen Leitung von Herrn Prof. Nussler untersucht. Dafur wurde die Leber
histologisch und histochemisch untersucht sowie 2zu gleichen Zeitpunkten

Blutentnahmen vorgenommen und ausgewertet.
Folgende Hypothese soll in der Studie untersucht werden: Die Tiermutanten mit

Leberschaden weisen im Vergleich zu den Kontrolltieren eine osteoporoseahnliche
Knochenstruktur auf.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden BALB/c-Mause, die eine Mutation in dem mdr2-Gen
aufweisen, verwendet. Dieses Gen ist homolog zu dem menschlichen mdr3-Gen und
aus diesem Grund sind diese Mause fur die Forschung am menschlichen Krankheitsbild
der Leberzirrhose und dessen systemischen Einflisse sehr gut geeignet.

Die Tiere wurden von Herrn Prof. Steven Dooley (Abteilung fur molekulare
Alkoholforschung in der Gastroenterologie, Universitatsklinikkum Mannheim,
Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg) aufgezogen und bereitgestellt. Die Tétung und
finale Organentnahme erfolgte bei der kooperierenden Arbeitsgruppe in Minchen unter
der dortigen Leitung von Herrn Prof. Nussler (Abteilung fur Unfallchirurgie, Technische
Universitat Minchen rechts der Isar).

Nach der Totung wurden die Femurknochen freiprapariert und im schockgefrorenen
Zustand nach Berlin in das Julius-Wolff-Institut der Charité — Universitatsmedizin Berlin
transportiert.

2.2 Gruppeneinteilung

Fir das Versuchsvorhaben wurden Femura von insgesamt 48 BALB/c-Mausen, im Alter
von 5 bis 44 Wochen verwendet, wobei es sich dabei um 18 Tiere mit einem mdr2-
Gendefekt und 20 Wildtiere ohne Mutation handelte. Diese zwei Hauptgruppen wurden
in unterschiedliche Altersgruppen unterteilt, so dass die Mutante, wie auch die Wildtiere
auf jeweils funf Gruppen aufgeteilt wurden, wie in Tabelle 4 aufgefuhrt ist.

Alle Knochen wurden radiologisch wie auch histomorphologisch untersucht und
ausgewertet. Die Ergebnisse wurden anschliel3end verglichen.

Zur Beurteilung der trabekularen und kortikalen Knochenstruktur wurde fur die
radiologische Untersuchung das uCT (Mikrocomputertomograph) verwendet. Hierbei
konnte ohne Destruktion des Objektes die dreidimensionale Knochenstruktur
dargestellt, analysiert und bestimmte Parameter, wie z.B. die Vernetzung der Trabekel,
berechnet werden.
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Die histomorphologische Methode ist dagegen ein invasives Verfahren. Mithilfe
bestimmter Farbetechniken konnte der Knochen hinsichtlich des Gewebes und der
Struktur beurteilt werden. Allerdings kann mit dieser Methode der Knochen nur

zweidimensional dargestellt werden.

Tabelle 4 : Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Alter 5 15 20 30 44
Wo Wo Wo Wo Wo
Gruppe
MDR2"
Wildtyp
(n=20) 4 4 4 4 4

Wo= Wochen; n= Anzahl; 3,4= Anzahl der Tiere in der jeweiligen Gruppe

2.3 Mikro-Computertomographie (uCT)

2.3.1 Scan und Evaluierung

Gerate und Materialien:

- in viva gCT 40 (Scanco Medical AG, Bassersdorf; Schweiz)

- JCT-Evaluationsprogramm V6.5-1 (Scanco Medical AG; Bassersdorf, Schweiz)

- Messschieber

- FALCON-Ro6hrchen

- Pipette

- PBS (phosphate buffered saline), (Waldeck GmbH & Co. KG, Division Chroma;
Munster, Deutschland)
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Durchfiihrung:

Das hier verwendete uCT 40 basiert auf dem System von Ruegsegger et al. 1996
vorgestellten Entwurf eines Desktop-uCTs [64]. Die Mikrofokus-Rontgenrohre des uCT
40 erzeugt einen Kegelstrahl (small angle cone beam). Im Gegensatz zur klassischen
CT-Technologie rotiert die Probe im uCT im starren Rontgenfokus [71]. Der Detektor
besteht aus einem CCD-Array mit 2048 x 256 Elementen und einem Abstand (pitch)
von 24um [65]. Dieses Gerat fasst eine Probengrof3e von maximal 80 mm Durchmesser
und einer Lange von 500 mm; allerding kann nur ein Bereich von maximal 38,9 mm im
Durchmesser und 145 mm in der Lange komplett gescannt werden.

Die tiefgefrorenen Knochen wurden zuerst mittels eines Messschiebers in ihrer Lange
vermessen. Danach wurden jeweils vier Knochen in gleicher Ausrichtung in einer
Pipette platziert. Somit waren die Knochen in ihrer Position fixiert und ein
standardisierter Scan konnte gewahrleistet werden. Zum Schutz der Knochen vor
Austrocknung wahrend des Scanvorgangs wurden diese in einem mit PBS gefulltes
FALCON-Rohrchen gelagert. Die PBS-Losung ist eine isotone Pufferlosung, die
verhindert, dass den Knochen Mineralien entzogen werden.

Damit keine Luftblasen entstehen, die im Scan Artefakte bilden konnten, wurde die
Pipette mit den Knochen langsam in das FALCON-RoOhrchen eingefuhrt. Das
verschlossene FALCON-R6hrchen wurde anschlieend in einem vorgefertigtem Gestell
im uCT fixiert.

Zu Beginn erfolgte eine Ubersichtsaufnahme (sog. Scout-View). In dieser wurde der zu
scannende Bereich genau markiert und die Anzahl der Schnitte (Slices) ausgewahlt,
wie in Abbildung 3 dargestellt. Ein Slice hatte eine Dicke von 10,5 ym. Gescannt
wurden pro Knochen jeweils 415 Schichten vom distalen Knochenbereich und 50
Schichten von der Knochenmitte. Die Scannzeit betrug fur jeden Knochen 47,8

Minuten.
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FALCON-
Roéhrchen
Pipette
Medialer Bereich
Femur (Kortex)

Distaler Bereich
(Trabekel)

Abb. 3 : Scout-View zur Darstellung der Scannbereiche mit Slicesanzahl

Messparameter:
Anzahl der Schnitte (Slices): 415 (distaler Bereich)

50 (medialer Bereich)

Lange : 4,357 mm (distaler Bereich)
0,525 mm (medialer Bereich)
Integrationszeit: 381ms (gesamter Scann: 47,8 min)
Increment: 10,5 um
Threshold: 185 = 1982 HU (distaler Bereich)
255 = 2986 HU (medialer Bereich)
Spannung: 70 kVp
Stromstarke: 114 YA

Die Bereiche zur Untersuchung und Auswertung von Trabekel und Kortex wurde in
Anlehnung an Colemann et al. ausgewahlt [66].

Um die Scanes der Femura auszuwerten, war ein spezielles Evaluationsprogramm
notig, bei dem jeder Schnitt einzeln betrachtet wurde und dadurch bestimmte

Parameter berechnet werden konnten:
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Trabekel (Anzahl, Dicke, Abstand und Vernetzung)
= Knochenvolumen
= Knochenvolumen zu Gesamtvolumen

= Knochenmineraldichte

Damit das Programm die Parameter berechnen konnte, wurden aus dem Scan
Bereiche, das ,Volume of Interest® (VOI), ausgewahlt und diese manuell konturiert
(,Global objects” gesetzt). Dies geschah nach einem genau definierten Verfahren:

Vom distalen Knochenende ausgehend wurde das proximale Ende der Metaphyse
aufgesucht und von dort aus 10 Slices weiter begann das VOI fur die trabekulare
Auswertung. Es betrug 135 Slices a 10,5 um Dicke. In diesem Bereich wurde in jeder
einzelnen Schicht die ,Global objects” eingezeichnet, indem an der inneren
Kortexgrenze gegen den Uhrzeigersinn entlanggefahren wurde (siehe Abbildung 4.1).
Somit wurde nur das Gewebe innerhalb des eingezeichneten Bereiches in die
Berechnung einbezogen.

Zur Auswertung des Kortex beinhaltete das VOI 50 Slices a 10,5 um Dicke. Um nur den
Kortex auszuwerten, musste zum einen ein ,,Global object gegen den Uhrzeigersinn an
der aulleren Kortexgrenze und ein weiterer mit dem Uhrzeigersinn entlang der inneren
Kortexgrenze gezeichnet werden.

Mit dem ,uCT-Evaluation-Program V6.5-1“ von der SCANCO Medical AG erfolgte dann

die Auswertung beider Bereiche.

Abb. 4.1 : Konturierung eines Slices Abb. 4.2 : Darstellung durch Thresholds
gegen den Uhrzeigersinn
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Abb. 4.3 : Histogramm eines Slices mit einem unteren Threshold von 1892 HU und
einem oberen offenen Threshold

Die Auswertung erfolgte mithilfe von fixen Schwellenwerten (Thresholds in Hounsfield-
Einheiten [HU]), um so Knochen- von Knochenmarkzone trennen zu kénnen. Es wurde
ein Bereich mit einem offenen oberen und einem festgelegten unteren Schwellenwert
definiert, in dem die Werte als Knochen interpretiert wurden.

Fir die Bestimmung dieser Schwellenwerte musste fir jedes Bild-Pixel genau
festgelegt werden, ob es als Knochen oder Mark zu interpretieren ist. Daflir wurden 10
Knochen konturiert und mithilfe von Histogrammen manuell die Grauwerte (HU) fur das
Knochengewebe festgelegt, so dass die visuell evaluierte trabekulare Struktur optimal
wiedergegeben wurde. In dem Histogramm wurde mineralisiertes Gewebe weil}
dargestellt (siehe Abbildung 4.2 und 4.3). Aus diesen gewonnen Werten wurde ein
Durchschnittswert fir den unteren Schwellenwert berechnet. Am Ende erfolgte mittels
des Computerprogramms die 3D-Analyse und Berechnung des ,weil}“ dargestellten
Bereichs, wie in Abbildung 5 zu sehen ist.

Damit die Parameter immer gleich gemessen werden, musste wdchentlich mithilfe
eines Phantoms die Intensitat und die Stabilitdt der Rontgenquelle des uCT sowie die
Genauigkeit des Fokusses Uberpriuft und ggf. nachkalibriert werden. Das Phantom
besteht aus verschieden Materialen mit unterschiedlichen Dichteeigenschaften und wird
von der Firma SCANCO Medical AG mit dem uCT mitgeliefert.

Die ermittelten Werte wurden in eine Tabelle Ubertragen und analysiert.
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Abb. 5 : 3D-Darstellung des gescannten und ausgewerteten
Trabekelbereich eines Femurknochens

2.3.2 Morphometrische Mikro-CT-Parameter

Folgende morphometrische 3D-Daten aus der pyCT-Analyse wurden zur

Evaluation herangezogen [67]:

Bone Volume Fraktion (BV/TV) = Knochenvolumenanteil:

Beschreibt das Verhaltnis des Volumens des trabekularen Knochens (BV) zum
gesamten Volumen (TV) innerhalb der untersuchten Probe [68].

BV/TV wird in Prozent (%) angegeben.

Trabecularnumber (Th.N.) = Trabekelanzahl:
Gibt an, wie viele Trabekel innerhalb des untersuchten Probevolumens
nachzuweisen sind [69]. Tb.N. wird als die Umkehrfunktion des mittleren

Abstandes zwischen den Achsen der Struktur definiert [47].

Die Einheit hierfiir ist mm™ (17/mm) [68].

Trabecularthickness (Tbh.Th.) = Trabekeldicke:
Gibt den Durchmesser der Knochentrabekel an.

Dieser Parameter wird in mm angegeben [68].
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Trabecularseparation (Tb.Sp.) = Trabekelabstand:
Gibt den durchschnittlichen Abstand der Trabekel innerhalb der Probe an.
Die zugehorige Einheit ist mm [68].

Connectivity Density (Conn.D.) = Konnektivitat:

Es ist ein dreidimensionaler Parameter und stellt ein Mal3 fur die Vernetzung des
trabekularen Geflechts dar. Es stellt die maximale Anzahl von Verbindungen dar,
die innerhalb des Netzwerkes z.B. durch Mikrofrakturen unterbrochen werden
konnen, ohne das Netz als Ganzes in zwei nicht mehr miteinander verbundene
Teile zu unterbrechen [70,71].

Die Konnektivitat wird in mm™ (7/mm?3) angegeben.

Bone mineral density (BMD) = Knochenmineraldichte:

Beschreibt ein MalR fur die Menge an Mineralien (Hydroxylapatit,
Cas(P0O4)3(OH)) innerhalb der zu untersuchenden Knochenprobe.

Dieser Parameter wird in der Einheit mg HA/cm® (mg Hydroxylapatit/ cm?3)

angegeben.

Structur Model Index (SMI):

Dieser Parameter ermoglicht es, die Struktur des Knochens in Bezug auf die Art
der Knochentrabekel zu verifizieren, d.h. darzustellen, ob in der untersuchten
Probe die stabformigen oder die plattenformigen Trabekel uberwiegen. Der SMI
ist dimensionslos und liegt bei O fur eine ideale Plattenstruktur, wohingegen eine
ideale Stabstruktur einen Wert von 3 aufweist. Bei einem realen Trabekelwerk
mit Ubergangsformen liegt der Wert dazwischen. Bei Proben gleicher
Knochendichte kann demnach trotzdem eine unterschiedliche Trabekelstruktur

vorherrschen, was durch den SMI dargestellt werden kann [72].

