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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Skelettsystem hat vielfaltige Aufgaben unter anderem die
Gewahrleistung der Mobilitat und Fortbewegung. Wichtigste
Voraussetzung fur ein gesundes Skelettsystem ist eine optimale
Knochenqualitat. Diese wird bestimmt durch die Knochenstruktur-
parameter sowie die Knochenmineralisierung. Entscheidenden Einfluss
haben dabei der Vitamin D- und Kalziumgehalt. Daher besteht der erste
Schritt in der Therapie der Osteoporose, der haufigsten Knochen-
erkrankung der westlichen Welt, welche zu bruchigen Knochen und
gesteigerter Frakturanfalligkeit fahrt, in der adaquaten Substitution von
Vitamin D und Kalzium [127,129]. Die wichtigsten soweit bekannten
Wirkmechanismen des Vitamin D bestehen im Verlustausgleich des
Kalziums u.a. Uber die intestinale Kalziumresorption und einer Redu-
zierung von exzessiven Knochenremodeling, welches die Knochen-
brichigkeit erhéht [35, 41, 50].

Trotz der elementaren Rolle des Vitamin D bei der Knochen-
mineralisierung gibt es bisher keine einheitliche Meinung Uber den
minimalen Grenzwert, welcher eine optimale muskuloskelettale
Funktion ermdglicht [65]. Die empfohlenen Werte schwanken zwischen
12 und 40 ng/ml [42]. Das Ausmalf} des Vitamin D-Mangels und deren
Grenzwerte sind  also bislang nicht eingehend untersucht und
insbesondere histomorphometrisch nicht exakt und in seiner Rolle bei
der Entwicklung einer Mineralisierungsstérung insbesondere bei
Mé&annern analysiert worden.

Ziel dieser Arbeit war daher die histologische und histomorpho-
metrische Charakterisierung des Knochenstatus eines grofien
mannlichen Kollektivs im norddeutschen Raum. Weiterhin wurde der
Vitamin D-Gehalt im Serum an den gleichen Patienten untersucht und
ein potentieller Zusammenhang zwischen Knochenstruktur bzw. -
mineralisierung und Vitamin D-Gehalt analysiert, um einen moglichen

minimalen Grenzwert fir den Vitamin D-Gehalt festzulegen.
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Die Fragestellungen lauten daher:

1.

Wie stellt sich der Knochen-/ Vitamin D-Status im untersuchten
Kollektiv dar?

Besteht eine Korrelation zwischen Knochenstruktur/-mineralisation
und dem Vitamin D-Gehalt im Serum?

Wie haufig kommen Mineralisierungsstérungen in der durch-

schnittlichen méannlichen Bevdélkerung vor?
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2. Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion des Knochens

Der Knochen besitzt wichtige Funktionen als biomechanischer
Stutzapparat und als Kalziumreservoir. Das morphologische Struktur-
bild des adulten Knochens besteht aus der Kompakta (=Kortikalis) und
aus der Spongiosa (Trabekel). Wahrend die Kortikalis eher die
Stutzfunktion Ubernimmt, ist die Spongiosa die Struktur pathologischer
Reaktionen; sie besitzt eine grol3e Flache fur den Kalziumstoffwechsel
und nebenbei unterstitzt sie die Kortikalis bei Druck- und Zugbe-

lastungen.

Das Knochengewebe besteht zu 45 % aus anorganischer bzw.
mineralisierter und etwa 40 % aus organischer Matrix und zu 15 % aus
zellularen Bestandteilen [32]. Die organische und noch unverkalkte
Knochenmatrix (Osteoid) besteht zu 89 % aus Kollagen und 5 % aus
Protein; hier werden die Knochenmineralien (Hydroxylapatit)
eingelagert. Die Einlagerung dieses Kalziumphosphates ist
entscheidend fir die Stabilitit und Harte des Knochens. Die
Mineralisation (Verkalkung) des Osteoids findet zu 70 % in den ersten
3-4 Tagen statt. Verbreiterte Osteoidsdume weisen auf eine
Funktionsstérung des Knochens, entstanden durch entweder zu hohe
Osteoidbildung (z.B. Osteosarkom) oder durch eine gestorte

Mineralisation (z.B. Rachitis/ Osteomalazie), hin [3].

Standige physiologische Umbauvorgange finden im Knochen statt,
wobei die Volumendichte der Spongiosa vom 1.-3. Lebensjahrzehnt von
35 % auf 23 % reduziert wird; im 8. Lebensjahrzehnt wird ein weiterer
Abfall auf insgesamt 10 % beschrieben [124].
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2.2 Zellulare Bestandteile des Knochens

Mikroskopisch  kann der Knochenumbau in  Knochenanbau
(Osteoblasten, Osteoidsaume, Osteozysten) und Knochenabbau
(Osteoklasten,  Howshipsche  Lakunen) differenziert  werden.
Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen des hamatopoetischen
Systems. Im Gegensatz zu den Osteoblasten, die sich in Lining-Zellen
oder Osteozyten umwandeln, geht der Osteoklast durch Apoptose
zugrunde [113]. Der Osteoblast, welcher das Knochenremodeling
reguliert, entsteht durch Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen. Osteoklasten besitzen die Fahigkeit Gber die Bildung von

lysosomalen Enzymen und Salzsaure die Knochenmatrix abzubauen.

2.3 Knochenremodeling

Das gesamte Skelett unterliegt einem standigen physiologischen
Umbau, einem Wechselspiel zwischen Knochenneubildung durch
Osteoblasten und Knochenresorption durch Osteoklasten, deren
geordnetes, durch lokale und systemische Faktoren gesteuertes
Zusammenwirken als ,Remodeling“® bezeichnet wird. Dies ist ein
Prozess, der vom Ende der Pubertdt bis zum Ausfall der
Gonadenfunktion zur Gleichgewichtserhaltung der Knochenmasse
ablauft [57, 110, 111]. Dieser physiologische Prozel3 kann auch nach
der Andropause weiterlaufen. Der Knochenumbau wird auf dem Level
der kleinsten Struktureinheiten des Knochens, der ,basic metabolic unit*
(BMU), mit einer Phase osteoklastarer Resorption eingeleitet. Der
Osteoklast ist die einzige Zelle mit der Fahigkeit der Knochenresorption
[8, 14, 141, 144]. Auf die osteoklastdre Resorption folgt eine
Besiedelung der Resorptionslakune mit mononukledren Zellen

(-reversal®), welche dann eine ,Zementlinie“ (dulRere Grenze des
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Osteons) anlegen und dadurch einen chemotaktischen Reiz auf die
Osteoblasten ausuben. Die Osteoblasten beginnen daraufhin mit der
Produktion von Osteoid. Dieser Prozess eines solchen
Knochenquantums dauert mindestens 130 Tage [46].

Osteoporose ist die Folge einer Imbalance zwischen Knochenanbau
und Knochenabbau, also eine Storung des Osteoblasten- /
Osteoklastengleichgewichtes. Fir die Entstehung sind Anderungen im
zeitlichen und ré&umlichen Ablauf des Knochenstoffwechsels von
Bedeutung, wobei ein defizitares Gleichgewicht bei der primaren
Osteoporose durch eine verminderte Knochenneubildung bei normaler
Knochenresorption am héaufigsten beobachtet wird [83]. Des Weiteren
wird die Osteoporose wesentlich von dem genetisch und endokrin-
metabolisch  beeinflussten  Knochenumsatz und der daraus
resultierenden Knochenmasse wahrend der Wachstumszeit bestimmt.
Verschiedene Hormone sind bekannt, wie die Steroide Ostrogen und
Testosteron oder auch das Parathormon, welche Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel haben. So wird endokrinologisch festgelegt, dass
im Alter beim Mann und in der Menopause der Frau, durch den Verlust
der Sexualhormone ein Knochenmasseverlust folgen kann [122]. Im
Gegensatz dazu kommt es bei der Osteopetrose, welche unabhangig
von Hormonen geschieht, bei gleich bleibender Knochenformation zu
verminderter oder fehlender Knochenresorption [10, 31, 53, 61].

Die Osteoblasten kdnnen beschleunigt Knochenmasse bilden um diese
bei hohen Verlusten wieder schnell zu ersetzen [11, 39]. Andererseits
ist es den Osteoblasten nach Erreichen des Gleichgewichts nur noch
verzégert moglich so viel Knochenmasse zu produzieren, wie auch
abgebaut wurde [11, 39].
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2.4 Knochenmineralisierung

Der groRere anorganische Anteil der Knochenmatrix besteht zu 90 %
aus Kalziumphosphat und zu 10 % aus Kalziumkarbonat. Kalzium wird
hier als Hyroxylapatitkristall Caig(PO4)s(OH). in die organische
Grundsubstanz (Osteoid) eingelagert, welches von den Osteoblasten
produziert wurde [32]. Taglich wird eine 1 pm dicke Schicht hergestellt,
welche sich auch taglich um 1 um vom Zellleib entfernt. Der normale
Osteoidsaum besitzt eine Breite von 6 um. 10 Tage sind notwendig fur
die vollstandige Mineralisation der Matrix. Dieses geschieht erst ab
einer Breite (entfernt vom Osteoblasten) von 10 um. Nach einer Dauer
von 5-10 Tagen ist bis zu 70 % des Osteoids mineralisiert und nach ca.
3-6 Monaten ist die Mineralisation abgeschlossen. Das Hydroxylapatit
kann mit Zitrat, Magnesium Carbonat und Fluorid verunreinigt sein. Die
mineralisierte Matrix befindet sich in Form kleiner Kristalle zwischen
den kollagenen Fasern. Der grof3te Teil der Kristalle ist im Knochen
verankert und steht nicht fur die Mobilisation zur Verflgung. Bei
langerdauerndem Kalziummangel werden Kalziumionen (Ca?") aus
dem Knochen mobilisiert. Fir die Regulation des Mineralhaushaltes
dient der stdndige Knochenumbau durch Osteoblasten und -klasten,
wobei dieser viel schneller in der Spongiosa, aufgrund der hier
bestehenden deutlich groReren Oberflache ablauft, als in der Kortikalis.
Fir die Aufrechterhaltung des Serumkalziumspiegels spielen die
Hormone Parathormon (PTH) und Calcitriol eine essentielle Rolle,
indem sie Einfluss auf die Osteoblasten bzw. Osteoklasten ausiben.
PTH wirkt Gber G-Protein gekoppelte Phospholipase C-Rezeptoren,
wobei dauerhaft hohe Konzentrationen von PTH eine Osteoklasten-
aktivierung bewirken. Intermittierende Gaben von PTH wirken hingegen
osteoanabol [5].

Calcitonin wirkt dem Parathormon entgegen und hemmt die Aktivitat der

Osteoklasten, die Anzahl der Osteoblasten wird erhéht [5].
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2.5 Parathormon

Die Nebenschilddrisen (Epithelkérperchen) haben zur Hauptaufgabe
Uber die Sezernierung von PTH das im Blut zirkulierende Kalzium zu
steuern. Dies geschieht auf direktem Weg zu den Endorganen Niere
und Knochen. Indirekt wirkt PTH am Darm Uber die Aktivierung von
1,25(0OH),Ds. Bei erhdhtem Kalziumspiegel kann die Nebenschilddrise
die PTH- Sekretion zigig drosseln.

PTH aktiviert die Osteoklasten und fihrt Uber einen vermehrten
Knochenabbau zu einer Freisetzung von Kalzium und somit zur
Erh6hung des Kalziumserumspiegels.

Im proximalen Tubulus der Niere hemmt PTH die Reabsorption von
Phosphat und férdert somit die Ruickresorption von Kalzium. Des
Weiteren fuhrt PTH im distalen Tubulus der Niere zu einer vermehrten
Resorption von Kalzium. AulRerdem verstarkt es in der Niere die
Bildung von 1,25(0OH),D; aus seinem Vorlaufer 25(OH)D3z durch
Stimulation der renalen 1a-Hydroxylase.

Nicht nur der Kalziumplasmaanteil stimuliert die Ausschittung von PTH,
sondern auch das 1,25(0OH).D3 hat Einfluss auf die PTH-Sezernierung
[140]. Ein negatives ,Feed-back® zur Nebenschilddriise geschieht bei

erhohtem 1,25(0OH),D3, so dass die Sekretion von PTH reduziert wird.