Cortical Bone Area (Ct.Ar.) = kortikaler Knochenbereich:

Gibt das Verhaltnis zwischen kortikalem Volumen (Ct.V) und kortikaler Dicke
(Schichtanzahl x Schichtdicke des Kortex) an [47].

Die kortikale Knochenflache wird in der Einheit mm? angegeben.
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2.4 Histomorphologische Auswertung

2.4.1 Knochenaufbereitung

Materialien:
Fixierung:
» Plastikkassetten Tissue Tek, Mega Cassette, Quantity 125 (Sakura, USA)
» Fixierlosung: 324 ml Formaldehyd (37%), 550 ml Alkohol (100%),
130 ml Barbital-Na-Puffer (0,7 molar, pH 7,3), 6 g Glucose
= Schuttler HS 501 digital (IKA-Werke GmbH&Co.KG; Staufen, Deutschland)
Entwasserung:
= 70% - 80% - 96% - 100% Alkohol
= Xylol ( Merck KgaA; Darmstadt, Deutschland)
Einbettung (Préinfiltration, Infiltration, Polymerisation)
» Polymerisationssystem Technovit 9100neu (Hereaus Kulzer GmbH;
Wehrheim, Deutschland)
» Basislosung (enthalt Methylmethacrylat)
Harter-1
Harter-2
Regler
Poly-Methyl-Meth-Acrylat (PMMA)-Pulver

Durchfiihrung:

Die aufgetauten Knochen wurden in je einer speziellen Gewebe-Plastikkassette
gelagert und diese Dbeschriftet. AnschlieBend wurden sie mittels einer
formaldehydhaltigen Losung unter Bewegung bei Raumtemperatur fixiert (siehe Tabelle
5). Am Ende der Fixierung wurde das Formaldehyd durch Spulung unter flieRendem
Leitungswasser entfernt und die Knochen in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert. Durch ein stufenweises Vorgehen, indem schwach- zu hochprozentigem
Alkohol Uberging, wurden Schrumpfungen oder ein Zerreil3en der Praparate vermieden.
AnschlieRend wurden die Praparate fur die Entfettung in Xylol gelagert. Dies diente als

Intermedium zwischen dem Entwasserungsprozess und der Infiltration.
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Vor der Einbettung wurden die Knochen Tabelle 5 : Einbettungsschema

zunachst in einer Prainfiltrationslosung
_ _ o . Medium Dauer Einheit Temp.
und danach in einer Infiltrationslosung
bei 0°C gelagert werden. Erst dann Fixierlsg 2 Ve RT
konnten sie in einem 30 min entwassern mit Leitungswasser
Polymerisationsgemisch 70% 3 Tage RT
(Stammlésung A : Stammldsung B, 9:1) 80% 3 Tage RT
eingebettet werden. Zur Herstellung
96% 3 Tage RT
dieser Lésungsgemische
96% 3 Tage RT
(Préinfiltrations- & Infiltrationslésung, ° 2
Stammlésung A & B) wurde das 100% 3 Tage RT
Polymerisationssystem 100% 3 Tage RT
»1echnovit9100neu® auf der Basis von Xylol 2 Tage RT
Methylmeth lat (MMA) verwendet.
etnyimefhacrylat { ) venwende infiII:’:::tion Z VEEE a
Dieses eignet sich fur die Hartschnitt-
. Infiltrati 2x5 T RT
Technik zur Herstellung von nifiration X e
Dinnschnitten  von  mineralisierten RT: Raumtemperatur

Geweben. Die nachstehenden Losungen wurden nach Herstellerangaben gemafR in
Tabelle 6 dargestellten Verarbeitungsschemas hergestellt. Hierfur wurde zunachst die
Basislosung mittels AL,O3s-Chromographiesaule entstabilisiert.

Fur die Einbettung der Knochen waren spezielle Einbettplastikbecher notig. Diese
wurden etwa bis zur Halfte mit dem Polymerisationsgemisch, welches erst kurz zuvor
angemischt wurde, befullt. Die Knochen wurden so gelagert, dass die anteriore Seite
(Kondylen parallel) zum Becherdeckel zeigte. Der Becher wurde mit dem Gemisch
aufgefullt, mit dem Deckel verschlossen und anschlieRend in dem Kuhischrank fur 4
Tage gelagert.
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Tabelle 6 : Verarbeitungsschema vom Polymerisationssystem Technovit 9100neu

Basislésung PMMA- Harter 1 Harter 2 Regler
Pulver
Material-Nr. 1 2 3 4 5
. . 200ml
Prainfiltrationslésung 190g 19
— . ad 250 ml
Infiltrationsldsung 237 5g 20g 19
. ad 500ml
Stammldsung A 4754 80g 3g
Stammiosung B ad 50ml 4ml 2ml
47,59 4,39 1,79
9 Volumenanteile Stammldsung A
Polymerisationsgemische +
1 Volumenanteil Stammlésung B

2.4.2 Herstellung von Schnittpraparaten

Gerate und Materialien:

- Handschleifgerat Phoenix 3000 (Jean Wirtz, Laborgerate Vertriebs GmbH;
Dusseldorf, Deutschland)

- Mikrotom SM 2500S (Leica Instruments GmbH; Nussloch, Deutschland)

- Schneidemesser Hartmetall, Schliff 16 cm (Leica Instruments GmbH; Nussloch,
Deutschland)

- Presse (Eigenentwurf)

- Warmeschrank Function line, Typ: B12 (Heraeus Instruments, Kendro Laboratory
Products; Hanau, Deutschland)

- Objekttrager HistoBond® 75 x 25 x 1 mm, ISO-Norm 8037/1 (Paul Marienfeld,
Labaratory Glassware; Lauda-Konigshofen, Deutschland)

- Schleifscheiben Discs, WS-Flex 18-C SK, 250 mm, P 60,
(Hermes, Walter Messner GmbH; Oststeinbek/Hamburg, Deutschland)

- Schneideflussigkeit (Fa. WIV; Schwetzingen, Deutschland)

- Streckflussigkeit (20 ml Butoxyethyl-Acetet + 80 ml 70%iger Alkohol)

- Kisol-Folie (0,025 x 95 x 95 mm, farblos), Medim (Histotechnologie GmbH;
Giellen, Deutschland)

- Filterpapier (58 x 58 cm)
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Durchfiihrung:

Um die histologischen Schnitte mit dem Mikrotom anfertigen zu kdnnen, mussten die
Kunststoffblocke zuerst mit einer Handschleifmaschine bearbeitet werden, damit die
knochenferne Seite begradigt wurde. Mithilfe einer Wasserwaage wurde der Block so in
das Mikrotom eingespannt, dass er mit der zu untersuchenden Seite waagerecht zum
Messer lag. Das Messer wurde mit einem Winkel von 0-1° eingestellt. Nach optimaler
Einstellung des Praparates zum Schneidemesser wurden vom Kunststoffblock und vom
Knochen so viele Schnitte abgenommen, bis die Zielebene erreicht war. Als Zielebene
wurde die komplette planparallele Darstellung der Diaphyse definiert. Wahrend des
Schneidevorgangs wurde sowohl der Block als auch das Messer permanent mit
Schneideflissigkeit benetzt, um so gute Schnittergebnisse zu gewahrleisten bzw. ein
Zerreil’en der Schnitte zu vermeiden.

Von der Zielebene ausgehend wurden ca. zehn aufeinanderfolgende Schnitte mit einer
Dicke von 6 ym angefertigt und je zwei Schnitte auf ein mit 70%igem Alkohol benetzten
Objekttrager gelegt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit einer Streckflissigkeit
benetzt und mit einem Pinsel vorsichtig auseinander gezogen, um eine Faltenbildung
zu vermeiden.

Uber die gestreckten Praparate wurde eine Kisol-Folie gelegt und der Uberschiissige
Alkohol mithilfe eines Filterpapiers abgesaugt. Um eine vollstandige Haftung der
Schnitte auf den Objekttragern zu gewahrleisten, wurden sie fur 3 Tage bei 60 °C in

einem Brutschrank gepresst.

2.4.3 Farbung der histologischen Schnitte

Materialien und Losungen:

- Glaskuvetten

- Farbegestell fur 10 Objekttrager

- (2-Methoxyethyl)-Acetat (Merck-Schuchardt; Hohenbrunn, Deutschland)

- 100%iger Alkohol (Dr. K. Hollborn & Sohne; Leipzig, Deutschland)

- 96% - 80% - 70% - 60%iger Alkohol (werden mit Aqua dest. entsprechend
verdiinnt)

- Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG; Melsungen, Deutschland)
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- 3%ige wassrige Silbernitrat-Losung (Merck; Darmstadt, Deutschland)

- Natriumkarbonat-Formaldehyd-L6sung, min. 37% (Merck KgaA; Darmstadt,
Deutschland)

- 5%ige Natriumthiosulfat-Losung (Merck; Darmstadt, Deutschland)

- 0,5%ige Essigsaure (Merck KgaA; Darmstadt)

- Alcianblau (Chroma-Gesellschaft; Schmidt GmbH & Co.; Kongen)

- Weigert’s Eisenhamatoxylin A und B (Chroma-Gesellschaft; Schmid GmbH & Co.;
Kéngen / N)

- Brillant Cocein-Saurefuchsin (Chroma-Gesellschaft; Schmidt GmbH &
Co.;Koéngen/N)

- 5%ige Phosphorwolframsaure (Chroma-Gesellschaft; Schmidt GmbH &
Co.;Koéngen/N)

- Saffron du Gétinais (Chroma-Gesellschaft; Schmidt GmbH & Co.;Kongen)

- Xylol (Merck KgaA; Darmstadt, Deutschland)

- Vitro Clud (R. Langenbrinck; Emmendingen, Deutschland)

Durchfiihrung:

Zur Farbung der histologischen Schnitte wurden zum einen die Versilberung nach
von-Kossa zur Darstellung von mineralisiertem Knorpel- und Knochengewebe (siehe
Abbildung 6) verwendet und zum anderen die Movat-Pentachrom-Farbung, die zur
Darstellung von mineralisiertem Knochen und Osteoid dient (siehe Abbildung 7).

Bevor die Praparate gefarbt werden konnten, mussten diese zuerst entplastet werden.
Dazu wurden vorsichtig die Kisol-Folien von den Objekttragern entfernt und
anschlie3end in einer (2-Methoxyethyl)-Acetat-Losung (MEA) gebadet. Danach wurden
sie in einer absteigenden Alkoholreihe (7100 - 96 - 80 - 70%igem Alkohol) und Aqua
dest. rehydriert. AnschlieBend konnten die histologischen Farbungen durchgefihrt

werden.
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Versilberung nach von-Kossa:

Nach dem Entplasten wurden jeweils zehn Objekttrager mit den Praparaten in

Farbegestelle platziert und in Glaskuvetten mit vorbereiteten Chemikalien nach einem

definierten Schema (siehe Tabelle 7) gefarbt. Abschlielend wurden die gefarbten

Schnitte mit Vitro Clud und den Deckglaschen versiegelt.

Tabelle 7 : Schema zur Versilberung nach von-Kossa

3% Silbernitratldsung 5 min

Aqua dest. 3 x Spilen
Natrium-Formaldehydl6sung 2 min
flieRendes Leitungswasser 10 min Spllen
5%ige Natriumthiosulfat 5 min
flieRendes Leitungswasser 10 min Spllen
5%ige Natriumthiosulfat 5 min
Leitungswasser 10 min Spllen

Aqua dest. kurzes Spiilen

70 — 80 — 96 — 100%igem Alkohol je 2 min zum Entwassern
Xylol 2 x5 min

Vitro Clud Versiegeln

Abb. 6 : Histologischer Schnitt eines Mausfemur mit der Versilberung
nach von-Kossa

Farbeergebnis:

Mineralisiertes Knorpel- und Knochengewebe: schwarz

Nichtmineralisierter Knorpel und Bindegewebe: braun
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Movat-Pentachrom-Farbung:

Nach dem Entplasten wurden jeweils zehn Objekttrager mit den Praparaten in
Farbegestelle platziert. Die Schnitte wurden in Glaskuvetten mit vorbereiteten
Chemikalien nach einem bestimmten Schema (siehe Tabelle 8) gefarbt. Zum Schluss

wurden diese mit Vitro Clud und den Deckglaschen versiegelt

Tabelle 8 : Schema zur Farbung nach Movat-Pentachrom-Farbung

Alcianblau

10 min

flieRendes Leitungswasser

kurzes Spilen

Ethylalkohol

60 min

flieRendes Leitungswasser

10 min

Aqua dest. kurzes Spiilen
Weigert's Eisenhamatoxylin 10 min
Leitungswasser 15 min

Aqua dest.

kurzes Spilen

Brilant Crocein-Saurefuchsin

10 min

0,5%iger Essigsaure

kurzes Spilen

5%igen Phosphorwolframsaure

20 min

0,5%igen Essigsaure

2 min Spilen

100%igem Alkohol

3 x 5 min Spilen

Saffron du Géatinais 60 min
100%igem Alkohol 3 x Spilen
100%igem Alkohol 2 min

Xylol 2 x5 min
Vitro Clud Versiegelung

32




MATERIAL UND METHODEN H

2mm

Abb. 7 : Histologischer Schnitt eines Mausfemur mit der
Movat-Pentachrom-Farbung

Farbeergebnis:

Mineralisierter Knochen: leuchtend gelb
Mineralisierter Knorpel: blau-grin
Osteoid: dunkelrot
Zellkerne: blauschwarz

2.4.4 Auswertung der histologischen Schnitte

Material:

- Mikroskop: Leica DM R (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,
Deutschland)

- Objektiv, VergréRerung 1,6 mm

- Kamera: AxioCam MRc5 Carl Zeiss

- Bildanalysesystem Zeiss KS 400
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Durchfiihrung:

Die gefarbten Schnitte wurden mithilfe eines Lichtmikroskops, welches mit einer
Kamera ausgestattet war, zunachst einzeln abfotografiert und auf einem Computer
gespeichert. Durch ein spezielles Bildanalyseprogramm war es moglich, die gefarbten
Schnitte histomorphometrisch auszuwerten. Dabei wurde vor allem der distale Teil
(Trabekelstruktur), sowie ein kurzer Teil des Schaftes (Kortex) der Mausefemur
betrachtet und auf folgende Parameter hin untersucht:

- Region of Interest (ROI)

- Trabekel (Flache, Lange, Ausrichtung, Verzweigung)

- Kortex (Dicke)

- Schaftdicke

Die erhobenen Daten konnten in Korrelation zu Ergebnissen des uCT gesetzt werden,

da die Region of Interest (RO/) genau dem ausgewerteten Bereich des uCT entsprach.

Abb. 8 : Knochen mit eingezeichneter ROI (Region of Interest)

Zuerst wurde die ROI festgelegt. Diese wurde in einem definierten Abstand von
0,13 mm vom proximalen Punkt der Epiphysenfuge (siehe Abbildung 8: roter Punkt) aus
gemessen. Die Hohe war ebenfalls standardisiert mit 1,69 mm. Dies entsprach der
ausgewahlten Hohe vom uCT (siehe unter Punkt 2.3 uCT).
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Die Breite war von der Markraumbreite des jeweiligen Knochens abhangig, so dass
jeder Knochen eine andere ROI besal}, die Parameter aber immer in das Verhaltnis
gesetzt wurden.

Anhand der festgelegten ROl errechnete das Bildanalyseprogramm durch
Farberkennung die zu analysierenden Parameter. Die computergestutzte Auswertung
der verschiedenen Gewebe basierte auf der automatischen Erkennung der
unterschiedlichen Anfarbungen. Jedoch war eine Uberpriifung am Mikroskop immer
notig und eine eventuelle manuelle Korrektur der markierten Gewebeareale maoglich.

Die Auswertung der mit Movat-Pentachrom-gefarbten Schnitte erfolgte rein deskriptiv.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten von den radiologischen und
histomorphometrischen Untersuchungen wurde mit dem Statistikprogramm SPSS
(Version 14.0, SPSS Inc. Chicago, lllinois) durchgeflhrt. Fur die gewonnen Daten
wurden Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Diese Ergebnisse wurden
graphisch in Form von Diagrammen (im zeitlichen Verlauf) dargestellt.

Da es sich bei den Ergebnissen der einzelnen Gruppen um unabhangige, nicht-
parametrisch verteilte Daten handelte, wurde der Mann-Whitney-Test angewendet.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des systemischen Einflusses auf die trabekulare
und kortikale Struktur des Knochens bei Leberschaden mittels radiologischer (uCT) und
histomorphologischer Methoden. Fur diesen Versuch wurden BALB/c-Mause
verwendet, die eine Mutation in dem mdr2-Gen aufweisen, um somit das Krankheitsbild
Leberzirrhose nachzustellen. Dieses mdr2-Gen ist homolog zu dem menschlichen
mdr3-Gen und aus diesem Grund fur die Forschung an der Leberzirrhose und dessen
systemischen Einflusse sehr gut geeignet.

3.1 Langenmessungen der Mausknochen

Mithilfe eines Messschiebers wurden die Knochen in ihrer gesamten Lange vermessen
und untereinander verglichen. Dabei ergibt sich in beiden Untersuchungsgruppen eine
Langenzunahme mit steigendem Alter. Zwischen den MDR2"-Mausen und den
Wildtypen ist in der Knochenlange kein Unterschied zu erkennen (siehe Tabelle 9).
Auch im Vergleich zwischen den Geschlechtern weisen die Knochen eine nahezu
gleiche Lange auf.

Tabelle 9 : Lingenmessung [in cm] der Mausknochen uber die Zeit

Alter 5. 15. 20. 30. 44,
Wo Wo Wo Wo Wo
Gruppe

MDR2" | 1,2 1,6 1,6 1,6 1,7

Einheiten in cm; Wo= Wochen
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3.2 uCT - Daten

Die Mausknochen wurden in zwei definierten Bereichen, im trabekularen Netzwerk und
in der Kortikalis, untersucht und verglichen (siehe Abbildung 9).

Fir den trabekularen Bereich wurde ein ,Volume of interest® (VO/) mit einer Lange von
1,42 mm definiert, das 0,1 mm vom proximalen Ende der Metaphyse beginnt. Das VOI

fur den kortikalen Bereich betragt 0,5 mm aus der Knochenschaftmitte.

Kortikalis
.

trabekulares
Netzwerk

Abb. 9: Bearbeitete Bereiche des Knochens beim uCT
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3.2.1 Vergleich der trabekuliren Mikrostruktur an MDR2"-Maus
und Wildtyp

Zunachst wurde anhand der Scanbilder des pCT eine rein deskriptive Beurteilung
durchgefuhrt und anschlielfend wurden die Knochenscans mithilfe eines pCT-
Evaluations-Programms ausgewertet (Abbildung 11 a-h).

Um die nachstehenden Bilder und Diagramme besser beurteilen zu kdnnen, ist im
Folgenden ein Bild dargestellt, in dem die wichtigsten Parameter des kortikalen
Bereiches eingezeichnet sind (siehe Abbildung 10 a). Aus dem trabekularen Bereich
dieses Bildes wurde ein Teilausschnitt herausgenommen und dieser daneben
vergrofRert, um so die wichtigen Parameter des trabekularen Netzwerkes darzustellen
(siehe Abbildung 10 b).

Abb. 10 : uCT-Bilder zur Darstellung einzelner Parameter

Bild a: mit Wachstumsfuge und Kortex sowie mit dem Parameter Knochenflache (Barea)

Bild b: Ausschnitt des trabekularen Bereiches aus Bild a mit den Parametern
Trabekelanzahl (Th.N.), Trabekeldicke (Tb.Th.), Trabekelabstand (Tb.Sp.),
Konnektivitéat (Conn.D.) und Knochenvolumenanteil im Quadrat (BV/TV)
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MDR2-/- Wildtyp

Woche

20.
Woche

44.
Woche

Abb.11: pCT-Bilder zur Darstellung des Trabekelnetzwerkes zu unterschiedlichen
Zeitpunkten von MDR2™ und Wildtyp

Lebensalter in Wochen (5,15,20,44); a-d: MDR2" Mause; e-h: Wildtyp
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Es ist bereits an den Beispielbildern zu erkennen, dass sich die Anzahl der Trabekel
sowie die Knotenpunkte im Laufe der Zeit verandern. Wahrend die Trabekel in beiden
Untersuchungsgruppen in der 5. Woche nahe an der Wachstumsfuge angeordnet sind
und fast ausschlieBlich parallel zueinander verlaufen, verandert sich in den
nachfolgenden Zeitpunkten ihre Ausrichtung. Somit gehen die Trabekel untereinander
Verbindungen ein und bilden damit das trabekulare Netzwerk aus. Dieses Netzwerk ist
bei den MDR2"-Mausen, wie auch bei den Wildtypen in der 15. Woche in Ansatzen
erkennbar und erreicht in der 20. Woche sein Maximum. Allerdings ist das
Trabekelwerk bei den Wildtypen starker ausgebildet. Dabei verandern die Trabekel
nicht nur ihre Ausrichtung, sondern entfernen sich von der Wachstumsfuge in Richtung
Knochenschaftmitte. Es ist in beiden Gruppen zu sehen, dass im Vergleich zur 5. und
15. Woche die Trabekel in der 20. Woche weiter in das Knocheninnere reichen und
somit eine groRere Flache fur das Netzwerk einnehmen.

Mit zunehmendem Alter nimmt die Anzahl der Trabekel wieder stark ab, was zum
Zeitpunkt der 44. Woche eindrucksvoll anhand der pCT-Bilder zu erkennen ist.
Wahrend die MDR2”-Gruppe nur noch vereinzelte Trabekel aufweist, ist bei den
Wildtypen noch ein kleines trabekulares Netzwerk erkennbar.

Ebenfalls zu beobachten ist, dass sich die Wachstumsfuge mit dem Alter verandert. In
der 5. Woche stellt sie sich in beiden Gruppen sehr breit dar, wohingegen die
Wachstumsfuge in den folgenden Zeitpunkten immer schmaler wird und sie letztendlich
in der 44. Woche nur noch sehr dunn ist.

Um die Veranderungen in der Knochenstruktur auch objektiv beurteilen zu konnen,
wurden fur das trabekulare Netzwerk spezifische Parameter naher betrachtet.

Die detaillierten Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt (siehe Abbildung 12-16):
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Die Untersuchung des Knochenvolumenanteils zeigt nur geringe Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen. Bis zur 15. Woche nimmt bei der MDR2"-Gruppe, wie
auch bei den Wildtypen der Knochenvolumenanteil zu. Ab diesem Zeitpunkt zeigt sich
jedoch bei den MDR2"-Mausen eine kontinuierliche Abnahme. Bei den Wildtypen
hingegen bleibt es bis zur 20. Woche konstant und fallt erst danach auf das Niveau der
MDR2"-Mause ab (siehe Abbildung12).

Knochenvolumenanteil

0,35 1

0,30 A

0,25 A

S |

- 0,20

5 —a— MDR2-/
0,15 A —a—Wildtyp
0,10 -

0,05 A

0,00
5 15 20 30 44

Alter [Woche]

Abb. 12 : Knochenvolumenanteil der MDR2"'-Gruppe (rot) im Vergleich
zum Wildtyp (blau)

Weitere wichtige Parameter zur Beurteilung des Trabekelwerkes sind die Anzahl und
Dicke der einzelnen Trabekel sowie der Abstand zwischen diesen.

An den Abbildungen 13, 14 und 15 ist der zeitliche Verlauf dieser Parameter von
MDR2" und Wildtyp dargestellt:

Hierbei ist zu erkennen, dass die Anzahl der Trabekel bei beiden
Untersuchungsgruppen bis zur 15. Woche ansteigt, wobei der Wildtyp signifikant mehr
Trabekel ausbildet. Wahrend in der MDR2"-Gruppe ab der 15. Woche eine
Verminderung der Trabekelanzahl zu erkennen ist, bleibt bei dem Wildtyp die Anzahl

nahezu konstant.
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Somit ist auch in der 20. Woche ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

darstellbar. Allerdings nimmt auch bei dem Wildtyp mit zunehmenden Alter die

Trabekelanzahl ab.
Dies bestatigt auch das Ergebnis des Trabekelabstandes, der bei der Wildtyp-Gruppe

dementsprechend bei der 15. Woche geringer ist als bei der MDR2"-Gruppe. In der 20.

Wochen ist eine Signifikanz zwischen den beiden Untersuchungsgruppen zu erkennen.

Bei der Untersuchung der Trabekeldicke zeigt sich kein wesentlicher Unterschied im

zeitlichen Verlauf.

6,00 7

5,00 +

Th.N. [1/mm]

2,00 +

0,00

4,00 A

3,00 +

Trabekelanzahl

*p=0,043 *p=0,021

—&—MDR2-/-
——"Wildtyp

5 15 20 30 44 p<0,05 Mann-Whitney
Alter [Woche]

Abb. 13 : Gegeniiberstellung von Trabekelanzahl im zeitlichem Verlauf

MDR2™" (rot) zeigt vor allem in der 15. und 20. Woche eine gréfere Anzahl
von Trabekeln im Vergleich zum Wildtyp (blau)
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04 1

03 1

Tb.Sp. [mm]

0,2 A1

0.1 1

Trabekelabstand

—4&— MDR2-/-
—a—Wildtyp

*p=0,021

15 20 30 44 p<0,05 Mann-Whitney
Alter [Woche]

Abb. 14 : Trabekelabstand im Vergleich MDR2™ und Wildtyp

Die Wildtypen (blau) zeigen ab der 15. Woche und mit zunehmenden Alter einen
geringeren Abenstand zwischen den Trabekel im Vergleich zu den
MDR2" Mausen (rot)

0,07

0,06

0,05

0,04

Tb.Th.[mm]

0,03

0,02

0,01

0,00

Trabekeldicke

—4— MDR2-/-
——Wildtyp

5

1 AIterZ[QNoche] 30 44

Abb. 15 : Trabekeldicke im zeitlichem Verlauf von MDR2™ (rot) und Wildtypen (blau)
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Die Knochenmineraldichte ist ebenfalls ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der
Knochenqualitat. Die Werte der beiden Untersuchungsgruppen verhalten sich Uber die

Zeit sehr ahnlich, so dass hier keine grof3eren Unterschiede sichtbar sind.

Knochenmineraldichte

1200,00 A

1000,00 - / i \/.4—

800,00 -

—A&— MDR2-/-
—m—\ildtyp

600,00 A

BMD [mgHA/cm?]

400,00 A

200,00 H

0,00

5 15 20 20 44
Alter [Woche]

Abb. 16 : Darstellung der Knochenmineraldichte (BMD) von MDR2™ (rot) und
Wildtyp (blau)

Die Parameter ,Structur Model Index” (SMI) und die Konnektivitat (Conn.D) werden in
der Tabelle 10 dargestellt.