2.6 Vitamin D

2.6.1 Vitamin D- Stoffwechsel

Ihrer chemischen Struktur nach sind Vitamin D, Calcitriol oder auch
1,25 Dihydroxycholecalciferol genannt, nicht nur Vitamine sondern auch
Steroide. Zwei verschiedene Verbindungen des Vitamin D sind zu
unterscheiden. Zum einen gibt es das pflanzliche Vitamin D,, das als
Ergocalciferol bezeichnet wird und auf der anderen Seite das in der

7
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menschlichen Haut gebildete bzw. in tierischen Produkten enthaltene
Vitamin D3, welches Cholecalciferol genannt wird.

Wie in Abb. 1 dargestellt, soll hier der Vitamin D- Stoffwechsel genauer
erlautert werden.

Vitamin D kann Uber die Nahrung aufgenommen werden. Das Vitamin
D; hat dabei die Besonderheit, dass es zusatzlich durch UVB-
Einstrahlung auf die Haut aus dem Provitamin 7-DHC gebildet werden
kann [76].

Dieses Provitamin ist das Hauptreservoir der Vitamin-D-Eigensynthese
des Korpers [52]. 7-DHC gelangt an Transportproteine gebunden, tber
den Blutweg, in alle Schichten der Epidermis und Dermis zu den
Keratinozyten der Haut. Dort kommt es besonders unter Einfluss von
UVB-Strahlung zu einer Ringéffnung am B-Ring des Sterangertsts. Die
UVB-Strahlung besitzt die optimale Wellenlange (280-315 nm) zur
Umwandlung von 7-DHC zum Cholecalciferol. So versorgt die Haut den
Organismus mit mehr als 50 % seines Bedarfs an Vitamin D3 [74].

Im Winter ist bei einer Ganzkdrperexposition von unter 18 mJd/cm? wie
in Regionen Uber und unter dem nérdlichen bzw. sitdlichen 40.
Breitengrad, eine bezeichnende kutane Synthese von Cholecalciferol
unwahrscheinlich.

So kommt es laut Matsouka et al. zu deutlichen saisonalen
Schwankungen der Cholecalciferol- Plasmakonzentration [96].

An das Plasma- Vitamin D- Binding Protein (DBP) gebunden verlasst
Cholecalciferol die Epidermalzelle und gelangt von dort zur Leber.
Angenommen wird, dass 99 % des Vitamin D- Metaboliten an das DBP
gebunden sind [28]. Dies geschieht, da Vitamin D nur fur kurze Zeit im
Blutplasma zirkulieren kann. Deshalb wird es gebunden an die
Transportproteine zur Speicherung zum adiposen Gewebe des
Organismus befordert [22]. In den Hepatozyten findet nun der erste
Schritt zur Aktivierung statt. Zwei unterschiedliche Cytochrom-P450-
abhangige  Oxidasen katalysieren die  Hydroxylierung des
Cholecalciferol in der Position 25. Es entsteht 25-Hydroxycholecalciferol
(25(0OH)D3). Angenommen wird, dass Calcitriol (1,25(0OH).Ds3) die

8
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Enzymaktivitat der Calciferol-25-Hydroxylase hemmt. Jedoch wird die
Enzymaktivitat hauptsachlich dber die Aufnahmemenge von
Cholecalciferol in die Leberzellen kontrolliert [16].

Der uUberwiegende Teil der biologischen Aktivierung zum 1,25(0OH),D3
findet in den proximalen Tubuluszellen der Niere statt. Die Aktivierung
von 25(0OH)D3 geschieht durch eine la-Hydroxylierung zu 1,25(0OH),D3
oder Calcitriol. Zustandig fur diese lo-Hydroxylierung ist die Calcidiol-
lo-Hydroxylase, welche ebenfalls Cytochrom-P450-abhéngig ist und
nebenbei auch noch in anderen Organen wie Knochenzellen,
Keratinozyten, Plazenta und Milchdrisen vorkommen soll. Welche
physiologische Bedeutung die Calcidiol-la-Hydroxylase in diesen
Geweben hat, ist noch nicht nachgewiesen. Eine Synthese auf3erhalb
der Niere deckt aber nicht den kdrperlichen Bedarf an 1,25(0OH),D3
[17]. Somit ist die Hydroxylierung von 25(0OH)D3; bzw. die Entstehung
von 1,25(0H),D3 stark abhangig von der Synthese der 1a-Hydroxylase.
Die lo-Hydroxylase wird u.a. reguliert durch Parathormon (PTH),
Serum-Phosphat und 1,25(0OH),D3 selbst [67].

Bei einem Uberschuss an Calcitriol entsteht aus 25(0OH)Ds durch die
24-Hydroxylase vermehrt der Metabolit 24,25(0OH),D3. Bei Hypokalz-
amie oder durch Regulation von Parathormon hingegen wird die lo-
Hydroxylierung deutlich gesteigert [77].

In der Niere findet somit die Verhinderung einer Uberschussproduktion
von aktivem Vitamin D statt. Andererseits hat eine Funktionsein-
schrdnkung der Niere haufig die Folge einer Stérung im Vitamin-D-

Haushalt und allen daraus resultierenden Folgen.
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Haut uvB
7-Dehydrocholesterol > | Cholecalciferol
(Vitamin D3)
/ Nahrung:
Leber «— Vitamin D, (pflanzlich)
Vitamin D5 (Fisch, Fleisch)

'

25-Hydroxycholecalciferol

o

24.25- Dihvdroxvcholecalciferol (inaktiv)

i 1,25-Dihydroxycholecalciferol
Niere — > | (mit PTH und Calcium)
vermehrte vermehrte Knochenre-
Intestinale/ renale Knochenmine- sorption zum
Absorption von ralisation Erhalt d.
Calcium und Serumcalciums
Phosphat

Abb. 1: Vitamin D-Stoffwechsel (eigene Darstellung)

2.6.2 Regulation der Kalzium- Homéostase durch Vitamin D

Die Regulation der Kalzium- Homgostase ist die wichtigste
physiologische Aufgabe von Calcitriol. Kalzium spielt eine wichtige
Rolle bei der Signalibertragung im Nervensystem, dem Vorgang der
Muskelkontraktion, bei der (post)embryonalen Skelettentwicklung sowie
dem Knochenstoffwechsel. Ein Mangel an Vitamin D fuhrt indirekt zu
einer negativen Kalziumbilanz. Eine unzureichende Kalziumversorgung
ist assoziiert mit einer verminderten Knochenmasse und Osteoporose,
wahrend eine chronische bzw. erhebliche Vitamin D- Defizienz zu einer
Osteomalazie fihren kann [59]. Beim Erwachsenen kommt es zu einem

Kalziumverlust von ca. 200 mg am Tag. Dieser Verlust muss durch

10
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Absorption ausgeglichen werden, um einen Knochenabbau zu
vermeiden [105]. Die Effektivitat der Kalziumabsorption wird durch ein
Ansteigen des 25(OH)D im Serum gesteigert [60].

In Vitamin-D-defizienten Tieren ist eine maximale lo-Hydroxylase-
Aktivitdat in der Niere zu erkennen, wahrend die Aktivitat der 24-
Hydroxylase kaum nachweisbar ist [17]. Parathormon (PTH) hat den
groten Einfluss auf die Stimulation der 1,25(OH),Ds;-Synthese. So
kommt es bei einer Hypokalzamie zu einer gesteigerten Sekretion von
PTH aus der Nebenschilddruse, welches die Expression der 1-
Hydroxylase steigert und die 24-Hydroxylase hemmt. Calcitonin und ein
niedriger Plasmaphosphatspiegel haben ebenfalls einen Einfluss auf
die 1,25(0OH),Ds-Biosynthese, indem beide die loa-Hydroxylase
stimulieren und 24-Hydroxylase hemmen. Das entstehende
1,25(0OH),D3 selbst hemmt sowohl die PTH- Ausschittung als auch die
lo-Hydroxylierung und stimuliert gleichzeitig die Resorption von
Kalzium aus dem Dunndarm.

Die Hauptaufgabe des Vitamin-D-Rezeptors (VDR), welcher in
Geweben wie Darm, Niere und Knochen vorkommt, liegt in der
Aufrechterhaltung der Kalziumhomoostase im Organismus [150].
Sowohl der transepitheliale Kalziumtransport durch die Enterozyten, als
auch die Sekretion von Kalzium aus den renalen Tubuli in den Blut-
kreislauf, wird Uber den VDR stimuliert. AuRerdem spielt der VDR eine
wichtige Rolle bei der durch PTH induzierten Freisetzung von Kalzium
aus dem Knochen [48]. Weitere Gewebe mit Vorkommen von VDR sind
hamolymphopoetisches  Gewebe, (glatte, quergestreifte  und
Herzmuskulatur, Plazenta, Prostata, Testikel, Nebenschilddriise und
Leber. Des Weiteren wurden diese Rezeptoren in Lungengewebe und
differenzierten Zellen der Haut nachgewiesen [67].

Die intestinale Absorption, die renale Exkretion und die Mobilisierung
aus dem Knochen werden uber verschiedene Mechanismen der beiden
Hormone gesteuert. Nach einer Studie von Kendler et al. 2006 [80]
steigt die Kalziumabsorption an, wenn das 1,25(OH),D3; im Serum

entsprechend zunimmt. Kalzium steigt jedoch nicht kontinuierlich mit
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steigendem Vitamin D an. Aul3erdem fordert 1,25(OH),D3 die schnelle
und verzogerte Kalziumaufnahme. Diese Kalziumabsorption geschieht
in drei Schritten. Nach der Aufnahme des Kalziums Uuber den
Mikrovillisaum der Enterozyten wird es innerhalb der Zelle zur baso-
lateralen Membran transportiert und von dort gelangt es in das
extrazellulare Kapillargebiet der Lamina propria [58]. Dies ist ein
sattigbarer transzellularer Mechanismus im proximalen Teil des
Dunndarms. Nur bei ausreichender Vitamin D-Versorgung kann dieser
folgende Mechanismus stattfinden. Kalzium bindet intrazellular an das
sog. Kalziumbindende Protein- Calbindin und wird in dem biologisch
inaktiven Zustand an die basolaterale Membran transportiert. Durch
1,25(0OH),D3; kann die Kalziumaufnahme gesteigert werden, da es als
Steroidhormon durch die Zellmembran diffundieren kann und sich
intrazellular an den Vitamin-D-Rezeptor bindet. Durch diesen Vorgang
wird die Gentranskription und somit die Syntheserate des
Kalziumbindenden Proteins Calbindin-D9K beeinflusst und von
Osteopontin [63, 136]. Fallt der Anteil des Plasmakalziums ab, wird
PTH aus den Epithelkérperchen freigesetzt und eine vermehrte
Synthese von 1,25(0OH),D; ausgeldst. Vitamin D verursacht dann eine

vermehrte Kalziumabsorption.

2.6.3 Einfluss von Vitamin D auf den Knochen

Im Knochen besteht durch die Tatigkeit von Osteoblasten und
Osteoklasten ein  Gleichgewicht zwischen Mineralisation und
Demineralisation. Vitamin D kann sowohl den Auf- als auch den Abbau
des Knochens beeinflussen. Durch die Bindung von 1,25(OH),D3; an
den VDR der Osteoblasten wird die Synthese der Proteine der
Knochenmatrix (Osteocalcin, Osteopontin, Bone Sialoprotein und
Kollagen Typ 1) reguliert [29, 88]. AuRerdem wird davon ausgegangen,

dass Calcitriol die Proliferation von Osteoblasten beeinflusst [119].
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Zudem stimuliert Calcitriol die Ausschittung eines Resorptionsfaktors
der Osteoblasten. Dieser Resorptionsfaktor stimuliert die Osteoklasten-
aktivitat. Daraufhin wird ein Skelettwachstumsfaktor freigesetzt, welcher
die Osteoblasten und somit den Knochenaufbau férdert [23, 101]. Die
beiden Zelllinien kommunizieren also miteinander.

Des Weiteren haben Experimente in vivo gezeigt, dass es nach kurzer
Zeit durch die therapeutische Gabe von 1,25(0H),Ds; zu einer
Osteoidvermehrung im trabekuldren Knochen kommt [30].

Die verstarkte Bildung der Osteoklasten geschieht indirekt, da diese
keine Rezeptoren fur 1,25(0OH),D3 und PTH besitzen. Somit wird der
Knochenabbau durch eine Aktivierung der Osteoblasten beeinflusst,
welche dann Osteoklasten- Vorlauferzellen stimulieren und daraus
Osteoklasten gebildet werden [24, 142], so dass man annehmen kann,
dass unter Mitwirkung von Vitamin D ein optimales Knochenremodeling
besteht.

Bei der Osteomalazie ist, laut einer Studie von Bordier et al., der
Beitrag zur Knochenheilung von 1,25(0OH),D3 nicht so effektiv wie der
von Cholecalciferol oder 25-OH-D3 [27]. Es wird angenommen, dass
andere Vitamin D-Metabolite wie 24,25-(OH),D3 oder 25-OH-D3 noch
weitaus mehr fur die Mineralisation des Knochens zustéandig sind [55].

2.6.4 Grenzwert des Vitamin D- Serumgehaltes

Im Blut zirkulierendes 25-Hydroxyvitamin D (25-OH-D3) ist der beste
Pradiktor des Vitamin D-Status im Serum. So ist es Uberraschend, dass
es trotz der essentiellen Bedeutung von Kalzium und Vitamin D fir die
Knochenqualitat  bislang noch keinen allgemeinen Konsens gibt,
welche 25-OH-D3; Werte zur Erhaltung eines gesunden Knochenstatus
mindestens erreicht werden sollten. Die empfohlenen Werte schwanken
derzeit zwischen 12 pg/l (=30 nmol/l) und 40 pg/l (=100 nmol/l) [41].

Diese grol3e Differenz basiert auf mehreren Studien, welche primér die
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Beziehung zwischen niedrigem 25-OH-D3; und erhéhter Sekretion von
PTH zur Bestimmung einer plausiblen Grenze untersucht haben
[25, 36]. So definierten u.a. McKenna et al. auf der Grundlage dieser
Studien den Normwert flr den Vitamin D-Serumgehalt bei tber 40ug/I
[99]. Des Weiteren wurde in anderen Studien versucht, anhand der
Untersuchung der Pathogenese der Osteomalazie Grenzwerte fir den
Vitamin D-Serumgehalt zu bestimmen [28]. Ahnliche Grenzwerte
wurden in der Euronut SENECA Studie ermittelt. Diese untersuchte
jedoch nur Vitamin D Werte bei festgelegten Krankheitshildern wie z.B.
Schenkelhalsfrakturen [135].

Trotz diverser unterschiedlicher Studien konnte jedoch bisher kein
allgemeingultiger minimaler Grenzwert des Vitamin D-Serumgehaltes

festgelegt werden, welcher einen gesunden Knochenstatus garantiert.

2.7 Storung der Knochenstruktur- Osteoporose

,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch
eine niedrige Knochenmasse und eine Verschlechterung der
Mikroarchitektur des Knochengewebes charakterisiert ist, mit der Folge
vermehrter Knochenbruchigkeit® [103].

Eine Imbalance des Knochenremodeling durch Uber- bzw.
Unterfunktion von Osteoblasten und Osteoklasten fiihrt zur Stérung der
Knochenstruktur. Hierflr ist die Osteoporose das wichtigste Beispiel.
Anhand der Osteoporose lasst sich die epidemiologische Auswirkung
der Stérung der physiologischen Umbauprozesse des Knochens
analysieren. Das Ausmald zeigt, dass diese generalisierte Knochen-
erkrankung neben der arteriellen Hypertonie und dem Diabetes mellitus
Typ Il zu den Volkskrankheiten der westlichen Welt gehort.

Der Verlust an Knochenmasse und Knochenstruktur sowie die

veranderte trabekulare Mikroarchitektur im Sinne einer Rarefizierung
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der Spongiosa und eines Kortikalisabbaus sind charakteristisch fir das
Krankheitsbild der Osteoporose und haben eine gesteigerte Anfalligkeit
fur Frakturen zur Folge [1, 7, 126]. Die verminderte Knochenmasse ist
mehr das Resultat eines Verlusts vollstandiger Trabekel und weniger
die Folge einer Verschmaélerung der Knochenbalkchen [110].

Man unterscheidet die primare Form, zu der die idiopathische juvenile,
die postmenopausale Osteoporose (Typ 1) sowie die senile
Osteoporose (Typ Il) gehéren von der sekundaren Osteoporose mit
unterschiedlicher Atiologie [121, 123]. Die haufigste Form der
Osteoporose ist die senile Osteoporose, welche durch eine low-
turnover- Knochenstoffwechselsituation mit reduzierter
Knochenanbaurate bei gleich bleibender Resorption gekennzeichnet ist
[84].

Die primare idiopathische juvenile Osteoporose tritt ausschliel3lich bei
Kindern auf. Die Atiologie ist dabei noch ungeklart. Hingegen tritt die
postmenopausale Osteoporose-Typ | eher in der zweiten Lebenshalfte
auf und betrifft bevorzugt das weibliche Geschlecht. Hierbei kommt es
zu einem beschleunigten Knochenabbau mit ausgepréagter Atrophie der
Spongiosa, Skelettdeformationen und Wirbelkdrperfrakturen [133]. Der
Abfall des Hormons Ostrogen fiihrt konsekutiv zu einem erhéhten
Knochenabbau, welcher wiederum einen Anstieg des
Serumkalziumspiegels  induziert [89]. Durch den erhohten
Kalziumspiegel kommt es reaktiv zu einer verminderten PTH-
Sekretion, zu verringerter enteraler Aufnahme von Vitamin D und einer
reduzierten Aktivierung der Provitamin D-Metaboliten. Dadurch entsteht
ein Kalziumdefizit, welches der Korper durch weiteren Abbau von
Knochensubstanz auszugleichen versucht.

Die senile Osteoporose (Typ Il) betrifft geschlechtsunabhangig
hauptsachlich altere Patienten und kann Uber Spongiosaverlust und
Kortikalisabbau insbesondere proximale Femurfrakturen aber auch
Wirbelkdrperfrakturen verursachen. Wichtige pathogenetische Faktoren
sind bei dieser Art der Osteoporose von Patienten im hoheren

Lebensalter Kalzium- und Vitamin D-Mangel, sekundéarer
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Hyperparathyreoidismus und zunehmende korperliche Inaktivitat. Die
Ursache der Typ- II Osteoporose liegt in einer zunehmenden
Einschrankung der Zellfunktion im Alter und einer dadurch verminderten
Funktion der Osteoblasten. Hinzu kommt eine verringerte Aktivitat der
renalen lo-Hydroxylase, welche in der Folge eine erniedrigte Synthese
des 1,25(0OH),D3; und somit einen verminderten Kalziumplasmaspiegel
mit sich bringt. Auch Ostrogene spielen beim Knochenmasseverlust des
Mannes im Alter eine Rolle. Diese Hormone tragen dazu bei, eine hohe
Peak bone mass zu erreichen bzw. scheinen fir den Erhalt der
Knochenmasse verantwortlich zu sein. Die Osteoblasten besitzen
Ostrogen- und Androgenrezeptoren, wahrend man bei den
Osteoklasten nur Ostrogenrezeptoren nachweisen kann [79, 108].

Die sekundare Osteoporose ist eine fakultative Begleiterscheinung
bekannter Grunderkrankungen. Haufig zeigt sich nur eines von
mehreren Symptomen [84]. Bekannte Ursachen sind endokrine
Erkrankungen wie Hyperthyreose und Hyperparathyreoidismus,
metabolische, immunologische und onkologische Erkrankungen wie
Homocystinurie, Spondylitis ankylosans und Plasmozytome sowie
Malabsorptionssyndrome und iatrogene Ursachen wie verminderte
Knochenbeanspruchung und Nebenwirkungen von Medikamenten.
Klinisch verlauft die Erkrankung zu Beginn meist inapparent. Bei
fortschreitender Erkrankung erhoéht sich das Frakturrisiko. Haufigste
Frakturen sind die coxale Femurfraktur, die distale Radiusfraktur und
die Wirbelkorperfraktur, welche ein hochrangiges Problem fur die
offentliche Gesundheitsfirsorge darstellen. Das Risiko, eine proximale
Femurfraktur zu erleiden, liegt bei 17,5 %. Diese Fraktur ist die am
hochsten belastete Fraktur bezlglich Kosten und Mortalitat [38, 128]. In
Deutschland litten laut Hochrechnungen des Jahres 2003 ca. 7,8
Millionen Menschen der Uber 50-jahrigen an einer Osteoporose; nur
20% der Osteoporose-Patienten wurde mit einem entsprechenden
Medikament behandelt [62].

Nicht nur Frauen scheinen von der Tatsache betroffen zu sein, mit

zunehmendem Alter eine Osteoporose zu erleiden, da 30 % aller
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Schenkelhalsfrakturen bei Mannern auftreten. Somit kénnen auch
Manner mit steigendem Lebensalter eine Osteoporose entwickeln.
Diese wird vermutlich durch den altersassoziierten Knochenmasse-
verlust und den Abfall der Sexualhormone verursacht. Die Inzidenz
einer proximalen Femurfraktur steigt von der Altersgruppe der 60-64
jahrigen Manner mit 117/10.000 Personenjahren auf 811/10.000
Personenjahren bei den Uber 80jahrigen M&nnern an [102].

Wichtige Pharmaka fur die konservative Therapie der chronischen
Osteoporose, welche nach den Leitlinien des DVO empfohlen werden,
sind Bisphosphonate, selektive OstrogenRezeptorModulatoren (SERM),
Strontiumranelat und PTH-Analoga. Des Weiteren sollte als
Basistherapie der Osteoporose Vitamin D eingesetzt werden, welches
eine knochenaufbauende Wirkung besitzt und, wie bereits erwahnt, fir
eine gesteigerte Resorption von Kalzium tber den Darm sorgt. Kalzium

kann in Kombination mit Vitamin D substituiert werden.

2.8 Stérung der Knochenmineralisierung- Osteomalazie

Eine Stdrung der Knochenmineralisierung fuhrt zur Osteoidose.
Osteoid, die organische Grundsubstanz des Knochens, wird von den
Osteoblasten an den Stellen des Knochens gebildet, an denen zuvor
entweder defekte Trabekel resorbiert wurden oder aufgrund vermehrter
Belastung eine erhdhte Stabilitat erforderlich ist. Es kbnnen zwei Arten
der Osteoidose, welche dem Verhaltnis von Osteoid zur
Knochenoberflache bzw. zum Knochenvolumen entsprechen,
unterschieden werden. Zum einen gibt es die sogenannte
Oberflachenosteoidose. Diese entspricht einem Verhdaltnis von
Oberflachenosteoid zu Knochenoberflache (OS/BS) von lber 20 %
[82, 97]. Zum anderen existiert die sogenannte Volumenosteoidose.
Diese ist definiert als Verhaltnis von Volumenosteoid zu

Knochenvolumen (OV/BV) Uber 1,2 %. Diese Referenzwerte legte
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Delling 1975 fest [44]. Das unmineralisierte Osteoid ist mechanisch
weniger belastbar, so dass es zur Verformung der Knochen kommen
kann.

Von dem Krankheitsbild der Osteomalazie spricht man erst bei einem
symptomatischen Auftreten der Osteoidose beim Erwachsenen. Bei
Kindern handelt es sich hierbei um die Rachitis.

Die Mineralisierung des Osteoids ist abhéngig von der Verfugbarkeit
des Kalziums im Serum. Eine haufige Ursache der Mineralisierungs-
storung ist ein Vitamin-D-Mangel. Infolgedessen kommt es zu einer
reduzierten enteralen Kalziumresorption. Der erniedrigte Serumkalzium-
spiegel fuhrt zu einem sekundaren Hyperparathyreoidismus. Dieser
resultiert in einem vermehrten Knochenabbau. Die genauen
Wirkmechanismen von Vitamin D auf den Knochen bzw. die Minerali-
sierung des Knochens sind hierbei noch weitestgehend ungeklart.

Die Ursachen des Vitamin-D-Mangels bestehen in einer mangelnden
Aufnahme, erhdhtem Verlust oder verminderter Eigensynthese. Meist
sind die zu geringe Aufnahme (Fisch, Lebertran) oder die fehlende
Sonnenexposition geographisch bedingt oder haben soziokulturelle
Hintergrinde. Generell reicht die Nahrung v.a. in Deutschland allein
nicht aus, um das Vitamin D- Defizit zu beheben. In anderen Landern
wird Vitamin D dber Nahrungsmittel, z.B. Uuber die Milch,
supplementiert. Die Haut, in der unter Einfluss von UVB- Strahlung
Cholecalciferol entsteht, wird somit als weiterer Lieferant fur Vitamin D
bendotigt.