Der SMI ist zur Quantifizierung der Mikroarchitektur des trabekularen Netzwerkes
hilfreich, welches aus plattenformigen (Werte bei 0) bzw. stabformigen (Werte bei 3)
Trabekel aufgebaut sein kann. Ein reales Trabekelwerk besteht jedoch aus
Ubergangsformen und weist somit Werte zwischen 0 und 3 auf (siehe unter Punkt
2.3.2). Bei dem Wildtyp zeigt sich gegeniiber der MDR2"-Gruppe in der 20. Woche
eine signifikanter Unterschied beim SMI. Zu anderen Zeitpunkten, wie auch bei der

Conn.D., unterscheiden sich die Untersuchungsgruppen nur sehr gering.
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Tabelle 10 : Ergebnisse von Structur Model Index und Connectivity Densitiy

Alter

Parameter (Woche) MDR2-/- Wildtyp
5 1,67 1,57
Struktur-Model- Index (SMI) 15 1,01 1,04
[Einheit:1] 20 Lt i
30 1,34 0,98
44 1,30 1,04
5 463,47 426,27
.. . 15 318,22 367,21
Connecet|V|t3[/nI]Dni|_13']5|ty (Conn.D.) 20 186.76 34742 *
30 336,87 273,42
44 236,37 268,89

*: p= 0,021 (p<0,05 Mann-Whitney)

3.2.2 Vergleich der Kortikalis an MDR2"-Maus und Wildtyp

Im kortikalen Bereich wurde wie beim trabekularen Netzwerk die Parameter
Knochenvolumenanteil, Knochendichte, Structur-Model-Index und Connectivity Density
analysiert sowie zusatzlich die Knochenflache untersucht und ausgewertet. Bis auf die
Knochendichte sind keine signifikanten Unterschiede zwischen der MDR2"'—Gruppe und
dem Wildtyp zu beobachten.

Im Folgenden sind die detaillierten Ergebnisse graphisch (siehe Abbildung 17-19) und
tabellarisch (siehe Tabelle 11) dargestellt:
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Die Untersuchung des Knochenvolumenanteils ergibt keinen wesentlichen Unterschied
zwischen den Werten der MDR27-Gruppe und des Wildtyps.

Knochenvolumenanteil

] W—l

—&—MDR2-/-
—=—\ildtyp

BVITV[1]

5 15 20 30 44
Alter [Woche]

Abb. 17 : Zeitlicher Verlauf vom Knochenvolumenanteil von MDR2" (rof)
und Wildtyp (blau)

Bei der Knochenmineraldichte ist zu erkennen, dass die MDR2"-Tiere gegeniiber
denen des Wildtyps einen besser mineralisierten Kortex aufweisen; vor allem in der 15.
Woche ist ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Im
weiteren zeitlichen Verlauf nahern sich die Werte der beiden Untersuchungsgruppen
auf ein gemeinsames Niveau an.

Die Untersuchung der Knochenflache zeigt, dass sie von der 5. bis zur 20. Woche in
beiden Gruppen ansteigt. Wahrend bei der MDR2"-Gruppe die Knochenflache ab der
20. Woche abnimmt, steigt sie bei dem Wildtyp weiter leicht an, so dass die Wildtypen

in der 30. und 44. Woche eine signifikant groRere Knochenflache aufweist.
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Knochenmineraldichte

1600,00 -

1400,00

1200,00 -

1000,00 A

—&—MDR2-/]
800,00 - ——Wildtyp

BMD [mgHA/cm?]

600,00 A

400,00

200,00 A

0,00 T T T T )
5 15 20 30
Alter [Woche]

4 p<0,05 Mann-Whitney

Abb. 18 : Gegeniiberstellung von MDR2” und Wildtyp von der Knochenmineraldichte

Die Knochen der MDR2"-M3use (rof) sind in den ersten Lebenswoche, vor allem in der 15.
Woche, staker mineralisiert im Vergleich zu den Wildtypen (blau), ab der
20. Woche nimmt die Knochenmineraldicht bei den Wildtypen zu

Knochenfldche

*p=0,034 P=0.034

—&— MDR2-/-
—m " Wildtyp

Barea [mm?]

0,00 T T T T 1

5 15 20 50 4 p<0,05 Mann-Whitney

Alter [Woche]

Abb. 19 : Knochenfliche von MDR2™ und Wildtyp

Die Wildtypen (blau) zeigen in der 30. und 44. Woche eine signifikant gré3ere
Knochenflache gegeniiber den MDR2"-Mausen (rot)
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Tabelle 11 : Ergebnisse von Structur Model Index

Alter .
Parameter (Woche) MDR2-/- Wildtyp
5 0,51 04
15 0,86 0,81
Struktur-Model- Index (SMI) 20 0.94 0.47
[Eineit:1] - -
30 0,78 0,93
44 1,35 0,87

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Knochenstruktur der MDR2™-
Mause gegenuber der des Wildtyps uUber die Zeit in den untersuchten Bereichen
unterscheidet. Vor allem im trabekularen Bereich, nach Auswertung spezifischer
Parameter des uCT-Evaluations-Programmes, ist bei den MDR27-Mausen hauptsachlich
in der 20. Lebenswoche ein schlechter entwickeltes Trabekelnetzwerk im Vergleich zu
den Wildtypen zu erkennen. Dies ist anhand der geringeren Anzahl von Trabekeln und
somit einem groReren Abstand zwischen diesen, aber auch an der geringeren
Trabekeldicke auszumachen. Allerdings ist bei der Knochenmineraldichte nur ein
minimaler Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen zu erkennen. Anders ist
dies im kortikalen Bereich, wo die MDR2"-Gruppe vor allem in der 15. Woche eine
hohere Knochenmineraldichte aufweist als die Wildtypgruppe. In den nachfolgenden
Zeitpunkten nahern sich die Werte auf ein Niveau an. Allerdings nimmt die
Knochenflache zu diesen Zeitpunkten bei den MDR2"-Mé&usen ab, wihrend sie bei den
Wildtyp weiter leicht steigt.
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3.3 Histomorphologische Auswertung

3.3.1 Ergebnisse der Versilberung nach von-Kossa-Farbung

Fur die histologische Beurteilung wurden die 6 ym dunnen Schnitte nach der von-
Kossa-Methode gefarbt und mithilfe eines speziellen Bildanalyseprogramms
ausgewertet.

Diese Daten konnen mit den Daten aus dem puCT verglichen werden, da die ,Region of
interest® (RO/) der Histologie dem ausgewerteten Bereich des uCT entspricht (siehe
2.2.4 Abb. 8).

Um die folgenden Bilder und Diagramme besser beurteilen zu kdnnen, sind in den
nachstehenden histologischen Schnittbildern (Abbildung 20a und b) wichtige Strukturen

und Parameter eingezeichnet.

Abb. 20 : histologisches Schnittbild zur Darstellung von Parametern
Bild a: mit Wachstumsfuge und Kortex, sowie mit den Parametern
Knochenbreite (BWd) und Kortexdicke (CtWd)
Bild b: vergréRerter Ausschnitt des trabekularen Bereiches aus Bild a mit den
Parametern Trabekellange (TbLeMe), Verzweigung (Verzw.) und
Knochenvolumenanteil (BV/TV)
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An den folgenden Beispielbildern (siehe Abbildung 21 a-h) ist deskriptiv zu erkennen,
dass auch hier im trabekuldren Bereich Unterschiede zwischen den MDR2"-M&usen
und den Wildtypen vorliegen. Wie auch bei den pCT-Bildern ist zu erkennen, dass die
Trabekel in beiden Gruppen in der 5. Woche nahezu parallel verlaufen und sich mit
zunehmendem Alter die Trabekelausrichtung verandert, so dass sich ab der 15. Woche
eine Vernetzung der Trabekel darstellt. Ebenfalls ist zu beobachten, dass die Anzahl
der Trabekel von der 5. zur 15. Woche bei den MDR2"-Mausen sowie bei den
Wildtypen ansteigt. Zu den nachfolgenden Zeitpunkten ist eine Abnahme der
Trabekelanzahl in beiden Gruppen zu erkennen, allerdings sind bei der MDR2"-Gruppe
im Vergleich zum Wildtyp vor allem in der 20. und 44. Woche subjektiv weniger
Trabekel zu beobachten. Auch bei der Wachstumsfuge sind, wie auch im puCT,
Veranderungen in beiden Untersuchungsgruppen im zeitlichen Verlauf erkennbar.
Wahrend sie sich in der 5. Woche noch sehr breit darstellt, zeigt sie sich bereits in der

15. Woche schmal und wird mit zunehmendem Alter nur noch minimal diinner.
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Woche

15.
Woche

20.
Woche

44.
Woche

MDR2-/-

Abb. 21 : Histologische Schnittbilder von der Versilberung nach von-Kossa

Lebensalter in Wochen (5,15,20,44); a-d: MDR2"-Mause; e-h: Wildtyp
Mineralisiertes Knorpel- und Knochengewebe stellt sich schwarz und
nichtmineralisierter Knorpel und Bindegewebe braun dar.
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Um das Ganze auch objektiv beurteilen zu kdnnen, wurden bestimmte Parameter naher
betrachtet. Die detaillierten Ergebnisse sind im Folgenden dargestellt (siehe Abbildung
22-26):

FUr die histomorphometrische Auswertung des trabekuldaren Netzwerkes wurden
spezifische Parameter naher untersucht. Dazu gehoren die Dichte der Trabekel, sowie
deren Lange und Verzweigungen (siehe Abbildung 22-24).

Die Trabekeldichte weist bei beiden Untersuchungsgruppen in der 5. Woche einen
nahezu gleichen Ausgangswert auf. Uber die Zeit ist zu beobachten, dass die Dichte
der Trabekel bei den Wildtypen bis zur 15. Woche stark zunimmt, allerdings mit
zunehmendem Alter fast genauso stark wieder abfallt. Die MDR2™"-Gruppe zeigt
dagegen ab der 5. Woche eine stetige Abnahme der Trabekeldichte und ist insgesamt
durchgehend geringer als bei den Wildtypen. Somit ergeben sich in der 15. und auch
44. Woche signifikante Unterschiede zwischen den MDR2"-Mausen und den
Wildtypen.

FuUr die Untersuchung der Trabekellange wurden alle in der ROI befindlichen Trabekel
in ihrer Lange vermessen und daraus die durchschnittliche Trabekellange berechnet.
Es zeigt sich, dass bei den Wildtypen die Lange bis zur 15. Woche zunimmt, wahrend
sie bei den MDR2"-Mé&usen fast konstant beim Ausgangswert bleibt. Es ist zu diesem
Zeitpunkt eine Signifikanz zwischen den beiden Gruppen zu erkennen. Im zeitlichen
Verlauf werden die Trabekel der zwei Untersuchungsgruppen kurzer; allerdings sind sie
auch in der 44. Woche bei der Wildtypgruppe im Vergleich zu der MDR2"-Gruppe
signifikant langer.

Die Verzweigung der Trabekel gibt eine Aussage daruber, wie sehr die einzelnen
Trabekel untereinander im Kontakt stehen. An dem Graphen in Abbildung 24 ist zu
erkennen, dass die Wildtypen gegeniiber der MDR2"-Gruppe {ber dem gesamten
Untersuchungszeitraum mehr Verzweigungen innerhalb des Trabekelwerkes
aufweisen. Vor allem in der 15., 20. und 44. Woche sind signifikante Unterschiede

erkennbar.
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Abb. 22 : Trabekeldichte von MDR2™ und Wildtyp

Uber den gesamten zeitlichen Verlauf ist die Trabekeldichte bei den
Wildtypen (blau) groRer als bei den MDR27-Mausen (rot), mit signifikantem
Unterschied in der 15. und 44. Woche
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Abb. 23 : Trabekelldnge von MDR2” und Wildtyp im zeitlichen Verlauf

Die durchschnittliche Trabekellange der Wildtypen (blau) ist im Vergleich zur
MDR2'/'—Gruppe (rot) immmer langer, vor allem in der 15. und 44. Woche
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Abb. 24 : Anzahl der Trabekelverzweigungen von MDR2" und Wildtyp

Die Wildtypen (blau) zeigen in allen Messpunkten (vor allem in der 15., 20. und 44.
Woche) eine vermehrte Verzweigung zwischen den Trabekeln als die
MDR2™-Gruppe (rot)

Fur die kortikalen Bereich wurden die Parameter Knochenbreite und Kortexdicke naher
betrachtet (siehe Abbildund 25 und 26). Die Knochenbreite gibt eine Aussage uber die
gesamte Schaftbreite mit Markraum, wahrend der Parameter Kortexdicke
ausschlieBlich die durchschnittliche Dicke des Kortex beschreibt. Die Knochenbreite
zeigt bei der Wildtypgruppe in der 5. wie auch in der 44. Woche signifikant hohere
Werte (siehe Abbildung 25). Wahrend bei den MDR2"-Mausen die Knochen bis zur 20.
Woche stetig an Breite zunehmen, bleiben sie bei den Wildtypen nahezu konstant bei
der Ausgangsbreite. Allerdings werden die Knochen mit steigendem Alter bei den
MDR27-Mausen wieder schmaler, wahrenddessen sich die Wildtypenknochen ab der

30. Woche noch verbreitern.
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Gegeniiberstellung der Knochenbreite von MDR2” und Wildtyp

Die Wildtypen (blau) haben bis zur 15. Woche und am letzten Messpunkt einen
breiteren Knochen als die MDR2"-Mause (rot).
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Abb. 26: Gegeniiberstellung der Kortexdicke von MDR2™ (rot) und Wildtyp (blau)
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3.3.2 Ergebnisse der Movat-Pentachrom-Farbung

Die 6 ym dunnen Schnitte aller Mausknochen wurden mit der Movat-Pentachrom-
Farbung gefarbt. Diese ermoglicht die Unterscheidung von Knochen, Knorpel und
Bindegewebe. Bei der Ubersichtsfarbung wird mineralisierter Knochen leuchtend gelb
und Knorpel blaugrin dargestellt, wahrend sich das Osteoid dunkelrot zeigt. Zwischen
dem Trabekelwerk ist Knochenmark zu erkennen, welches sich in rotlich-violetten
Farbtonen darstellt. Die Zellkerne werden dunkel angefarbt.