Die Osteomalazie manifestiert sich im hoheren Lebensalter. Die
klinischen Symptome sind dabei sehr variabel. Haufige Symptome
dieser Erkrankung sind diffuse Knochenschmerzen, Muskelschwache
und minimal traumatische Frakturen [82, 97]. Schmerzen treten meist
an mechanisch starker belasteten Knochen auf, wie z.B. den
Wirbelkérpern oder im Bereich des Hiftgelenkes. Die mangelhafte
Mineralisierung und somit geminderte Knochendichte fihrt somit vor

allem zu einer erhdhten Frakturneigung.
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Die Diagnostik der Osteomalazie erweist sich als auf3erst schwierig da
spezifische radiologische und laborchemische Parameter fehlen. Zu
den veranderten Laborparametern bei der Osteomalazie gehéren eine
erniedrigte Serumkonzentration von Kalzium und Phosphat, ein
erniedrigtes 25-OH-D3; sowie eine erhdhte Aktivitat der alkalischen
Phosphatase. Letztere kann auch bei der Osteoporose ein Indiz fur
einen Rickschluss auf diese metabolische Erkrankung liefern.
Radiologisch zeigen sich eher unspezifische Befunde wie Osteopenie
oder Vergroberung der Trabekel. Selten ist eine spezifischere
Ausbildung der unmineralisierten Matrix auf der Rontgenaufnahme zu
erkennen. Ein spezifischeres radiologisches Zeichen im Rdntgenbild
sind Looser'sche Umbauzonen. Typisch fir die Osteomalazie sind
auBerdem radiologisch erkennbare Spalten (Milkman-Frakturen),
welche senkrecht zur Knochenoberflache verlaufen. Besonders treten
diese Spaltlinien am medialen Femur, insbesondere am Femurhals, im
Becken, lateral der Skapula und in der proximalen Fibula auf. Des
Weiteren konnen Knochen- und Wirbeldeformierungen gefunden
werden. In seltenen Fallen kann man gebogene Knochen beim
Erwachsenen darstellen. Viel haufiger tritt dieses bei Kindern z.B. in
Mangelgebieten auf.

Der endgiltige diagnostische Nachweis kann letztendlich nur
histomorphometrisch anhand einer Knochenbiopsie gestellt werden. Es
lasst sich ein verbreiterter bzw. ,dickerer” Osteoidsaum als Zeichen
einer Hyperosteoidose nachweisen. Dieses wird auch als
Volumenosteoidose (Abb. 2a) bezeichnet. Innerhalb des hellblauen
mineralisierten Knochenbalkens zeigen sich Streifen von rotem nicht
mineralisiertem Osteoid. Hierbei handelt es sich um begrabenes
Osteoid (Abb. 2b), welches auch typisch flr eine Osteoidose sein kann.
Die Fibroosteoklasie (Abb. 2c) entsteht durch eine Vermehrung von
Osteoklasten und Bindegewebe im Knochen, verursacht durch

primaren bzw. sekundéren Hyperparathyreoidismus.
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a) Volumenosteoidose b) begrabenes Oste0|d c) Flbroosteokla3|e
. AT e g - / B : i

Abb. 2 Hlstologlsche Praparate der Beckenkammb|op5|en Farbung nach Goldner

Die Pravalenz einer Mineralisierungsstérung und somit einer méglichen
Osteomalazie bei Mannern sowie ein potenzieller Zusammenhang zum

Vitamin D-Mangel sind noch weitestgehend unerforscht.

2.9 Diagnostische Parameter zur Bestimmung der Knochenqualitat

Haufig konnen Osteopathien mit heutzutage ublichen klinischen
diagnostischen Methoden, abgesehen von Zufallsbefunden, erst in
spateren Stadien, wenn bereits Schmerzen oder Frakturen (Abb. 3 und
4) aufgetreten sind, diagnostiziert werden.

Der Dachverband der deutschsprachigen  wissenschaftlichen
Gesellschaften fir Osteologie (DVO) und der Berufsverband der
Orthopaden empfehlen neben der Anamnese, dem Risikoassessment
und der Osteodensitometrie  die  Durchfuhrung  gewisser
laborchemischer Untersuchungen um sekundare Ursachen der
Osteoporose ausschlieBen zu kobnnen [66, 115]. Zu den
laborchemischen Untersuchungen gehoéren die Bestimmung von
Serum-Kalzium und Serum-Phosphat, der alkalischen Phosphatase,
Gamma-GT, BSG/CRP, TSH, der harnpflichtigen Substanzen, des
Blutbildes sowie Eiweil3 im Urin. Die alkalische Phosphatase (ohne
gleichzeitige Erhohung von Gamma-GT) sowie Serum-Kalzium und
Serum-Phosphat kdnnen zur Differentialdiagnose einer Osteomalazie
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herangezogen werden. Die BSG/CRP, Blutbild und Eiweil3-
elektrophorese haben eine grol3ere Aussagekraft bei der Erfassung von
entzuindlichen, malignen und hamatologischen Prozessen (u.a.
Osteomyelitis, Plasmozytom).

Die Verdachtsdiagnose der Osteoporose basiert radiologisch zumeist
auf erhohter Strahlentransparenz sowie veranderter Grél3e und Form
des Knochens. Dabei ist eine Verminderung der Knochenmasse unter
30 % im normalen Rontgenbild nicht erkennbar [50]. Methoden der
Schnittbilddiagnostik, wie Computertomografie und Kernspintomografie,
haben hohere Aussagekraft hinsichtlich der Knochenstruktur und deren
pathologischer Veranderungen. Erst bei Deckplatteneinbrichen, Fisch-
und Keilwirbel (Abb. 4) und der Osteodensitometrie (Knochendichte-
messung) mittels QCT (Quantitative Computertomografie) oder DXA
(Dual-Energy-X-Ray Absorptiometrie) kann die Verdachtsdiagnose
meist bestatigt werden. Diese spezielle Diagnostik misst die Flachen-
dichte des Knochenmineralgehaltes und kann einen Knochenmasse-
verlust darstellen.

Die Beckenkammbiopsie und die dadurch mégliche Histomorphometrie
ist eine wichtige Methode zur Verifizierung von Osteopathien bzw. ihrer
Differentialdiagnosen. Hierbei kann in Zusammenschau mit dem
osteologischen Labor beurteilt werden, ob es sich um eine high-
turnover oder low-turnover Osteoporose handelt. Aul3erdem kann
verifiziert werden, ob es sich um eine Mineralisierungsstérung
(Osteomalazie) handelt oder mdglicherweise ein maligner Prozess (z.B.
multiples Myelom) vorliegt.

Somit gilt die Beckenkammbiopsie mit ihrer histomorphometrischen
Analyse als hervorragende Madglichkeit zur unmittelbaren und sehr
genauen Diagnostik von Knochenerkrankungen. Des Weiteren kann
man anhand dieser Methode histologisch die Zusammensetzung der

zellularen Parameter und deren Aktivitat bestimmen.
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Abb. 3: Pertrochantare Femurfraktur Abb. 4: BWK-Fraktur (Keilwirbel) bei
bei Patient (£, 67 J.) mit Osteomalazie Patient (3, 68 J.) mit Osteomalazie
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3. Material und Methoden

3.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Die Biopsieentnahmen erfolgten Uber 24 Monate im Institut far
Rechtsmedizin des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf. Die
Beckenkammbiopsien wurden nach der Entnahmetechnik von Bordier
gewonnen. Auch eine 10ml Blutprobe aus der Herzkammer wurde vom
jeweiligen Spender entnommen. In dem Institut fir Klinische Chemie
wurde die Serumanalyse des vorher von uns zentrifugierten Blutes
durchgefuhrt. Die Vorbereitung der Knochenbiopsien und histologische
Aufarbeitung der Praparate fand im Zentrum fir Biomechanik und

Skelettbiologie der Experimentellen Unfallchirurgie statt.

3.2 Patientenkollektiv

Die Untersuchung wurde an Beckenkammbiopsien von 399
Sektionsfallen durchgefihrt. In der Rechtsmedizin ist der Anteil nicht-
naturlicher bzw. gewaltsamer Todesfalle (wie z.B. Verkehrsunfalle,
Suizide, etc.) sehr hoch, so dass insgesamt im Kollektiv wenige
Nebenerkrankungen  auftraten.  Aul3erdem war somit das
Durchschnittsalter im Kollektiv niedriger als bei den natirlichen
Todesféllen. Vor dem 40. Lebensjahr stehen nicht-natirliche Todesfélle
prozentual vor den anderen grofien Todesursachengruppen (Herz-
Kreislaufsystem, Atmungsorgane, maligne Neoplasien). Aus-
geschlossen aus der Studie wurden Sektionsfalle mit Neben-
erkrankungen, welche Einfluss auf den Knochenstoffwechsel haben
kénnten. Die Liegezeit bis zur Biopsieentnahme betrug nicht mehr als
24 Stunden.
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Das Untersuchungsgut stammte von 399 Mannern im Alter von 21 bis
95 Jahre (mittleres Alter 58,99 Jahre). Die Daten der Minderjahrigen
sind aus Griunden der zu geringen Anzahl und somit fehlender
Aussagekraft aus dem Kollektiv ausgeschlossen worden. Das weibliche
Kollektiv war Gegenstand einer parallel laufenden Studie.

Die Herkunft der von uns gemessenen Beckenkammpraparate ist aus
dem norddeutschen Raum. Zu jedem Sektionsfall lagen Daten Uber das
Alter, Geschlecht, GrofRe, Gewicht, Todesursache und mdgliche

Ausschlufkriterien vor.

3.3 Entnahmetechnik, Herstellung der Sageschnitte und
Aufarbeitung der Beckenkammbiopsien

Die transiliakale Beckenkammbiopsie wurde standartisiert, in
Anlehnung an die von Bordier beschriebene Technik [26], etwa 2 cm
dorsal der spina iliaca anterior superior und 2 cm inferior der crista
iliaca entnommen.

Zur Herstellung der Sageschnitte trennten wir ein ca. 1cm® groRes
Stuck des Beckenkammes (Abb. 5a) mit einer Diamantbandsége (Exakt
Geratebau, Norderstedt, Germany) heraus. Dieses auf dem Prinzip
einer Bandsage arbeitende Trennschleifsystem besteht aus einem
Diamantséageblatt, einer Préazisionsparallelfihrung, dosierbarem
Vorschub und einem durch Wasser kiihlenden System. Mit diesem
System ist es mdglich auch bei relativ hohen Schnittgeschwindigkeiten
saubere Schnittflachen zu erzielen. Der Praparatevorschub wurde
manuell gesteuert.

Fur die Bestimmung der Mineralisation war die unentkalkte Einbettung
notwendig. Die herausgetrennten Beckenkammpraparate wurden daher

im nachsten Abschnitt in Methylacrylat eingebettet.
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Zuerst wurden die Beckenkammpraparate in PBS-gepuffertem 3,7 %
Formalin Gber mindestens 3 Tage zur Erhaltung des Materials fixiert.
AnschlieRend wurden die Praparate in aufsteigenden Alkoholreihen in
einem Entwéasserungsautomaten (Modellnr. 2050, Fa. Bovimed
Laborgerate GmbH, Birkenau, Germany) fur 24 Stunden dehydriert und
dann zur Erhaltung der Knochenstruktur  unentkalkt in
Methylmethacrylat eingebettet [9]. Das Einbettmedium bestand aus
Methylmetacrylat, Dibutylphtalat als Weichmacher und einem
Katalysator fur die Polymerisationsreaktion (Benzoylperoxid).

Das Knochenmaterial lagerte in Glasgefallen und wurde mit
beschrifteten Papierstreifen markiert. Das beschriebene Einbettmedium
wurde in die Glasbehalter etwa so hoch eingefiillt, dass es nach
Zugabe des Knochens beinahe vollstandig gefillt war.

Die Einbettgefaf3e wurden zur Vermeidung einer UberschieRenden
Polymerbildung in einem Wasserbad bei 4° C ausgehéartet. Die
Einbettungsdauer betrug mindestens 3 Tage. Nach der Polymerisation
werden die Blocke aus den Glasbehéaltern herausgeschlagen und die
Praparate auf vollstandige Aushartung und auf Luftblasen kontrolliert
(Abb. 5c).

An einem planen rotierenden Mikroschleifsystem (Phoenix Alpha; Fa.
Buehler, Dusseldorf, Germany) mit Wasserkuhlung schliffen und
polierten wir das um das Praparat befindliche Uberschissige Acrylat.
Dabei wurde Nassschleifpapier in P 80 Kornung (Fa. Hermes,
Hamburg, Germany) verwendet. Beim Schleifen musste darauf
geachtet werden, das Praparat durch die Wasserkiihlung vor einer
Uberhitzung und somit vor zu tiefer Rillenbildung zu schitzen.

Nach dem Schleifen des Kunststoffs erfolgte die weitere Aufarbeitung
zu 3 jeweils 3 um dicken Schnitten je Block. Orientierend an der
anatomischen Frontalebene, wurden die Schnitte auf einem Microtec
Rotationsmikrotom (Techno-Med GmbH, Minchen, Germany) mit
Hartmetallmessern (Model 20371 Leica Instruments GmbH, Nuf3loch,
Germany) durchgefihrt. Zur Vermeidung von Bruchartefakten wurden

die Blocke und das Mikrotommesser wahrend des Schneidens mit einer
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Schneideflussigkeit (WIV Schneideflissigkeit, Fa. WIV Schwetzingen,
Germany) benetzt. Somit glitten die Schnitte auf einem geschlossenen
Feuchtigkeitsfilm auf das Messer [87 - 89]. Diese 3 um dicken Schnitte
konnten dann mit einem feinen Haarpinsel auf einen mit
Chromalaungelatine beschichteten sowie mit 96 %igem Ethanol
befeuchteten Objekttrager vorsichtig aufgezogen werden. Durch die
Uberschichtung der Objekttrager mit 96 %igem Ethanol und mit Hilfe
von zwei Haarpinseln wurden die Schnitte gestreckt.

Anschlieend wurden die Schnitte auf den Objekttragern mit einer
Polyethylenfolie versehen und in einem Stempelkissen getrocknet. In
einer Objekttragerpresse gestapelt wurden die Objekttrager Gber Nacht
in einem Trockenschrank bei 42° C aufbewahrt. Durch mikroskopische
Kontrollen konnte geprift werden, ob sich Doppelkonturen entwickelt

haben durch z.B. das Aufrollen des Praparates am Messerblock.

a) Fixiertes Praparat b) Kontaktradiogr.  c) Acrylatblock d) v. Kossa- /
v. Gieson-Farbung

Abb. 5: Beckenkammpréparate, Entnahmetechnik nach Bordier
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3.4 Oberflachenfarbung

Die 3um-Schnitte wurden nach von Kossa versilbert und nach van
Gieson gegengefarbt (Abb. 5d). Diese Farbung eignet sich sehr gut zur
Differenzierung von Osteoid gegenuber der mineralisierten Knochen-
substanz. Zur Entfernung des Kunststoffes wurden die Praparate auf
den Objekttragern in Methoxymethylacetat entplastet. Daraufhin wurden
die Praparate wie folgt gefarbt:
Von Kossa- / van Gieson-Farbung

1. Die Schnitte entplasten und in Alkoholreihe bringen
Spulen in Aqua dest.
Farbung in 3 %igem Silbernitrat (5 min.)
In Leitungswasser spulen
In Sodaformol farben (5 min.)
Auswaschen in Leitungswasser
Abschluss der Versilberung in Natriumthiosulfat (5 min.)

Auswaschen in Leitungswasser

© 0 N o g b~ WD

Farben mit van Gieson-Farbe (20 min.)

10.In Leitungswasser spulen

11.Entwéassern in 70 %igem und 100 %igem Athylalkohol
12.Uber Xylol in DPX einschlieRen

Zum Ende des Farbevorganges wird das Praparat wie beschrieben in
Athylalkohol entwassert und (ber Xylol in DP (Xylene und
Dibutylphtalat) als Klebstoff eingedeckt. Fir die Trocknung des
Klebstoffes lagerten wir die Préparate tUber 24 Stunden unter einer
Abzugshaube.

Durch diese Farbung lassen sich die mineralisierten Knochen-
gewebsanteile schwarz, die nicht kalzifizierten Anteile wie Osteoid und
Knochenmark in verschiedenen Rottonen darstellen um so leichter mit
Hilfe des Mikroskops statistisch ausgewertet werden zu kénnen. Diese
mikroskopische Auswertung der gefarbten Praparate wird auch

Histomorphometrie genannt.
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3.5 Histologie/ Histomorphometrie

Nach der Oberflachenfarbung konnten die Praparate histologisch
begutachtet und schlief3lich histomorphometrisch ausgewertet werden.
Bei Verdacht auf maligne Neoplasien, Metastasen oder sekundare
Osteopathien wurden die Praparate aus dem Kollektiv ausgeschlossen.
Bei der Histomorphometrie handelt es sich um ein quantitatives
Verfahren, welches Aussagen Uber die statischen und dynamischen
Anteile der Knochenstruktur erlaubt sowie tUber deren Formation und
Resorption. Hierbei steht die Beurteilung des Knochenauf- und
Knochenabbaus sowie dessen Mineralisation im Vordergrund, weil
dadurch Ruckschlusse Uber die durchgefihrte Therapie madglich
werden.

Die Histomorphometrie dient u.a. der Beurteilung der Trabekel als auch
des Osteoids beziglich folgender Parameter: Volumen, Anzahl,
Oberflache und Dicke. Diese Parameter kbénnen in einer
zweidimensionalen Betrachtung erfasst werden.

Die Parameter der statischen strukturellen Histomorphometrie wurden
mittels der v. Gieson-/ v. Kossa-Farbung der Knochengewebeschnitte
des Beckenkammes erhoben. Zur Bestimmung des Anteils des
mineralisierten Knochens (Bone Volume) muss dieser in ein Verhaltnis
zur Gesamtmessflache des Messfensters (Tissue Volume) gesetzt
werden. Man spricht vom Verhéaltnis Bone Volume / Tissue Volume
(BV/TV).

Der Mineralisierungsgrad ist ein Mal3 fur die Aktivitat der Osteogenese
bzw. der Mineralisationsstbérung. Hierbei wurde das gemessene
Osteoidvolumen (Osteoid Volume) zur Flache des mineralisierten
Knochens (Bone Volume) ins Verhdltnis gesetzt. Diese Grof3e wird als
Osteoid Volume / Bone Volume (OV/BV) bezeichnet. Das Oberflachen-
osteoid (Osteoid surface) wird ins Verhdltnis zur Knochenoberflache
(Bone surface) gesetzt und somit als Osteoid surface / Bone surface
(OS/BS) bezeichnet.
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Folgende Strukturparameter des Knochens haben wir somit bestimmt:
Knochenvolumen (BV/TV), Trabekeldicke (Tb. Th.), Trabekelanzahl
(Tb. N.), Trabekelabstand (Tb. Sp.), Osteoidvolumen (OV/BV) und die
Osteoidoberflache (OS/BS). Bei der Ermittlung der Daten stellt die
Histomorphometrie den so genannten ,golden standard“ dar.

Die Analyse wurde gemal der Definition der American Society for Bone
and Mineral Research (ASBMR) unter Nutzung des automatischen
Bildanalysesystems OsteoMeasure (Osteometrics Inc., Atlanta,
Georgia, USA) und des Bioguant Histomorphometrie-Systems
ausgefuhrt [119]. Dabei wird das mikroskopische Bild Uber einen
Videoaufsatz am Lichtmikroskop Axioskop 40 (Fa. Carl Zeiss Vision
GmbH, Germany) digitalisiert. Zur genauen Diskriminierung der
trabekularen Strukturen wahlten wir eine 1,25-fache VergroRerung am
Lichtmikroskop. Das auf dem Monitor erscheinende mikroskopische
Bild lasst sich mit Hilfe des Computerprogramms (Bioquant) in ein
Zweifarbenbild umwandeln. Somit wurden die vielen Farbabstufungen
des mikroskopischen Bildes in rot oder grau gekennzeichnet.
Kalzifizierter Knochen und Osteoid wird rot und der Markraum und
Artefakte grau dargestellt. Dieses Bild lasst sich weiter bearbeiten,
indem Mikroartefakte und Risse geldscht bzw. geflllt werden kdnnen.
Auf derartige Manipulation wurde aber vollstandig verzichtet um
Fehlerquellen auszuschliel3en.

Die histomorphometrische Gewinnung von Messdaten und die
Ruckschlisse auf den Grad der Mineralisierung konnten aus den
aufgefihrten Knochenbiopsien (Abb. 6 a-c) ermittelt werden. Die Dar-
stellung von Kalksalzen erscheint bei der hier angewandten von Kossa-
/lvan Gieson-Farbung schwarz, wahrend das Osteoid als roter Saum
imponiert. Hier werden ein Normalbefund (Abb. 6a), mit einem dichten
gleichméagigen Trabekelnetzwerk (schwarz), etwa gleich grof
dazwischen gelegene Markraume und wenig Osteoid (rot) dargestellt;
daneben ist das klassische Bild der Osteoporose (Abb. 6b) zu sehen,
mit hochgradig reduzierten und verschmaélerten Spongiosabéalkchen und

einem stark erweiterten Markraum. Des Weiteren ist in diesem Bild die
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stark verschmalerte Kortikalis gut zu erkennen. Im dritten Bild ist eine
Rarefizierung der Knochenbalkchen zu sehen, bei aufRerordentlich
breiten Osteoidsdumen. Der Knochenmarkraum wird, wie in den
anderen Bildern auch, von blutbildendem Knochenmark und
Fettgewebe ausgeflllt. Auch das hier angegebene pathologische Bild

der Osteomalazie (Abb. 6¢) weist einen vergroRerten Markraum auf.

a) Normalbefund b) Osteoporose c) Osteomalazie

(8

Abb. 6: Histologische Praparate der Beckenkammbiopsien nach Farbung mit von
Kossa/ van Gieson zur Darstellung und Analyse der Spongiosa und des Osteoids

3.6 Bestimmung von Vitamin D aus dem Blutserum

AulRerdem wurden Blutproben zu den jeweiligen Beckenkammbiopsien
entnommen, maximal 6 Stunden bei konstant 4° C gelagert und dann
am selben Tag 7 min. bei 4500 U/min. zentrifugiert (GS-6, Fa.
Beckmann/Coulter, CA, USA). Das Plasma wurde, bis zur Durch-
fuhrung der Auswertung, in kleinen Kivetten bei -80 °C aufbewahrt. Zur
Bestimmung des 25-(0OH) Vitamin D wurde das Blutplasma dann in das
Institut der Klinischen Chemie des Universitatskrankenhauses Hamburg
Eppendorf gebracht. Anstatt des aktiven Vitamin D-Metaboliten
1,25(0OH),D3 wurde in dieser Studie aufgrund der Zuverlassigkeit und
geringerer Schwankungen, das 25-(OH) Vitamin D gemessen.
AulRerdem ist das 25-(OH) Vitamin D die Speicherform des Vitamin D.
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Dartber hinaus wurde die Stabilitat des 25-(OH) Vitamin D im
Vorversuch getestet und bestéatigt.

Fir Parameter wie Parathormon oder Kalzium bestanden technisch
keine Moglichkeiten diese verwertbar aus dem Blutserum der

Sektionsfalle zu gewinnen.

3.7 Statistische Auswertung

Die im Folgenden aufgefuhrte statistische Auswertung der Arbeit wurde
durchgefiihrt mittels linearer und nicht-linearer Regression nach der
Methode der kleinsten Quadrate, Pearson-Korrelationskoeffizienten und
entsprechenden t-Tests auf Unkorreliertheit.

In die Analyse gingen 399 Manner ein.

Unter Anwendung des Datenverarbeitungssystems SPSS und Microsoft
Office Excel Version 2003 konnten u.a. die Mittelwerte und ihre
Standardabweichungen sowie die Regressionsgrade und die
dazugehdrigen Daten, wie die Irrtumswahrscheinlichkeit p und die
Steigung der Graden errechnet werden. Statistische Unterschiede
wurden mittels Student-t-Test zwischen den Gruppen dargestellt.
Irrtumswahrscheinlichkeiten mit p < 0.05 wurden als signifikant
bezeichnet. Mit Sternen (x*) wurde das Signifikanzniveau hervor-

gehoben *p < 0.05.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Kollektivs

Ziel dieser experimentellen Studie war die histologische und
histomorphometrische Untersuchung des Knochenstatus von Mannern
aus dem norddeutschen Raum unter Bericksichtigung des Vitamin D-
Gehalts im Serum. Das Kollektiv entsprach hinsichtlich der
Knochenerkrankungen der Normalpopulation nach Untersuchung der
autoptischen Berichte. Bei den Praparaten handelt es sich um zuféallig
ausgesuchte Autopsiefélle, aber unter Ausschluss von Fallen mit
sekundaren Osteopathien in der Vorgeschichte.