Die Auswertung der Schnitte wurde rein deskriptiv durchgefuhrt.

An den folgenden Beispielschnitten (siehe Abbildung 28 a-f) ist zu erkennen, dass sich
auch in dieser Farbung in beiden Untersuchungsgruppen das Trabekelwerk mit dem
Alter verandert. Uber den zeitlichen Verlauf 1dsst sich nicht nur die Veranderung der
Anzahl, sondern auch die Ausrichtung und Lokalisation der Trabekel erkennen. In der 5.
Woche verlaufen bei den MDR2"-Mausen wie auch bei den Wildtypen die Trabekel fast
vollstandig parallel zueinander. Bereits in der 15. Woche ist zu beobachten, dass sich
die Ausrichtung der Trabekel verandert und sie somit untereinander Verbindungen
eingehen. Das daraus entstandene trabekulare Netzwerk ist bei beiden Gruppen in der
15. Woche gut ausgebildet, nimmt aber bei den MDR2"-Mausen im Vergleich zu den
Wildtypen bereits in der 20. Woche wieder ab. Auch die Lokalisation der Trabekel
verandert sich mit zunehmendem Alter. Wahrend sie in der 5. Woche noch nahe der
Wachstumsfuge angeordnet sind, sind sie bereits in der 15. Woche weiter in Richtung
Knochenschaft gewachsen. Das Trabekelwerk nimmt somit in der 15. und 20. Woche
bei der Wildtyp- und MDR2"-Gruppe die groRte Flache ein. Allerdings ist in der 44.
Woche eine Trabekelabnahme zu erkennen und damit eine Minimierung der
Verbindungen unter den einzelnen Trabekeln. Dies ist in beiden Untersuchungsgruppen
zu beobachten, allerdings ist dies bei den MDR2"-Mause starker ausgepragt.
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Zusatzlich kann mithilfe dieser Farbung auch die Reifung der Trabekel verfolgt werden.
Anhand der Beispielbilder beider Untersuchungsgruppen kann in der 5. Woche eine
grunliche Verfarbung der Trabekel beobachtet werden, was fur eine geringe
Mineralisierung und somit einem unreifen Knochen spricht. Mit zunehmenden Alter
verandern sie ihren Farbton von griinlich zu gelb. Dies ist bei den MDR2"-M&usen
bereits in der 15. Woche zu erkennen, wahrend die Mineralisierung bei den Wildtypen
erst in der 20. Woche erfolgt.

In der Kortikalis der Mausknochen ist ebenfalls eine Gelb-Grunfarbung in den einzelnen
Schnittbildern zu erkennen. Auch hier spricht dies fur einen unreifen Knochen und
unterstreicht die Ergebnisse der yCT-Daten vom Kortex, in denen gezeigt wurde, dass
die  Wildtypen im Vergleich zu den MDR2"-Miusen eine geringere
Knochenmineraldichte in der 15. Woche aufweisen (siehe oben in Abb.17).
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Abb. 28 : Histologische Schnittbilder von der Movat-Pentachrom-Farbung

Lebensalter in Wochen (5,15,20,44); a-d: MDR2"-Méause; e-h: Wildtyp;
mineralisierter Knochen stellt sich leuchtend gelb und Knorpel blaugriin dar
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die gesamten Ergebnisse der beiden
Farbungen (von-Kossa-Farbung und Movat-Pentachrom-Férbung) die Ergebnisse der
MCT-Untersuchung unterstreichen.

Es ist ebenfalls ein Unterschied im trabekularen Netzwerk zwischen der Wildtyp- und
der MDRZ"'—Gruppe zu erkennen. Im kortikalen Bereich sind nur leichte Unterschiede
darstellbar, die vor allem in der Movat-Pentachrom-Farbung durch den Farbenreichtum

aufgezeigt werden kdnnen.
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4. Diskussion

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die laut WHO zu den zehn
haufigsten Erkrankungen der Gegenwart zahlt. Nach der Definition ist die Osteoporose
eine systemische Knochenstoffwechselkrankheit mit zwei Facetten. Zum einen flhrt sie
zu einem Verlust der Knochenmasse, zum anderen zu einem Umbau des
mikroarchitektonischen Knochengewebes. Eine reduzierte Festigkeit mit erhohter
Frakturneigung sind die Folgen beider Veranderungen [12]. Auf die einzelnen Formen
der Osteoporose mit deren Ursachen und Haufigkeiten wurde bereits in der Einleitung
naher eingegangen.

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten, die an einem
Leberschaden leiden, meist auch eine osteoporoseahnliche Knochenstruktur bzw. einen
Knochenmasseverlust aufweisen und somit ein erhohtes Frakturrisiko haben. Dies wird
auch als hepatische Osteodystrophie bezeichnet, wobei die Osteoporose die haufigste
Manifestationsform  darstellt  [42,43,47,48,49,73,74]. Vor allem chronische
Leberkrankheiten wie die primare bilidre Zirrhose (PBC), die primar-sklerosierende
Cholangitis (PSC) und die alkoholinduzierte Zirrhose sind mit dem vermehrten Auftreten
von Osteoporose assoziiert [42,47,50,57,65]. In Europa weist die Leberzirrhose eine
Haufigkeit von jahrlich etwa 250 Fallen pro 100.000 Menschen auf. Manner sind dabei

doppelt so haufig betroffen wie Frauen [75].

Ziel dieser Studie war es, den systemischen Einfluss bei Leberschaden auf die
trabekulare und kortikale Struktur des Knochens zu untersuchen. Um dies darstellen zu
kénnen, wurde das Femur von MDR2"-M&usen mit Leberschaden sowie von
Wildtypmausen mit normaler Leberfunktion zu unterschiedlichen Alterszeitpunkten
untersucht. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Leberschadigung und
dem Knochenstoffwechsel darstellen zu kénnen, wurden radiologische (uCT) und
histomorphologische Untersuchungen am Knochen sowie von der kooperierenden
Arbeitsgruppe aus Munchen histomorphologische Untersuchungen an der Leber,
durchgefuhrt. Zusatzlich wurde das Zytokin TGF-R und der Vitamin D-Metabolismus

naher betrachtet.
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Dabei lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die Leber einen Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel hat und bei einer Leberschadigung eine negative Veranderung im
trabekularen und kortikalen Knochenbereich zu beobachten ist.

Es kann in der vorliegenden Arbeit in beiden untersuchten Bereichen des Knochens
(trabekulérer und kortikaler Bereich) gezeigt werden, dass die MDR2"-Mause (Tiere mit
einem Leberschaden) vor allem in der 20. Lebenswoche eine schlechtere
Knochenstruktur im Vergleich zu den Kontrolltieren aufweisen.

Diese Aussage konnte mithilfe genau definierter Parameter getroffen werden, die
bereits in vorhergehenden Studien zur Beurteilung der Knochenqualitat herangezogen
wurden [71,72,76,77,78,80].

Diese verwendeten fur ihre Untersuchungen am Knochen das pCT und bestimmten far
die Analyse des trabekularen Bereiches den Knochenvolumenanteil (BV/TV), die
Knochenmineraldichte (BMD), die Trabekelanzahl (7b.N.), den Trabekelabstand
(Th.Sp.) und die Trabekeldicke (Tb.Th.) sowie die Connectivity Density (Conn.D)
[71,72,76,77,79,80].

Dementsprechend wurden auch in der vorliegenden Arbeit diese Parameter mittels yCT
untersucht und es wurde festgestellt, dass die MDR2"-Mause im Vergleich zu den
Wildtypen vor allem in der 20. Woche ein schlechter ausgebildetes trabekulares
Netzwerk aufweisen, welches einer osteoporotischen Knochenstruktur ahnelt. Dieses ist
anhand der signifikant verminderten Trabekelanzahl und Trabekeldicke zu erkennen,
aber auch die Konnektivitat, die die Verbindungen zwischen den Trabekeln darstellt, ist
signifikant vermindert. Diese Ergebnisse des trabekularen Bereiches werden von den
histomorphologischen Untersuchungen unterstrichen. Diese zeigen ebenfalls auf, dass
die Trabekelanzahl und auch die Verzweigung zwischen den Trabekeln gegenuber
denen der Wildtypen signifikant vermindert sind.

Bei der Untersuchung des Kkortikalen Bereiches, welcher entscheidend fur die
Einschatzung der Knochenfestigkeit ist [72,81,80], konnte im uCT gezeigt werden, dass
die MDR2"-Tiere (ber den gesamten Zeitraum eine geringere Knochenfliche
aufweisen, was fur einen dinneren Kortex spricht. Dieses wird durch den Parameter
der Kortexdicke aus der histomorphologischen Untersuchung bestatigt, welcher
ebenfalls (iber den gesamten Zeitraum bei den MDR2"-Tieren gegeniiber den
Wildtypen vermindert ist. Die Knochenmineraldichte hingegen ist bei den MDR2"-
Mausen in der histomorphologischen Untersuchung kurzeitig (in der 15. Woche) im
Vergleich zu den Wildtypen leicht erhoht, welches sich zu den nachfolgenden
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Zeitpunkten zugunsten der Tiere ohne Leberschadigung andert. Dieses konnte
allerdings im pyCT nicht beobachtet werden.

Die Mikro-Computertomographie (uCT) wie auch die Histomorphometrie sind zwei
Methoden zur genaueren Beurteilung der Knochenstruktur, die sich bereits in der
Forschung am Knochen etabliert haben [71,77,78,79,82,83]. Das uCT ist eine direkte
Methode zur dreidimensionalen, non-destruktiven morphometrischen Analyse des
Knochens [70,71,79]. Mit diesem Verfahren konnen Veranderungen der Mikrostruktur
des menschlichen trabekularen Knochens wie z.B. bei der Osteoporose erkannt werden
[11,71,78,79], aber auch fur tierexperimentelle Versuche am Knochen ist das uCT
geeignet [76,82,83,84]. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist zum einen die
Moglichkeit der wiederholten in-vivo-Messung und zum anderen die Durchfuhrung
weiterfUhrender Untersuchungen am Knochen wie die Histomorphologie oder die
Biomechanik. Der Vorteil der destruktiven Histomorphologie hingegen ist die Analyse
der Knochenzellen und Knochenmatrix [78].

In anderen Studien wurde bereits gezeigt, dass eine Korrelation zwischen den
Ergebnissen des pyCTs und denen der Histomorphometrie besteht [76,81,90]. Dies
unterstreicht, dass beide Verfahren unabhangig voneinander fur die Beurteilung der
Knochenstruktur geeignet sind und somit fur die Untersuchung der Osteoporose
angewendet werden konnen. So untersuchten Schmid et al. unter anderem mittels uCT
und Histologie die Femora, Tibia und Lendenwirbelkdrper am Mausmodell, wobei sie
eine Korrelation zwischen beiden Methoden beweisen konnten [90]. Particelli et al.
konnten, wie auch in der vorliegenden Arbeit, eine Ubereinstimmung zwischen uCT und
Histomorpologie aufzeigen [81].

In Studien konnte gezeigt werden, dass neben der Reduktion der Bone Mineral Density
(BMD) auch die Veranderung der Knochenstruktur einen Einfluss auf das erhohte
Frakturrisiko hat, welches eine Komplikation der Osteoporose darstellt [71,79]. In der
vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass die genmutierten Tiere vor allem im
trabekularen Bereich eine schlechtere Knochenstruktur aufweisen und somit davon
auszugehen ist, dass die MDR2"-Mause eine verminderte Knochenstabilitat und somit
ein erhohtes Frakturrisiko gegenuber den Wildtypen haben. Um allerdings eine sichere
Aussage daruber machen zu kdnnen, mussen biomechanische Testungen am Knochen

durchgefuhrt werden, wie zum Beispiel die Bestimmung der torsionalen Steifigkeit und
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des maximalen Drehmoments. Biomechanische Untersuchungen zur Einschatzung des
Frakturrisikos wurden bereits in anderen Studien durchgefuhrt [77,82,85].

Floerkemeier et al. zeigten bei der Untersuchung der Tibia von Schafen, dass eine
Korrelation zwischen dem Trabekelabstand aus der uCT-Untersuchung und der
Biegungsfestigkeit bzw. der torsionalen Steifigkeit besteht. Diese zwei Parameter
machen eine Aussage Uber die Knochenfestigkeit und damit Gber das Frakturrisiko [85].
Auch Wernle et al. zeigten in ihrer Untersuchung die Korrelation zwischen den pCT-
Daten und der Biomechanik [77], was die oben genannte Vermutung, dass die MDR2™-
Tiere eine reduzierte Knochenstabilitat und damit ein erhohtes Frakturrisiko aufweisen,
unterstreicht. Um hier genauere Aussagen treffen zu konnen, sind weitere Studien am
MDR2"-Mausmodell nétig.