Altersverteilung der Manner

Anzahl (n)20
100

801

60

40

20

0

21-30
31-40
41-50
51-60
61-70
71-80
81-90

91-100

Alter (Jahre)

Abb. 7: Altersverteilung der Manner

Das Gesamtkollektiv bestand aus 399 Mannern im Alter von 21 bis 95
Jahren. Das Alter lag im Median bei 59,5 Jahren und das

Durchschnittsalter betrug 58,9 Jahre.
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Todesursachen

5%
6%

9%

9%
54%

17%

O Kreislaufsystem B AuRere Ursache
O Neurolog. Krankheiten O Suizid
B Infektidse Krankheiten @ Krankheiten d. Atmungsorgane

Abb. 8: Todesursachen

Wie in Abb. 10 dargestellt, wurden die Todesursachen anhand der uns
Ubermittelten Daten aus der Rechtsmedizin prozentual aufgefihrt.
Haufigste Todesursache ist das Herzversagen (Kreislaufsystem),
worunter u.a. Krankheiten wie die chronisch- ischamische
Herzkrankheit, der akute Myokardinfarkt oder die Herzinsuffizienz
zusammengefasst sind. AufRerdem zeigen sich mit 17 % als haufige
Todesursache Verletzungen und Vergiftungen aufgrund &ufRerer
Ursachen wie z.B. Traumen oder Verkehrsunfalle (AulRere Ursachen),
da alle Patienten aus der rechtsmedizinischen Abteilung akkreditiert
wurden. Zu den psychischen Verhaltensstérungen gehoren vor allem
Suizide, welche ebenfalls rechtsmedizinisch untersucht wurden.

Insgesamt wurde kontrolliert, ob maligne Neoplasien vorlagen, den
Knochenstoffwechsel beeinflussende Medikamente eingenommen
wurden oder Malabsorptions-/Maldigestionsstérungen bestanden. Die

Praparate dieser Individuen wurden von der Studie ausgeschlossen.
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Verteilung des Kérpergewichts
Anzahl (n)
140,
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Abb. 9: Body-Mass-Index (BMI) der Manner

Der Body- Mass- Index (BMI) liegt im Median bei 25,28 kg/m?. Der
Mittelwert betragt 25,84 kg/m? (n= 362). Laut der Adipositas-
Klassifikation der World Health Organization (WHO) [149] liegen
Normalgewichtige bei BMI-Werten zwischen 19 kg/m? und 24,9 kg/m?.
Ab einem BMI {ber 25 kg/m? gehéren Personen zur Kategorie der
Ubergewichtigen (Praadipositas). Bei einem BMI tiber 30 kg/m? besteht
eine behandlungsbedurftige Adipositas. Daraus ergibt sich, dass 53 %
der Spender Ubergewichtig waren und Uber 22 % sogar an

behandlungsbedurftiger Adipositas gelitten haben.
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Abb. 10: Korrelation von Alter und BMI
y=-0,0032x + 25,972; R’= 8E-05

Die Abb. 10 reprasentiert die Korrelation zwischen BMI und dem Alter.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen BMI und Alter konnte nicht

gezeigt werden.
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4.2 Knochenvolumen

BV/TV (%)
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Abb. 11: Korrelation von Alter und Knochenvolumen (BV/TV)
*=p<0,05; y= -0,145x + 25,054; R°= 0,1194

Das Korrelationsdiagramm in Abb. 11 und die anhand dessen grafisch
dargestellte Regressionsgrade veranschaulicht die volumetrische Redu-
zierung der Spongiosadichte bis zum 90. Lebensjahr. Das
Knochenvolumen (BV/TV) nimmt mit dem zunehmenden Lebensalter
ab. Diese altersabhéngige Rarefizierung der Knochenspongiosa ist

statistisch signifikant.
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Tabelle 1: Histomorphometrische Analyse der Knochenstruktur

Alter Anzahl BV/TV Th.Th Th.N Th.Sp
(Jahre) n= (%) (um) (N/mm) (um)
21-30 23 MW 22,65 172,29 1,37 615,32
SD 7,14 64,74 0,35 224,92
31-40 32 MW 18,26 169,48 1,2 840,46
SD 5,82 69,54 0,55 444,56
41-50 77 MW 18,71 191,58 1,04 968,7
SD 7,23 77,58 0,49 571,68
51-60 69 MW 16,83 171,03 1,08 940,95
SD 6,76 76,37 0,48 474,37
61-70 106 MW 15,46 169,18 0,97 1092,14
SD 6,59 67,42 0,39 661,64
71-80 48 MW 14,03 157,45 0,92 1131,48
SD 5,74 62,57 0,36 653,72
81-90 33 MW 12,44 140,17 0,93 1099,11
SD 5,09 57,1 0,37 456,82
91+ 11 MW 13,25 141,97 0,95 1316,81
SD 8,1 39,87 0,58 886,17
Total: |  399]

In Tabelle 1 werden die Ergebnisse der histomorphometrischen
Untersuchung der Strukturparameter dargestellt.

Alle Werte in dieser wie auch in den folgenden Tabellen werden als
Mittelwerte (MW) mit entsprechender Standardabweichung (SD)

angegeben. Die errechneten Mittelwerte der verschiedenen
Strukturparameter wurden den Altersdekaden ab dem 21. Lebensjahr
zugeteilt

Anhand der Tab. 1 ist zu erkennen, dass das Knochenvolumen von den
21- bis -30-jahrigen von 22,65 % bis zu den éalter als 91- jahrigen auf

rund 13,25 % kontinuierlich abnimmt. Es zeigt sich ein durchschnitt-
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licher Knochenvolumenverlust von der 2. bis zur 8. Dekade von ca. 45
%. Dabei ist auffallig, dass sowohl die trabekulare Dicke (Tb.Th) von
141 pm auf etwa 112 pum sinkt als auch die trabekulare Anzahl (Th.N)
von 1,37 N/mm auf 0,95 N/mm abféllt. Im Gegensatz dazu steigt der
trabekulare Abstand (Tb.Sp) mit den Altersdekaden regelméafRig an.

Es lasst sich ein Verlust an Knochensubstanz mit zunehmendem Alter
aufzeigen. Das Knochenvolumen zeigt Extremwerte zwischen 1,36 %
und 37,96 %.

Fir die Altersgruppe der 21- bis 30-jahrigen ermittelten Delling und
Schwarz 1979 [45] eine Volumendichte der Spongiosa von 23,26 (+/-
5,8) %. Bei der Altersgruppe der 61- bis 70-jahrigen wurde eine
Volumendichte von 16,4 (+/- 4,8) von Delling und Schwarz gemessen.

Die in dieser Studie ermittelten Werte waren nicht grof3er.
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4.3 Knochenstrukturparameter

Um den Knochenstatus beurteilen zu kénnen und die Beziehung der
einzelnen Strukturparameter des Knochens (Trabekeldicke, trabekulare
Anzahl, trabekularer Abstand) zueinander zu ermitteln, haben wir diese
Parameter einzeln gegen das Knochenvolumen (BV/TV) aufgetragen.
Das Osteoid wurde in die Berechnung dieser Werte nicht mit
einbezogen.

Wie bereits vorher beschrieben, zeigt sich eine Korrelation der Struktur-

parameter der Spongiosa zueinander.
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Abb. 12: Korrelation von Knochenvolumen (BV/TV) und Trabekeldicke (Tbh.Th)
*=p<0,05; y= 2,0462x + 97,724; R°= 0,1304

In Abb. 12 ist zu erkennen, dass bei geringflgiger Streuung ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Knochenvolumen (BV/TV)
und der Trabekeldicke (Tb.Th) besteht. Mit an Umfang zunehmenden

Trabekeln steigt auch das Knochenvolumen gleichmalig an.
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Abb. 13: Korrelation von Knochenvolumen (BV/TV) und trabekuléarer Anzahl (Th.N.)
*=p<0,05; y= 0,0382x + 0,04069; R’= 0,3383

Abb. 13 gibt die Korrelation des Knochenvolumens (BV/TV) zu der
trabekularen Anzahl (Tbh.N) wieder.
Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen steigendem

Knochenvolumen und Zunahme der Trabekelanzahl.
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Abb. 64: Korrelation von Knochenvolumen (BV/TV) und trabekuldren Abstand (Tb.Sp)
y=-895,05 Ln(x) + 3422,9; R*= 0,533

Abb. 14 repréasentiert die Korrelation des Knochenvolumens (BV/TV)
und dem trabekuléaren Abstand.

Es lasst sich ein steigender trabekularer Abstand mit Abnahme des
Knochenvolumens darstellen. Dabei besteht ein nichtlinearer, negativer
Zusammenhang zwischen dem Knochenvolumen (BV/TV) und dem
intertrabekularen Abstand (Tbh.Sp). Dieser ist jedoch statistisch nicht
signifikant.

Im histopathologischen Bild der Osteoporose (siehe auch Abb. 6a-c)
werden die Ergebnisse der Strukturparameter ersichtlich. Es I&sst sich
bei einer Abnahme der Trabekeldicke bzw. der Trabekelanzahl sowie
einer VergroRerung des trabekularen Abstandes eine erhdhte

Knochenbrichigkeit vermuten.
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4.4 Knochenneubildung und —mineralisation

In Europa gibt es bisher nur wenige Daten Uber den Zusammenhang
von Vitamin D- Gehalt und histomorphometrischen Untersuchungen,
welche in diesem Umfang an einer Normalpopulation ohne vermehrte
sekundare Knochenerkrankungen bzw. —frakturen gemessen wurden.
Generell unterscheidet man zwischen der Oberflachenosteoidose und
der Volumenosteoidose. Die in unseren Ergebnissen h&aufig vorkom-
mende Oberflachenosteoidose lasst sich durch eine Zunahme der
Osteoblastentétigkeit in den ersten Lebensdekaden erklaren. In den
hoheren Lebensdekaden ist eher eine verzdgerte Mineralisation der
Knochenmatrix ausschlaggebend [100]. Optisch erscheint das OS/BS
eher mit zunehmenden Alter erhéht zu sein. Dieses liegt sicherlich auch
daran, dass das BV/TV mit htherem Alter abfallt.
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Abb. 75: Korrelation von Alter und Osteoidoberflache (OS/BS)
y= 0,0316x + 16,887; R°= 0,0013

In Abb. 15 wurde die Korrelation zwischen Alter und Osteoidoberflache
(OS/BS) dargestellt.
Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang.
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Insgesamt liegen mehr als 37 % der untersuchten Biopsien und in allen
Altersdekaden vorkommend, mit den Werten des OS/BS uber der
oberen Normgrenze von 20 %. Dies spricht fiur eine Oberflachen-

osteoidose.
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Abb. 86: Korrelation von Alter und Osteoidvolumen (OV/BV)
y= 0,0054x + 1,3412; R*= 0,0021

Die Korrelation des Osteoidvolumen (OV/BV) mit dem Alter ist in Abb.
16 wiedergegeben. Auch hier lasst sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang darstellen.

Bei einem Osteoidvolumenwert (OV/BV) von > 1,2 %, wie bei Delling
[45] definiert, zeigte sich bei Uber 45 % der untersuchten Préparate eine
Volumen-osteoidose (OV/BV). Selbst bei einem eher konservativen
Referenzwert von 2 % liegen Uber 26 % der untersuchten Praparate im

pathologischen Bereich der Volumenosteoidose.
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Abb. 97: Korrelation von Knochenvolumen (BV/TV) und Oberflachenosteoid (OS/BS)
y= 0,0105x + 20,464; R*= 0,0026

Abb. 17 stellt die Korrelation des Knochenvolumens (BV/TV) zum
Oberflachenosteoid (OS/BS) dar.