Welcher Zusammenhang besteht also zwischen der Knochenqualitat und der
Leberschadigung?

Bereits in vorhergehenden Untersuchungen wurde die Knochenstruktur von Tieren mit
Leberschadigung analysiert [86,87,88].

Eines dieser Modelle zur Darstellung der Leberschadigung in Form einer Leberfibrose
bis hin zu einer Leberzirrhose ist das CCls-Mausmodell. Es ist eines der altesten und
am haufigsten verwendeten Tiermodelle, um z.B. die induzierte Leberfibrose
histologisch  zu  untersuchen. Durch  die  Applikation der Chemikalie
Tetrachlorkohlenwasserstoff (CCl4) im Sinne einer Vergiftung kommt es in der Leber zu
Schaden und es bilden sich Nekrosen mit anschlieender Apoptose der Hepatozyten.
Dies hat zur Folge, dass die extrahepatischen Matrixkomponenten vermehrt gebildet
werden und dass letztendlich eine Fibrose und im Verlauf eine Leberzirrhose entsteht.
Das CCls wird entweder Uber die Nahrung, durch Inhalation oder intraperitonealen
Injektionen verabreicht. Diese Variante der Leberschadigung verwendeten Nakano et
al. bei Ratten, um das Krankheitsbild der hepatischen Osteodystrophie zu untersuchen
und fand dabei heraus, dass das tibiale Knochenvolumen bei den lebergeschadigten
Tieren signifikant niedriger ist als das der Kontrolltiere [88]. Auch Cemborain et al.
benutzten in ihrer Studie dieses Tiermodell und konnte ebenfalls, gemessen an der
Bone Minerale Density (BMD) und dem Knochenvolumen, einen qualitativ schlechteren
Knochen dieser Tiere zeigen [86]. Van der Merwe und seine Kollegen nutzten unter
anderem dieses Tiermodell, um Untersuchungen an der Leber und dem Knochen
durchzufuhren. Allerdings verwendeten sie zusatzlich in einer Vergleichsgruppe ein
operatives Verfahren zur Shuntlegung, bei dem die Portalvene durchtrennt und dessen
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distales Ende an die Vena cava end-zu-seit anastomosiert wurde, um so eine
Leberschadigung bei den Ratten zu induzierten. Es konnte auch hier dargestellt
werden, dass alle Tiere mit einem Leberschaden (CCls und Shunt) eine verminderte
Bone Mineral Density (BMD) sowie eine verminderte Dicke des medialen
Knochenschafts aufzeigen [87].

In der vorliegenden Arbeit konnte bei den MDR2"-Mause mit einem Leberschaden
ebenso anhand der pCT- und histomorphologischen Daten eine veranderte
Knochenstruktur gezeigt werden, die durch die Ergebnisse oben vorgestellter Studien
unterstrichen werden. Mithilfe dieser Tiermodelle konnte, wie auch in dieser Arbeit mit
dem MDR2"-Modell, ein Zusammenhang zwischen der Leber und dem
Knochenstoffwechsel dargestellt werden.

Fir dieses Versuchsvorhaben wurde das MDR2"-Modell ausgewahlt, da das mdr2-Gen
homolog zu dem des menschlichen mdr3-Gens ist. Die Tiere entwickeln spontan mit
makroskopischen und mikroskopischen Zeichen eine sklerosierende Cholangitis, d.h.
mit extra- und intrahepatischen bilidaren Stenosen und konzentrischer periduktualer
Fibrose. Im fortgeschrittenen Stadium bildet sich eine Leberzirrhose und letztendlich ein
hepatozellulares Karzinom (HCC) aus, was dem des menschlichen Krankheitsbilds
entspricht. Ein weiterer Vorteil des Modells ist, dass dieser Defekt kontrollierbar ist und
nicht von Dosierungen oder Applikationsformen abhangig ist, wie z.B. bei dem CCl;-
Tiermodell. Bei diesem Tiermodell wird die Leberschadigung durch ein Gift induziert,
welches z.B. Uber die Nahrung aufgenommen wird. AulRerdem ist der entstandene
Schaden nach Beendigung der Applikation meist komplett regenerierbar. Dies ist bei
den MDR2"-Tieren nicht méglich. Zusatzlich muss beachtet werden, dass das Gift CCl,
nicht nur auf die Leber, sondern auch auf andere Organe (z.B. die Nieren, die
Herzmuskulatur) wirkt. Des Weiteren kann bei allen MDR2™"-Tieren ab einem
bestimmten Alter eine Leberzirrhose und ein hepatozellulares Karzinom (HCC)
beobachtet werden, was ebenfalls ein Vorteil fur die Untersuchung dieser
Krankheitsbilder bzw. dessen systemische Einflusse ist.

Fur die Untersuchung des Knochenstoffwechsels und vor allem des Krankheitsbildes
der Osteoporose gibt es noch weitere Tiermodelle, die in der Forschung bereits etabliert

sind.
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So ist das ovarektomierte Rattenmodell ein oft eingesetztes und gut untersuchtes
Tiermodell in der Osteoporoseforschung. Vor allem fur die Forschung an der humanen
postmenopausale Osteoporose ist dies ein etabliertes Tiermodell [89].

So konnten Shen et al. bei funf Monate alten ovarektomierten Ratten eine verminderte
Bone Mineral Density (BMD) sowie in der histomorphologischen Untersuchung eine
veranderte Knochenstruktur anhand der verminderten Trabekelanzahl und
Trabekeldicke, aber auch durch einen vergrof3erten Trabekelabstand feststellen [89].
Miller und Wronski untersuchten ebenfalls die Knochenstruktur am ovarektomierten
Rattenmodell und konnten hinsichtlich der strukturellen Veranderungen des Knochens
die Ergebnisse von Shen et al. bestatigen [117].

Fur die Untersuchungen der hypogonadismus-bedingten mannlichen Osteoporose
untersuchten Tezval et al. radiologisch wie auch biomechanisch die Femura von
orchiektomierten Ratten und fanden dabei heraus, dass diese Tiere eine verminderte
Bruchfestigkeit und Elastizitat aufweisen sowie ein schlechteres Trabekelnetzwerk [91].
Die induzierte Homocysteinamie (HHCY) am Tiermodell ist eine weitere Moglichkeit,
den systemischen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und vor allem die Entstehung
der Osteoporose zu untersuchen. Homocystein entsteht im Stoffwechselabbau der
Aminosaure Methionin. Die Storungen, die zu einer Hyperhomocysteinamie fuhren, ist
meist ein Mangel an Folsaure und B-Vitaminen (B2, B6, B12), aber auch verschiedene
Krankheiten (chronische Niereninsuffizienz, Karzinome, Hypothyreose,
Leberkrankheiten) konnen zu einem erhohten Homocysteinwert fuhren [92]. Herrmann
et al. konnten bei Ratten durch eine Methionin-angereicherten Diat eine moderate
HHCY wund durch die Gabe einer Homocystein-angereicherten Nahrung eine
intermediare HHCY provozieren [93]. Fur die Analyse des Knochens wurden, wie auch
in der vorliegenden Arbeit, die histomorphologischen Parameter Knochenvolumen,
Trabekelanzahl, Trabekeldicke und Trabekelabstand untersucht und es konnte
ebenfalls ein schlechter ausgebildetes trabekulares Netzwerk bei diesen Tieren gezeigt
werden. Zusatzlich wiesen diese eine verminderte biomechanische Knochenstabilitat
auf [93]. In einer spateren Studie mit nahezu demselben Aufbau untersuchte er
zusatzlich mittels uyCT die Knochenstruktur der Femora und wies auch hier eine
verminderte Knochenqualitat nach [82].

Anhand der verschiedenen Tiermodelle fur die Osteoporoseforschung kann gezeigt
werden, dass der Knochenstoffwechsel von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird.
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So spielen verschiedene Regelkreise im Hormonstoffwechsel eine Rolle, aber auch der
Einfluss der Ernahrung und des Alters ist nicht zu vernachlassigen. So hat z.B. Alkohol
einen negativen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel. Es konnte regelmallig bei
Patienten mit einer alkoholbedingten chronischen Lebererkrankung beobachtet werden,
dass sie eine verringerte Knochenmineraldichte aufweisen [94] und dass der
Schweregrad der Knochenerkrankung dabei mit der Schwere der Lebererkrankung
korreliert [95]. Ob es nun daran liegt, dass der Alkohol eine direkt hemmende Wirkung
auf die Osteoblasten hat oder es an der Fehlernahrung bei Alkoholismus liegt bzw. an
der Hemmung des Vitamin D-Stoffwechsels ist noch nicht eindeutig geklart. Allerdings
wird ein Ubermafiger Alkoholkonsum als eigenstandiger Risikofaktor fur
osteoporotische Frakturen gewertet [96]. Auch der Nikotinabusus wird als ein
Risikofaktor fur die Osteoporose angesehen, da ein antiostrogener Effekt oder eine
damit assoziierte Fehlernahrung als Ursache vermutet wird [94]. Zusatzlich wird ein
Einfluss auf die calcitropen Hormone (Parathormon [PTH] und Vitamin D) und damit
indirekt auf den Calciumstoffwechsel angenommen, aber auch eine direkte Wirkung auf
die Osteoklasten Uber das RANK-RANKL-OPG-System ist durch das Nikotin moglich
[97]. In Studien konnte gezeigt werden, dass ein Nikotinabusus mit einer verminderten
Bone Mineral Density (BMD) sowie mit einem erhohtem Frakturrisiko assoziiert ist [97].
Auch anhand dieser Studien kann gezeigt werden, dass der Knochenstoffwechsel sehr
komplex ist und von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst werden kann. Umso
wichtiger ist es, den Zusammenhang zwischen den einzelnen Organsystemen, wie z.B.
zwischen der Leber und dem Knochen zu verstehen.

Um genau diesen Zusammenhang zwischen der Leber und dem Knochen besser
verstehen zu kénnen, wurde fiir diese Studie das MDR2”-Mausmodell verwendet,
welches Mauad et al. als erster 1994 beschrieb. Daflr untersuchte er in seiner Studie
die Leber von Mausen mit einer homozygoten (-/-) und einer heterozygoten (+/-)
Storung im mdr2-Gen sowie gesunde Wildtypen (+/+) histologischen und
immunhistochemisch [13]. Nachfolgende Studien, wie auch die kooperierende
Arbeitsgruppe aus Munchen, nutzten ebenfalls dieses Modell, um das Krankheitsbild
der Leberzirrhose bzw. des hepatozellularen Karzinoms naher zu untersuchen
[13,84,98]. So konnte von Frau Andrea Schmid aus der Arbeitsgruppe in Minchen in
den Leberschnitten beider histologischen Farbungen (Hematoxylin Eosin- und Masson-
Goldner-Trichromfarbung) Uber den gesamten zeitlichen Verlauf die zu erwartende
zunehmende Leberschadigung in den MDR27-M&usen nachweisen. Allerdings bildete
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sich trotz der starken Leberschadigungen bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt keine
biliare Zirrhose aus. Bei den Wildtypen, bei denen kein Gendefekt vorliegt, wurde
dagegen zu keinem Zeitpunkt eine Schadigung des Lebergewebes beobachtet. Somit
konnte das MDR2"-Mausmodell bestatigt werden. Katzellenbogen et al. fiihrte
ebenfalls histologische Untersuchungen der Leber mithilfe der HE-Farbung durch und
konnte zeigen, dass die MDR2"-Mause im Alter von drei Monaten eine
charakteristische Entzindung in den Portalfeldern und eine leichte Fibrose mit friher
septalen Formation ausbildeten. Zusatzlich entstand eine Hyperplasie der Gallengange.
Nach zwolf Monaten waren flachenhafte Entzindungen nicht mehr vorhanden,
allerdings konnten lokale Ansammlungen von Entzindungszellen (Monozyten,
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) beobachtet werden, die fur eine
anhaltende Entzindungsreaktion sprechen. Des Weiteren war bei den zwdolf Monate
alten MDR2"-Tieren keine lobuldre Architektur mehr zu erkennen [99]. In einer weiteren
Arbeit von Katzenellenbogen et al. konnte gezeigt werden, dass alle genmutierten
MDR2"-Tiere im Alter von 16 Monate ein hepatozelluldres Karzinom (HHC)
ausgebildeten [98].

Neben den Untersuchungen an der Leber wurden von der Minchner Arbeitsgruppe im
Rahmen dieses Versuchsvorhaben zusatzlich das Zytokin TGF-3 und der Vitamin D-
Metabolismus naher betrachtet, da diese ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung der
hepatischen Osteodsytrophie spielen konnten. Bis jetzt gibt es vor allem in klinischen
Studien unterschiedliche Aussagen zum Einfluss des Zytokin TGF- und dem Vitamin
D im Zusammenhang mit der hepatischen Osteodystrophie. Im MDR2"-Mausmodell
wurde dieser allerdings noch nicht untersucht, weswegen dies von der Munchner
Arbeitsgruppe naher betrachtet wurden.