Es findet sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang der beiden
Parameter. Trotzdem l&sst sich ein hoher Anteil von unmineralisierter
Knochengrundsubstanz an der gesamten Spongiosaoberflache

erkennen.
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Abb. 18: Korrelation von Knochenvolumen (BV/TV) und Osteoidvolumen (OV/BV).
y=0,0317x + 2,1825; R*= 0,0128

Die Auswertung der Korrelation des Knochenvolumens (BV/TV) und
dem Osteoidvolumen (OV/BV) ist in Abb. 18 gezeigt.

Es findet sich keine statistisch signifikante Korrelation.

Wie bereits beschrieben, liegen jedoch bei einem groRen Anteil der
untersuchten Proben (45 %) die Osteoidvolumenwerte oberhalb des
Referenzwertes von 1,2 %. Dies zeigt, dass bei einem Grof3teil der
mannlichen Bevolkerung, unabhangig vom Alter, eine Mineralisierungs-

storung des Knochens vorliegt.
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4.5 Vitamin D =Status in der norddeutschen méannlichen
Bevolkerung

Ein  weiterer  wichtiger = Parameter zur  Beurteilung des
Gesundheitszustands des Knochens ist der Vitamin D- Gehalt. Ziel
dieser Messungen war es festzustellen, ob eine Korrelation zwischen
dem Vitamin D- Gehalt im Serum (dem messbaren 25-Hydroxyvitamin
D (25(0OH)D3)) und dem histomorphometrisch ermittelten Knochenvo-
lumen bzw. Osteoidvolumen besteht. Durch eine Vielzahl an Studien
[53, 56, 99, 109, 114] wurde eine Schwelle zwischen 12 pg/l (=30
nmol/l) und 40 pg/l (=100 nmol/l) fir das 25(0OH)D3; vorgeschlagen, um
einen latenten Vitamin D- Mangel festzulegen. Zum besseren
Verstandnis orientierten wir uns an den unten angegebenen Werten
des 25(OH)Ds.

Zur Beurteilung des 25(0OH)D3; werden folgende Begriffe verwendet:
a) Vitamin-D- Defizienz <10 ug/|
b) Vitamin-D- Insuffizienz <20 pg/l
¢) Hypovitaminose 20-40 ug/|

Vitamin D (ug/l)
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Abb. 19: Vitamin-D-Gehalt im Serum als Mittelwert
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In unserer Studie lie3 sich keine Anhéufung an pathologischen
Osteoidwerten der untersuchten Praparate finden (Abb. 25 u. 26),
deren 25(OH)Ds-Gehalt im Serum oberhalb von 30 pg/l (=75 nmol/l) lag.

Unsere Ergebnisse legen einen anzustrebenden Vitamin D- Wert im

Serum von 30 pg/l nahe.
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4.6 Vitamin D-Status in Bezug auf Knochenstruktur bzw.
Knochenmineralisation

Das Gesamtkollektiv der 399 Manner wurde auf den Vitamin D-Gehalt
im Serum untersucht.

Aus den Messungen des 25(OH)D; ergab sich, dass, bei einem
angewendeten Grenzwert von 30 ug/l, 93,48 % der Manner einen zu
niedrigen 25(0OH)D3- Gehalt im Serum haben. Bei 86,97 % der
untersuchten Plasmen lag eine Vitamin D- Insuffizienz vor, 66,67 %
zeigten einen absoluten Vitamin D- Mangel. Der Median des 25(OH)Ds-
Gehalts wurde bei 10,24 ug/l ermittelt mit einer Standardabweichung
von 9,14 ug/l und liegt somit trotz Standardabweichung im Bereich der

Vitamin-D- Insuffizienz (< 20 pg/l).
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Abb. 20: Korrelation von Alter und Vitamin D-Gehalt im Serum.
y=-0,0948x + 15,849; R?=0,0294

Abb. 20 gibt die Korrelation des Alters mit dem Vitamin D- Gehalt im
Serum wieder. Es sollte untersucht werden, ob der Vitamin D-Gehalt im
Serum mit zunehmendem Alter sinkt. Es findet sich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang. Insgesamt lasst sich nur eine leichte
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Abnahme des Vitamin D-Gehalts im Alter verzeichnen. Jedoch ist eine
Vitamin  D-Insuffizienz der mannlichen Bevolkerung in allen
Altersklassen zu erkennen. So ergibt sich bei den < 50- jahrigen ein
Vitamin D- Mangel von insgesamt 89,39 %, bei den > 50- jahrigen

zeigen sogar mehr als 95,5 % Vitamin D- Mangelwerte im Serum.
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Abb. 21: Korrelation von Vitamin D-Gehalt im Serum und BMI.
y=0,0169x + 25,701; R*= 0,0004

Die Auswertung der Korrelation des Vitamin D- Gehalts im Serum und
des Body-Mass-Index (BMI) ist in Abb. 21 dargestellt.
Es zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation.
Es lasst sich weder ein héherer Vitamin D- Gehalt bei steigendem BMI
nachweisen (gesteigerte Knochenmineralisation) noch ist eine Tendenz
eines niedrigen Vitamin D- Gehalts bei hohem BMI (erhéhte Spei-

cherung von Vitamin D im Fettgewebe) zu erkennen.
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Abb. 22: Korrelation von Vitamin D-Gehalt im Serum und Knochenvolumen (BV/TV)
y=0,1168x + 15,245; R°= 0,0233

Ein wichtiger Parameter der Knochenstrukturanalyse ist das bereits
beschriebene Knochenvolumen (BV/TV).

Abb. 22 stellt die Korrelation des Vitamin D-Gehalts zum Knochen-
volumen dar.

Entgegen der Vermutung, das Knochenvolumen wirde mit zu-
nehmendem Vitamin D-Gehalt im Serum ansteigen, konnte keine
statistisch signifikante Korrelation der beiden Parameter gezeigt
werden. Es konnte jedoch ein tendenzielles Ansteigen des Knochen-
volumens bei Zunahme des Vitamin D-Gehalts im Serum dargestellt
werden.

Vergleicht man die volumetrische Dichte des Knochens im Diagramm
bei unterschiedlichen Vitamin D- Werten, so findet sich eine geringere
Streuung des Knochenvolumens bei einem Vitamin D-Gehalt im Serum
von Uber 20 pg/l. Auffallig ist auBerdem, dass es bei einem 25(OH)D3-
Gehalt im Serum oberhalb von 30 pg/l (=75 nmol/l) keine Werte des

Knochenvolumens von unter 10 % und Uber 30 % gibt.
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Abb. 23: Korrelation von Vitamin D-Gehalt im Serum und Osteoidvolumen (OV/BV)
y=-0,0236x + 1,9011; R°= 0,0121

Die Korrelation des Vitamin D- Gehalts im Serum und des
Osteoidvolumens (OV/BV) ist in Abb. 23 dargestellt.

Auch hier zeigt sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang.
Auffallig ist der hohe Anteil (45 %) an Biopsien mit unmineralisierter
Knochensubstanz oberhalb des von Delling definierten Referenzwertes
fur das Osteoidvolumen von 1,2 %. Auch bei einem eher konservativen
Grenzwert von 2 % liegen noch 26,8 % der untersuchten Proben im
pathologischen Bereich. So lasst sich sagen, dass mehr als 45 % der
mannlichen Bevolkerung im norddeutschen Raum eine Minerali-
sierungsstorung des Knochens aufweisen, wobei 93,48 % der Méanner
einen zu niedrigen 25(0OH)D3 -Gehalt im Serum zeigen.

SchlieBlich lasst sich hier die Kernaussage treffen, dass bei Vitamin D-

Werten oberhalb von 30 pug/l keine Anhéufungen pathologischer
Osteoidwerte vorkommen.
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Abb. 24: Korrelation von Vitamin D-Gehalt im Serum und Oberflachenosteoid (OS/BS)
y=-0,1417x + 20,19; R*= 0,008

Abb. 24 gibt die Korrelation des Vitamin D- Gehaltes im Serum mit dem
Oberflachenosteoid (OS/BS) wieder.

Es kann kein statistisch signifikanter Zusammenhang dargestellt
werden.

Auch hier lasst sich die hohe Anzahl der untersuchten Biopsien mit
unmineralisierter ~ Knochensubstanz ~ oberhalb  des  willkirlich
festgelegten Normwertes von 20 % fiur das Oberflachenosteoid bei
niedrigen Vitamin D-Werten aufzeigen. Somit weisen insgesamt 37,1 %
der untersuchten Proben einen erhdhten Oberflachenosteoidwert auf.
Im Gegensatz dazu kommen erhdhte Osteoidwerte bei einem 25(0OH)D3

-Gehalt im Blut von Uber 30 pg/l kaum vor.
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Tabelle 2: Histomorphometrische Analyse der Knochenmineralisation

Alter Anzahl BVITV| OV/BV| OVITV| 0S/BS Vit.D
(Jahre) n= (%) (%) (pm) (%) (Hafl)
21.30 o3 MW 22,65 1,34 0,3 16,87 10,59
SD 7,14 1,13 0,27 9,57 7,63
31.40 3p MW 18,26 1,24 0,25 16,38 13,16
Sls) 5,82 0,88 0,19 11,75 11,22
41.50 77 MW 18,71 1,91 0,37 21,38 12,4
SD 7,23 1,89 0,39 15,18 10,99
51-60 69 MW 16,83 1,7 0,29 19,28 9,81
SD 6,76 1,99 0,34 15,11 8,97
61.70 106 MW 15,46 1,4 0,21 15,54 10,1
SD 6,59 1,95 0,29 12,43 8,51
21-80 48 MW 14,03 2,19 0,28 22,4 9,28
SD 5,74 2,21 0,29 16,64 9,03
81.90 33 MW 12,44 1,68 0,19 18,85 6,43
Sb 5,09 2,79 0,26 15,33 4,09
o1+ 11 L Mw 13,25 1,63 0,19 22,87 5,86
SD 8,1 1,73 0,21 21,02 2,89
Total: | 399

In Tabelle 2 werden zur Ubersicht die histomorphometrischen

Ergebnisse aus der Analyse der Knochenmineralisierung dargestellt.

Zugeordnet zu den Altersdekaden liegen die Ergebnisse als Mittelwert

(MW) und deren Standartabweichung (SD) der

Parameter vor.

verschiedenen

Ein leichter Anstieg des Oberflachenosteoids von 16,87 % bei den 21-
bis 30- jahrigen auf 18,85 % bei den 81- bis 90- jahrigen ist zu
verzeichnen. Es ist jedoch kein statistisch signifikanter Anstieg des

OS/BS mit steigendem Alter zu verzeichnen. Auf der anderen Seite ist

ein Abfall des Vitamin D- Gehalts im Serum von 10,59 g/l der jingsten

54




Ergebnisse

Dekade auf 5,86 pg/l der altesten Dekade darzustellen. Allerdings ist
auch dieses Resultat statistisch nicht signifikant. Es gibt keinen
statistisch signifikanten Abfall von Vitamin D im Serum mit steigendem
Alter.

Auffallig zu sehen in Tabelle 2 ist, dass bei einem angewendeten
Grenzwert des Osteoidvolumens pro Knochenvolumen (OV/BV) von 2
% der errechnete Mittelwert der untersuchten Proben in allen
Altersdekaden hoher und somit im pathologischen Bereich liegt. Dies
beweist eine Mineralisierungsstérung in jeder Altersdekade.

Ahnlich verhalt es sich mit den Mittelwerten der Osteoidoberflache pro
Knochenoberflache (OS/BS). Bei einem hier willkurlich festgelegten
Normwert von 20 % liegt ein grof3er Teil der untersuchten Proben im
pathologischen Bereich.

Auch dies ist ein Hinweis auf eine generalisierte Mineralisierungs-
storung des Knochens aller Altersstufen der mannlichen norddeutschen

Bevolkerung.
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5. Diskussion

In der soweit groRten uns bekannten histologischen Studie wurde
erstmals bei 399 Mannern der Vitamin D-Gehalt im Serum mit den
statischen und dynamischen Parametern des Knochens anhand einer
histomorphometrischen Analyse verglichen.

Um die Knochenbeschaffenheit im Sinne der Struktur- und
Osteoidparameter in der norddeutschen Population zu erlautern, soll
hier zunachst die Frage einer mdglicherweise vorliegenden Osteopenie
bzw. Osteoporose diskutiert werden. Des Weiteren soll zun&chst auf die
moglichen urséchlichen Faktoren des Knochenmasseverlustes am Bild

der Osteoporose eingegangen werden.