TGF-B ist ein Wachstumsfaktor und ist mit Abstand das am haufigsten vorkommende
Zytokin im Knochen, wo es als zentraler Akteur beim Knochenumsatz betrachtet
werden muss [107]. Alle drei TGF-B-Formen (TGF-B4, -B2 und (B3) werden von den
Osteoblasten und Osteoklasten sezerniert, die in ihrer latenten Form innerhalb der
Knochenmatrix ruhen [101]. Vor allem TGF-B4 nimmt aufgrund seiner Wirkung auf
Osteoblasten und Osteoklasten eine Schlusselrolle bei der Induktion, Heilung und
Remodeling von mineralisiertem Gewebe ein [102]. Allerdings konnte in
Untersuchungen gezeigt werden, dass experimentell herbeigefuhrte, unphysiologisch
hohe TGF-B1-Konzentrationen die Frakturheilung negativ beeinflussen konnen [103].
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Bei den MDR2"-Mausen zeigen sich in der vorliegenden Studie (iber den gesamten
Untersuchungszeitraum erhohte TGF-R-Werte im Serum im Vergleich zu der
Kontrollgruppe und dies unterstreicht die histologischen Ergebnisse der Leber. Es ist zu
erkennen, dass das Zytokin schon bei leichten Entzindungsreaktionen mit einem
Anstieg im Serum reagiert. Nach einer leicht versetzten Reaktion auf die
Veranderungen in der Leberhistologie, wo eine signifikante Steigerung der
Lebergewebeschadigung (5. bis 15. Woche) stattgefunden hat, ist ein Anstieg des
Serumwerts in der 30. Woche um das 120fache zu beobachten. Des Weiteren ist bei
den MDR2"-Mausen zu erkennen, dass ab einem gewissen Grad der Leberschadigung
der TGF-3-Wert wieder sinkt, da die Zellen nicht mehr in der Lage sind, das Zytokin zu
produzieren. Die Wildtypen hingegen weisen nur sehr geringe TGF-R-Werte Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum auf, was fur eine gesunde Leber ohne
Entzindungsreaktionen oder Schadigung spricht [Ergebnisse der kooperierenden
Arbeitsgruppe].

Es wird diskutiert, dass Patienten mit einer chronischen Entzindung einem erhohten
TGF-B4-Serum-Spiegel haben sowie oft ein reduzierter Knochenmineralgehalt und eine
gestorte Knochenheilung [100]. Auch bei den Krankheitsbildern Leberfibrose und
Zirrhose waren erhdhte TGF-R-Werte messbar [104]. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
bei der kardialen Fibrose, der chronischen Niereninsuffizienz oder Fibrosen anderer
Gewebe gesehen, wobei das erhohte TGF-R mit der Pathogenese in Verbindung
gebracht wird [100,105]. Ehnert und Kollegen konnten bei einer kontinuierlichen
Stimulation von primaren menschlichen Osteoblasten mit aktivem TGF- einen
Funktionsverlust der Osteoblasten in Kombination mit einer Veranderung der
Genexpression zur begunstigen Osteoklastogenese beobachten [100]. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass durch die kontinuierliche Behandlung der Osteoblasten mit
TGF-B die Mineralisierung der Knochenmatrix gehemmt wird [100]. Alliston et al.
konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass TGF-R auch die Differenzierung zu reifen
Osteoblasten hemmt [108], welches noch einmal den Zusammenhang des Zytokin auf
den Knochenstoffwechsel unterstreicht.
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Das Vitamin D, welches unter anderem in der Leber hydroxyliert wird, fordert dagegen
die Osteoblastendifferenzierung und hat somit ebenfalls einen direkten Einfluss im
Knochenstoffwechsel [109]. Ebenso unterstitzt es durch die Steigerung der
Genexpression der Calciumtransportproteine die Calcium- und Phosphatresorption im
Darm, wodurch die Osteoblasten und die Osteoklasten aktiviert werden und der
Knochenumbau begunstigt wird [110]. Dies weist darauf hin, dass das Vitamin D einen
Einfluss auf den Knochen hat und somit bei einer Storung des Vitamin D-Metabolismus
der Knochenstoffwechsel betroffen sein kann.

FUr die Untersuchung des Vitamin D-Metabolismus am beschriebenen Mausmodell
wurden von Frau Andrea Schmid aus der kooperierenden Arbeitsgruppe aus Midnchen
vier wichtige Enzyme, die 7-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7), das Cytochrom
P450 2R1 (25-Hydroxylase), das Cytochrom P450 27A1 und das Vitamin D-Binding-
Protein (GC) und deren Expression genauer untersucht.

Bei der Untersuchung dieser Enzyme konnte bei den MDR2"-Mé&usen eine Stérung des
Vitamin D-Metabolismus festgestellt werden.

Es zeigte sich, dass die 7-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7) bei den MDR2"-
Mausen bei einer beginnenden Entzindung in der Leber (5.Woche) im Vergleich zu
den Wildtypen signifikant mehr exprimiert wird. Das zeigt, dass dem Vitamin D-
Stoffwechsel weniger vom Provitamin D3 zur Verfugung steht.

Ein wichtiger Syntheseschritt findet in der Leber mithilfe der zwei oben genannten
Cytochrome P450 statt. Dabei wird Cholecalciferol zu Calcidiol hydroxyliert. Bei beiden
Cytochromen weisen die Wildtypen Uber den gesamten zeitlichen Verlauf hohere
Expressionswerte gegeniiber den MDR2"-M&usen auf. Somit kann bei den MDR2™-
Mausen die erste Hydroxylierung in der Leber nur vermindert stattfinden und damit die
Vorstufe des aktiven Vitamin D weniger metabolisiert werden [unveroffentlichte
Ergebnisse der kooperierenden Arbeitsgruppe].

Auch diese Ergebnisse deuten auf den Zusammenhang zwischen Leberschadigung
und der Veranderung am Knochen hin und bieten einen moglichen Erklarungsansatz.
Dieses wird durch ein Gallengang-ligiertes Rattenmodell gestutzt, dass eine
verminderte Aktivitat der 25-Hydroxylase (Cytochrom P450 2R1) aufweist. Das Enzym
hydrolisiert in der Leber Vitamin D, und der Verlust scheint verantwortlich fur einen
Knochenmasseverlust im Zusammenhang mit der chronisch cholestatischen
Lebererkrankung zu sein [50]. Auch CCl4-behandelte Ratten sowie die operierten
Ratten mit einem Shunt zeigten bereits nach 8 Wochen einen niedrigeren Serumwert
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des 25-Hydroxy-Vitamin D bei gleichzeitig reduziertem BMD [87]. Dies bestatigt
einerseits die Daten der Miunchner Arbeitsgruppe und andererseits spricht es dafur,
dass der Vitamin D-Metabolismus bei einer Lebergewebeschadigung gestort ist und
das Vitamin D einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel hat.

Allerdings sind die klinischen Daten hierzu widerspruchlich. So konnte bei Patienten mit
chronisch cholestatischen Lebererkrankungen beobachtet werden, dass die 25-
Hydroxylase-Aktivitat erhalten bleibt und somit auch der Vitamin D-Blutspiegel
physiologisch ist [47,50]. Diamond et al. konnten dieses Beobachtung in ihrer Studie
unterstutzen. Er fand heraus, dass der 25-Hydroxy-Vitamin D-Serumspiegel bei
Patienten mit einer Leberzirrhose im Vergleich zu der Patientengruppe mit einer nicht
zirrhotischen Lebererkrankung zwar niedriger ist, allerdings war im Vitamin D-Spiegel
bei beiden Patientengruppen gegenuber der Kontrolle kein wesentlicher Unterschied zu
erkennen [47]. Monegal et al. konnten dieses allerdings in ihrer Arbeit widerlegen, da
Patienten mit einer Leberzirrhose mit unterschiedlicher Ursache ein signifikant
niedrigeres 25-Hydroxy-Vitamin D im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen [111]. Ein
Argument gegen einen direkten Einfluss des Vitamin D auf die Osteoporose ist eine
fehlende Korrelation zwischen Vitamin D-Spiegel und der Knochendichte, sowie das
ausbleibende Aufhalten der hepatischen Knochenstoffwechselstorung bei Vitamin D-
Supplementierung [43,57]. In anderen klinischen Studien konnte hingegen ein leichter
Anstieg des BMD bei Patienten mit einer Leberzirrhose mit einer Supplementierung von
Vitamin D in Kombination von Calzium beobachtet werden [42].

An den Ergebnissen dieser Studien kann ein Zusammenhang zwischen dem Vitamin D
und dem Knochenstoffwechsel gezeigt werden, auch wenn es bis jetzt keine
einheitliche Meinung dazu gibt.

Aber nicht nur der Vitamin D-Stoffwechsel und das Zytokin TGF-R sind zwei Faktoren,
die bei der Entstehung einer hepatischen Osteodystrophie naher betrachtet werden
mussen.

Die Pathogenese des Krankheitsbildes hepatische Osteodystrophie ist multifaktoriell
und in einzelnen Punkten noch ungeklart [49,42]. Die haufigste Manifestationsform ist
dabei die Osteoporose [43,49,42,47,48,73,74]. In den letzten 20 Jahren wurden viele
klinische Studien dazu durchgefluhrt, die diesen Zusammenhang untersuchten.

Die Pravalenz der Osteoporose bei Patienten mit chronischer Lebererkrankung variiert
in der Literatur sehr stark (10 - 60 %) [48,50,63,73, 95,112]. So zeigten Diamond et al.
(1990) in ihrer Studie, dass die Pravalenz fur eine Osteoporose bei den Patienten mit
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einer Lebererkrankung um das Zweifache erhoht ist im Vergleich zur Kontrollgruppe
[47].

In einigen Studien wurde festgestellt, dass vor allem chronische cholestatische
Lebererkrankungen mit der Osteoporose assoziiert sind [43,48,63,74,95,96,113] und
diese ein bis zu vierfach erhohtes Risiko aufweisen kdonnen [42]. Schon 1985 konnten
Stellon et al. zeigen, dass 42 % von 36 untersuchten Patienten eine osteoporotische
Knochenstruktur aufwiesen. Dabei hatten 33 Patienten eine nachgewiesene primare
biliare Zirrhose und drei eine primar-sklerosierender Cholangitis in unterschiedlichen
Stadien. Wie auch in der vorliegenden Arbeit, fuhrte er dafur histologische und
radiologische Untersuchungen u.a. an der Wirbelsdule und am Beckenkamm durch
[114]. Bestatigt wird dies von der aktuellen Studie von Angulo et al., die 237 Patienten
mit primar-sklerosierende Cholangitis untersuchten und dabei herausfanden, dass
diese Patienten eine 6,1fache erhohte Pravalenz fur eine Osteoporose im Vergleich zur
Normalbevolkerung aufweisen [113].

Erklarungen fur diese unterschiedlichen Pravalenzen der Osteoporose bei
Leberschadigung sind vielfaltig. Ein moglicher Ansatzpunkt konnte das unterschiedliche
Design der Studien sein. So wurde ein groRes Spektrum an Patientenklientel
eingeschlossen, mit verschiedenen Altersgruppen, Body-Mass-Index und anderen
Grunderkrankungen [49,74]; aber auch die Atiologie und die Schwere der zugrunde
liegenden Lebererkrankung ist einflussgebend [48,95,115].

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur die klinische Forschung an der hepatischen
Osteodystrophie ist die steigende Frakturinzidenz, die eine schwerwiegende
Komplikation der Osteoporose darstellt [11,43,116]. Auch hier gibt es Studien die
unterschiedliche Pravalenzen fur das Frakturrisiko bei Patienten mit chronischer
Leberkrankheiten darstellen [47,63,114]. So fanden Diamond et al (1990) heraus, dass
das Frakturrisiko gegenuber der Kontrolle erhoht ist. Das erhohte Risiko einer
Wirbelkorperfraktur liegt zwischen 12 und 18 %, wobei die Art der zugrundeliegenden
Leberkrankheiten keinen signifikanten Einfluss hat. Periphere Frakturen treten hingegen
vermehrt bei der alkoholinduzierten Lebererkrankung (30 %) auf, wahrend sie bei
anderen ursachlichen Leberkrankheiten nur eine Pravalenz von 16 % aufweisen [47].
Guichelaar et al. legten in ihrer Langzeitstudie den Schwerpunkt auf die cholestatischen
Leberkrankheiten und zeigten, dass das Frakturrisiko bei Patienten im Endstadium
einer primaren bilidren Zirrhose um 22,5 % und bei der primar-sklerosierenden

Cholangitis um 15,7 % zur Normalbevolkerung erhoht ist [63]. Die Ergebnisse dieser
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klinischen Studien bestétigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die MDR2™-
Tiere mit einem Leberschaden einer osteoporosahnlichen Knochenstruktur aufweisen
und unterstitzen die Aussage, dass die leberkranken Mause unter einem erhohten
Frakturrisiko leiden.

Limitation der Studie:

Fur diese Studie wurden von insgesamt 38 Mausen die Femura gewonnen, wobei es
sich dabei um 20 Wildtypen und 18 MDR2™"-Tiere im Alter zwischen 5 und 44 Wochen
handelte. Die Gruppenstarke pro Zeitpunkt und Gruppe (MDRZ'/'-Gruppe und
Wildtypgruppe) betrug groRenteils vier Tiere, wovon zwei weibliche und zwei mannliche
Tiere vorhanden waren. In den meisten tierexperimentellen Studien ist eine
Gruppengrofde von 6-10 Tieren zu finden, wobei weniger Zeitpunkte untersucht wurden
[86,90,93]. Somit ist die Grolde der Untersuchungsgruppen in der vorliegenden Arbeit
relativ klein. Allerdings konnte bereits in der rein deskriptiven Auswertung der Bilder
Unterschiede gezeigt werden, welche durch die statistische Auswertung besteht
werden. Fur die Beurteilung des Knochens wurden sowohl mannliche als auch
weibliche Mause verwendet. Um allerdings eine Aussage Uber eventuelle Unterschiede
zwischen den Geschlechtern bei z.B. der Knochenstruktur im Krankheitsbild der
hepatischen Osteodystrophie machen zu koénnen, musste eine groRere Anzahl der
jeweiligen Geschlechter untersucht werden.

Mit den hier angewendeten Methoden kann zwar die Knochenstruktur gut beurteilt
werden, allerdings konnen Uber die Knochenqualitat nur Vermutungen geadullert
werden. Fur eine konkrete Aussage mussten dafur biomechanische Testungen an dem
MDR2"-Mausmodell in Folgestudien durchgefiihrt werden.

Ziel war es zunachst mit einer geringen Anzahl von Tieren in verschiedenen
Altersstufen den moglichen Zusammenhang zwischen Leberschaden und
Knochenstruktur festzustellen, was durch die beschriebenen Ergebnisse erfolgte und
auch signifikante Unterschiede gefunden wurden. Mithilfe dieser
Untersuchungsmethoden konnte festgestellt werden, dass die lebergeschadigten Tiere
vor allem im trabekularen Bereich eine verminderte Knochenstruktur und somit einen
osteoporoseahnlichen Knochen haben. Aber auch im kortikalen Bereich konnte eine
Veranderung der Kortexdicke in der MDR2"-Gruppe beobachtet werden.

In dieser vorliegenden Arbeit konnte unter der Verwendung des MDR2"-Mausmodells
trotz der genannten Limitationen anhand der erhobenen Daten ein Zusammenhang

zwischen der Leber und dem Knochenstoffwechsel gezeigt werden.
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5. Zusammenfassung

Osteoporose ist die haufigste Knochenerkrankung in Deutschland, an der derzeit ca. 6
Millionen Menschen leiden. Aus diesem Grund ist die Osteoporose ein bedeutendes
Thema in der Gesellschaft und vor allem im Gesundheitssystem.

Im klinischen Alltag konnte beobachtet werden, dass Patienten, die an einer
chronischen Lebererkrankung leiden, meist auch einen gestorten Knochenstoffwechsel
aufweisen. Dieses wird auch als hepatische Osteodystrophie bezeichnet, wobei die
Osteoporose die haufigste Manifestationsform darstellt. Aber welcher Zusammenhang
besteht zwischen der Leberschadigung und dem Knochenstoffwechsel?

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Veranderung am Knochen wahrend der Entwicklung einer
Leberschadigung zu zeigen. Dafur wurde ein Mausmodell verwendet, welches einen
Gendefekt im mdr2-Gen aufweist. Dieses Gen ist homolog zu dem menschlichen mdr3-
Gen und verschlusselt das kanalikulare Membranprotein MDR2 (,multdrug-resitance-2
P-glycoprotein®). Aufgrund der Mutation bildet sich Uber mehrere Schritte eine
Leberschadigung aus, welche der menschlichen Leberzirrhose entspricht und somit fur
die Forschung an diesem Krankheitsbild und dessen systemische Einflisse sehr gut
geeignet ist.

Fir das Versuchsvorhaben wurden Femura von BALB/c-Mausen mit und ohne MDR2-
Mutation im Alter zwischen 5 und 44 Wochen hinsichtlich der Knochenstruktur
untersucht. Die Mausknochen wurden mittels uCT in zwei definierten Bereichen, dem
trabekularen Netzwerk (VOI am distalen Femur mit 135 Slices a 10,5 ym) und der
Kortikalis (VOI in der Knochenschaftmitte mit 50 Slices a 10,5 um), hinsichtlich
folgender Parameter analysiert: Knochenvolumenanteil (BV/TV), Knochenmineraldichte
(BMD), Trabekelanzahl (Tb.N.), Trabekeldicke (Tb.Th.), Trabekelabstand (7b.Sp.),
Konnektivitat (Conn.D.), Struktur Model Index (SM/) sowie fur den kortikalen Bereich die
Parameter Knochenvolumenanteil (BV/TV), Knochenmineraldichte (BMD) und
Knochenflache (Barea).

Fur die histologische Auswertung wurden die zuvor angefertigten 6 ym dunnen Schnitte
nach der von-Kossa-Methode gefarbt, und mithilfe eines speziellen
Bildanalyseprogramms konnten die Parameter Trabekeldichte, Trabekellange,
Verzweigung, Knochenbreite, Kortexdicke analysiert und ausgewertet werden. Diese
Daten kénnen mit den uCT-Daten verglichen werden, da die ,Region of interest” (ROI)
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der Histologie dem ausgewerteten Bereich des puCT entspricht. Die Auswertung der
Movat-Pentachrom-Schnitte erfolgte rein deskriptiv.

Es kann festgestellt werden, dass die Knochen der MDR2"-Mé&use vor allem in der 20.
Woche ein schlechter ausgebildetes trabekulares Netzwerk im Vergleich zu den
Wildtypen aufweisen und somit einer osteoporotischen Knochenstruktur ahneln. Dieses
ist anhand der signifikant verminderten Trabekelanzahl und Trabekeldicke zu erkennen,
aber auch die Konnektivitat ist signifikant vermindert. Diese Ergebnisse des
trabekularen Bereiches werden von den histomorphologischen Untersuchungen
unterstrichen, die ebenfalls eine signifikante Verminderung der Trabekelanzahl und
auch der Verzweigung zwischen den Trabekeln gegenuber denen der Wildtypen
zeigen.

Bei der Untersuchung des kortikalen Bereiches konnte gezeigt werden, dass die
MDR2™"-Tiere (iber den gesamten Zeitraum eine geringere Knochenflache aufweisen,
was fur einen dunneren Kortex spricht. Dies wird durch den Parameter der Kortexdicke
aus der histomorphologischen Untersuchung bestatigt, welcher ebenfalls zu allen
Zeitpunkten bei den MDR2"-Tieren gegeniiber den Wildtypen vermindert ist. Die
Knochenmineraldichte ~ hingegen ist bei den MDR2"-Mausen in der
histomorphologischen Untersuchung kurzeitig (in der 15. Woche) im Vergleich zu den
Wildtypen leicht erhoht, welches sich zu den nachfolgenden Zeitpunkten zugunsten der
gesunden Tiere andert. Dieses konnte allerdings im uCT nicht beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit kann mithilfe des MDR2"-Mausmodells ein Zusammenhang
zwischen der Leberschadigung und dem Knochenstoffwechsel gezeigt werden. Es
stellten sich bei den lebererkrankten Tieren eine osteoporoseahnliche Knochenstruktur
im trabekularen Bereich sowie ein verdunnter Kortex in der Knochenschaftmitte dar.
Zusatzlich konnte durch die Munchner Arbeitsgruppe insbesondere durch Frau Andrea
Schmid gezeigt werden, dass die MDR2"-Mé&use (iber den gesamten zeitlichen Verlauf
die zu erwartende Leberschadigung entwickelten. Aber auch bei der naheren
Betrachtung des Zytokin TGF-B und des Vitamin D-Metabolismus konnte gesehen
werden, dass der TGF-3-Spiegel erhoht und die Expression von bestimmten Enzymen
im Vitamin D-Metabolismus gemindert ist. Dies sind zwei Faktoren, die sowohl in der
Leber als auch in dem Knochen eine wichtige Rolle spielen und somit Grinde fur die

veranderte Knochenstruktur sein konnen.
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8. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Transportpolaritat der humanen Leberzelle

Dargestellt sind die unterschiedlichen Transportsysteme Seite
in der sinusoidalen (basolateralen) Und kanalikularen (apikalen)
Plasmamembran einer menschlichen Hepatozyte mit dem jeweilig 10
transportierten Molekulen.
Abb. 2 Pathologie der Leberzirrhose 16
Abb. 3 Scout-View zur Darstellung der Scannbereiche mit Slicesanzahl 21
Abb. 4.1 Konturierung eines Slices gegen den Uhrzeigersinn 22
Abb. 4.2 Darstellung durch Thresholds 22
Abb. 4.3 Histogramm eines Slices mit einem unterem Threshold von 1892 23

HU und einem oberen offenen Threshold

Abb.5 3D Darstellung des gescannten und ausgewertetem 24
Trabekelbereich eines Femurknochens

Abb. 6 Histologischer Schnitt eines Mausfemur mit der Versilberung 31
nach von-Kossa

Abb. 7 Histologischer Schnitt eines Mausfemur mit der 33
Movat-Pentachrom-Farbung

Abb. 8 Knochen mit eingezeichneter ROI (Region of Interest) 34

Abb. 9 Bearbeitete Bereiche des Knochens beim uCT 37

Abb. 10 pCT-Bilder zur Darstellung einzelner Parameter 38

Bild a: mit Wachstumsfuge und Kortex, sowie mit dem Parameter
Knochenflache (Barea)

Bild b: Ausschnitt des trabekularen Bereiches aus Bild a mit den
Parametern Trabekelanzahl (Tb.N.), Trabekeldicke (Tb.Th.),
Trabekelabstand (7bh.Sp.), Konnektivitat (Conn.D.) und

Knochenvolumenanteil im Quadrat (BV/TV)

Abb. 11 pCT-Bilder zu unterschiedlichen Zeitpunkten von MDR2™" 39
und Wildtyp Lebensalter in Wochen (5,15,20,44);
a-d: MDR2"-Méuse; e-h: Wildtyp

Abb. 12 Knochenvolumenanteil der MDR2"-Gruppe (rot) im 41
Vergleich zum Wildtyp (blau)

Abb. 13 Gegenuberstellung von Trabekelanzahl im zeitlichem Verlauf 42
MDR2" (rot) zeigt vor allem in der 15. und 20. Woche eine
GrolRere Anzahl von Trabekeln im Vergleich zum Wildtyp (blau)
(p<0,05 Mann-Whitney)
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Abb. 14 Trabekelabstand im Vergleich MDR2™" und Wildtyp 43
Die Wildtypen (blau) zeigen ab der 15. Woche und mit
zunehmenden Alter einen geringeren Abenstand zwischen
den Trabekel im Vergleich zu den MDR2"-M&usen (rot)

Abb. 15 Trabekeldicke im zeitlichem Verlauf von MDR2" (rot) und 43
Wildtyp (blau)

Abb. 16 Darstellung der Knochenmineraldichte (BMD) von MDR2™ (rot) 44
und Wildtyp (blau)

Abb. 17 Zeitlicher Verlauf vom Knochenvolumenanteil von MDR2™" (rot) 46
und Wildtyp (blau)

Abb. 18 Gegeniiberstellung von MDR2"" und Wildtyp von der 47
Knochenmineraldicht
Die Knochen der MDR2"-Méuse (rot) sind in den ersten Lebenswoche,
vor allem in der 15. Woche, staker mineralisiert im Vergleich zu den
Wildtypen (blau), ab der 20. Woche nimmt die Knochenmineraldicht bei
den Wildtypen zu; (p<0,05 Mann-Whitney)

Abb. 19 Knochenflache von MDR2™ (rot) und Wildtyp (blau) 47

Abb. 20 histologisches Schnittbild zur Darstellung von Parametern 49
Bild a: mit Wachstumsfuge und Kortex sowie mit den Parametern
Knochenbreite (BWd) und Kortexdicke (CtWAd)
Bild b: vergrolierter Ausschnitt des trabekularen Bereiches aus Bild a mit
den Parametern Trabekellange (TbLeMe), Verzweigung (Verzw.)
und Knochenvolumenanteil im Quadrat (BV/TV)

Abb. 21 Histologische Schnittbilder von der Versilberung nach von-Kossa 51
Lebensalter in Wochen (5,15,20,44); a-d: MDR2"-Mause;
e-h: Wildtyp
Mineralisiertes Knorpel- und Knochengewebe stellt sich schwarz
und nichtmineralisierter Knorpel und Bindegewebe braun dar

Abb.22 Trabekeldichte von MDR2"" und Wildtyp tiber den gesamten 53
zeitliche Verlauf ist die Trabekeldichte bei den Wildtypen (blau)
groBer als bei den MDR2"-Mausen (rot), mit Signifikantem Unterschied
in der 15. und 44. Woche; (p<0,05 Mann-Whitney)

Abb. 23 Trabekellange von MDR2" und Wildtyp im zeitlichen Verlauf 53
Die durschnittliche Trabekellange der Wildtypen (blau) ist im
Vergleich zur MDR2™"-Gruppe (rot) immer langer, vor allem in
der 15. und 44. Woche (p<0,05 Mann-Whitney)

Abb. 24 Anzahl der Trabekelverzweigungen von MDR2™ und Wildtyp 54
Die Wildtypen (blau) zeigen in allen Messpunkten (vor allem in
Der 15., 20. und 44. Woche) eine vermehrte Verzweigung zwischen
Den Trabekeln als die MDR2"-Gruppe (rot); (p<0,05 Mann-Whitney)
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Abb. 25 Gegeniiberstellung der Knochenbreite von MDR2™ und Wildtyp 55
Die Wildtypen (blau) haben bis zur 15. Woche und am letzten
Messpunkt einen breiteren Knochen als die MDR2"-Mause (rot)
(p<0,05 Mann-Whitney)
Abb. 26 Gegeniiberstellung der Kortexdicke von MDR2™ (rot) und 55
Wildtyp (blau)
58

Abb. 28 Histologische Schnittbilder von der Movat-Pentachrome-Farbung
Lebensalter in Wochen (5,15,20,44); a-d: MDR2"-Mause;
e-h: Wildtypen;mineralisierter Knochenstellt sich leuchtend gelb und

Knorpel blaugran dar
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