5.1 Veradnderungen der Knochenstrukturparameter am Bild der
Osteoporose

Mehr als sechs Millionen Menschen in Deutschland leiden laut DVO
unter Osteoporose [56]. Erstmals beschrieb Sir Astley Cooper, ein
englischer Chirurg, schon im frihen 19. Jahrhundert die Leichtigkeit
und Erweichung des Knochens im fortgeschrittenen Alter und dass dies
die Entstehung von Frakturen begunstigt.

Bei der Osteoporose zeigt sich ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenaufbau durch die Osteoblasten und Knochenabbau durch die
Osteoklasten. Dabei ist die Knochenmasse reduziert, weiterhin Iasst
sich ein Verlust der Mikroarchitektur der Trabekel nachweisen. Obwohl
in der Anfangsphase moglicherweise keine Symptome auftreten, fuhrt
die Osteoporose mittel- bis langfristig zu einer erhéhten
Knochenbrichigkeit und somit zu einer erhohten Anfalligkeit fur
Frakturen, insbesondere der Wirbelsdule, der Hiften und der
Handgelenke. Die Frakturhaufigkeit Ubertrifft die kombinierte Inzidenz

von Mammakarzinom, Schlaganfall und Herzinfarkt bei weitem [12].
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Laut einer US-amerikanischen Studie von Cauley et al. 2006 sind bei
Huftfrakturen Mortalitat und Morbiditat insbesondere bei Mannern sehr
hoch [34].

In unserer histologischen und histomorphometrischen Analyse haben
wir die Knochenstrukturparameter BV/TV, Tb.Th, Tb.N und Tb.Sp
untersucht.

Das Knochenvolumen der Spongiosa (BV/TV) nahm in den von uns
untersuchten Beckenkammpréparaten signifikant mit steigendem
Lebensalter ab. Dies beschrieb bereits Delling 1979, jedoch geschah
dieses in einem wesentlich kleineren Kollektiv [43]. Laut einer Studie
von Jones et al. 1994 [75] sind osteoporosebedingte Wirbelfrakturen bei
etwa 29 % der Manner ab der 6. Lebensdekade und 39 % ab der 9.
Lebensdekade ermittelt worden. Dies lasst vermuten, dass die
Pravalenz der Osteoporose zwischen dem 60. und 90. Lebensjahr nur
um 10 % zunehmen wirde. In unseren Ergebnissen zeigte sich, dass
das Knochenvolumen bei den 20- bis 30- jahrigen Mannern bei > 22 %
liegt und mit zunehmendem Lebensalter auf rund 13 % abnimmt. Der
Mittelwert des Knochenvolumens von allen untersuchten Mannern liegt
bei 16,46 %. Ein durchschnittlicher Knochenvolumenverlust von 45 %
konnte von der 2. bis zur 8. Lebensdekade in den von uns untersuchten
Proben ermittelt werden. Entgegen der Ansicht, dass das
Knochenvolumen ab dem 30. bis 40. Lebensjahr nicht mehr zunimmt,
sondern der Knochenabbau eher tberwiegt, lasst sich anhand unserer
Ergebnisse (siehe Tab. 1) zeigen, dass das BV/TV pro Dekade ab der
5. Lebensdekade abfallt.

Im Verhéltnis zum Knochenvolumen (BV/TV) fielen, wie vermutet, auch
die Trabekeldicke (Th.Th) und die Trabekelanzahl (Tb.N) mit
steigendem Lebensalter signifikant ab. Im Gegensatz dazu liel3 sich
eine VergroRerung des Trabekelabstandes (Th.Sp) mit Zunahme des
Alters nachweisen.

Ein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen dem Anstieg des
Knochenvolumens mit Zunahme der trabekularen Anzahl und der trabe-

kularen Dicke gezeigt werden. Dies lasst vermuten, dass es ausrei-
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chend ist, das BV/TV als Ausdruck der Knochenbeschaffenheit in
Bezug auf die Knochenstrukturparameter zu bestimmen. In der Studie
von Delling 1979 [45] konnten &hnliche Ergebnisse hinsichtlich der
Untersuchung der Knochenstrukturparameter gezeigt werden.

Zudem haben wir den Einfluss des BMI auf die Beschaffenheit des
Knochens untersucht. Legrand et al. 2007 [87] beschrieben
Risikofaktoren, welche eine negativ reziproke Beziehung zur
Mikroarchitektur des Knochens besitzen. Zu diesen Faktoren gehéren
Alter, BMI, Alkohol, Kortikosteroide, Hypogonadismus und chronische
Erkrankungen. Im Gegensatz dazu herrscht die weit verbreitete
Meinung, dass sich durch Ubergewicht und die dadurch entstehende
hohere mechanische Belastung des Knochens eine dichtere
Knochenstruktur entwickelt [68, 121, 125, 137]. In unserer Studie
fanden wir keine signifikante Korrelation zwischen dem BV/TV und dem
BMI. Der Mittelwert des BMI der von uns untersuchten Probanden aus
der norddeutschen mannlichen Bevélkerung lag bei 25,84 kg/m?, wobei
ab einer Korpermassezahl von tber 25 kg/m? laut der WHO von
Ubergewicht zu sprechen ist [149]. Es zeigte sich, dass bei einer
Uberdurchschnittlich gro3en Anzahl der von uns untersuchten
Probanden hiernach ein Ubergewicht vorlag.

Andere Faktoren wie z.B. die (Mangel-) Erndhrung, Immobilitédt oder
Sonnenexposition haben vermutlich gréReren Einfluss auf die Stabilitat

des Knochensystems.
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5.2 Veranderungen der Knochenmineralisierung am Bild der
Osteomalazie

Neben Auffalligkeiten der Knochenbeschaffenheit im Sinne der
Knochenstrukturparameter soll nun die Frage mdoglicher vorliegender
Knochenmineralisierungsstérungen geklart werden.

Typisches Beispiel einer Mineralisierungsstorung bzw. Osteoidose des
Knochens ist die Rachitis bei Kindern bzw. die Osteomalazie bei
Erwachsenen.

Unsere histomorphometrischen Ergebnisse zeigen ein unerwartet
hohes Vorkommen an Mineralisierungsstérungen in den untersuchten
Praparaten. Dabei konnen zwei Arten der Osteoidose, welche dem
Verhaltnis von Osteoid zur Knochenoberfliche bzw. zum
Knochenvolumen entsprechen, unterschieden werden. Zum einen gibt
es die sogenannte Oberflachenosteoidose. Diese entspricht einem
Verhaltnis von Oberflachenosteoid zu Knochenoberflache (OS/BS) von
Uber 20 %. Zum anderen existiert die sogenannte Volumenosteoidose.
Diese ist definiert als Verhaltnis von Volumenosteoid zu
Knochenvolumen (OV/BV) udber 1,2 %. Den Referenzwert fur die
Oberflachenosteoidose von groBer 20 % OS/BS entnahmen wir der
aktuellen Literatur [117]. Delling et al. 1975 beschrieben eine obere
Normgrenze fir das OS/BS von 17,5 % fur die 21 bis 30-jahrigen, so
dass anhand unserer Ergebnisse sogar 55,4 % der Individuen in einem
pathologischen Bereich lagen. Bei den Referenzwerten des
Volumenosteoids von groBer 1,2 % OV/BV orientierten wir uns
ebenfalls an den von Delling et al. 1975 veréffentlichten Daten [44]. In
unseren Ergebnissen konnten wir bei Uber 37 % der Praparate eine
Oberflachenosteoidose nachweisen. Einer Volumenosteoidose zeigte
sich bei mehr als 45 % der untersuchten Beckenkammproben. Der
prozentuale Anteil von 1,2 % des Volumenosteoids am Knochen-
volumen bei beginnender Volumenosteoidose erscheint im Verhéltnis
zum prozentualen Anteil des Oberflachenosteoids am Knochenvolumen

mit grof3er 20 % sehr niedrig. Wir definierten einen
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eher konservativen Referenzwert von groBer 2 % des
Volumenosteoidanteils am Knochenvolumen als Volumenosteoidose.
Dabei zeigte sich immer noch bei Uber 26 % der norddeutschen
mannlichen Bevolkerung das pathologische Bild einer Volumen-
osteoidose.

Ein Grund fur die gehauft vorkommende Oberflachenosteoidose kdnnte
eine erhohte Osteoblastentétigkeit in den ersten Lebensdekaden sein.
In den hoheren Lebensdekaden ist die Oberflaichenosteoidose eher
Folge einer verzdgerten Mineralisation der Knochenmatrix [100].
Sowohl der Anteil des Oberflachenosteoids als auch der des
Osteoidvolumens zeigten keine signifikante Korrelation zum Alter.
Beide Mineralisierungsstorungen kamen in allen Altersdekaden vor.
Ebenso konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den
Osteoidparametern und dem Knochenvolumen feststellen. Dies zeigt,
dass die defiziente Mineralisierung im Sinne der Osteoidose
unabhangig vom Knochenvolumen ist und somit eine Osteoidose nicht
unbedingt einen hohen Knochenmasseverlust zur Folge haben muss.

In unseren Ergebnissen (s. Tab. 2) spricht die starke Schwankung der
ermittelten Werte des OV/BV (1,24 % (3. Lebensdekade) bis 2,19 % (7.
Dekade) in und zwischen allen Altersdekaden eher fiir eine hohe
Differenz in der hormonellen Regulation des Kalziumstoffwechsels
durch Vitamin D und Parathormon und nicht flr einen Prozess im
Rahmen des zunehmenden Lebensalters. Somit wird angenommen,
dass ein hoher Anteil an Osteoid, also eine geringe Mineralisierung des
Knochens, unter anderem auf einen niedrigen Vitamin D- Spiegel
zurUckzufihren ist. Die histologischen Ergebnisse unserer Studie
demonstrieren ein unerwartet hohes Vorkommen an Mineralisierungs-
storungen in den untersuchten Proben. Da das Osteoid ist im
Gegensatz zu adaquat mineralisiertem Knochen mechanisch weniger
belastbar ist, kommt es vermehrt zu chronischen, diffusen
Knochenschmerzen, gestorter  neuromuskularer Koordination und

dadurch zu erhdhter Sturzgefahr mit erhéhtem Frakturrisiko [81].
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Vitamin D hat unter anderem die Aufgabe, dem Knochen Kalzium zur
Mineralisation zur Verfugung zu stellen. Folglich kann bei einem
Vitamin D- Mangel die Kalziumversorgung des Knochens nicht
suffizient gewahrleistet werden. Osteomalazie spielt angeblich als
Krankheitsbild in unseren Breitengraden nur noch eine untergeordnete
Rolle und wird als fast verdrangt eingeschatzt. Dies liegt jedoch nicht
zuletzt daran, dass es keine Studien gibt, die in dieser Groé3enordnung
den Umfang an Mineralisierungsstorungen im Sinne einer Osteoidose
histomorphometrisch erforschen. Die Mehrzahl der aktuellen Unter-
suchungen konzentriert sich auf3erdem mehr auf Knochenmasse-
verlustsyndrome wie z.B. die Osteoporose.

In unserer Studie haben wir die Pravalenz einer Osteoidose in der
norddeutschen mannlichen Bevolkerung in Bezug zur jeweiligen
Vitamin D- Serumkonzentration histomorphometrisch untersucht. Es
sollte somit gezeigt werden, ob eine verminderte Mineralisierung des
Knochens und demzufolge hohe Anteile an Osteoid auf einen niedrigen

Vitamin D- Spiegel im Serum zurtickzufihren sind.
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5.3 Vitamin D-Status

Um eine ausreichende Mineralisierung im sich standig umbauenden
Knochen (Remodeling) zu gewahrleisten, bendtigt der Knochen
genugend Mineralien (Kalzium und Phosphat) und eine ausreichende
Menge an vom Korper produzierten bzw. dem Korper zugeflhrten
Vitamin D. Die Bildung des Vitamin D wird u.a. durch die Jahreszeit
(UV-Strahlung), soziale Faktoren, geographische Breite, Haut-
pigmentierung und Mobilitat beeinflusst [130].

Trotz der elementaren Rolle des Vitamin D bei der Knochen-
mineralisierung gibt es bisher keine einheitliche Meinung Uber den
minimalen Grenzwert. Die empfohlenen Werte schwanken zwischen 12
und 40 ng/ml [42].

In unserer Untersuchung legten wir die Referenzwerte entsprechend
der Mehrzahl aktueller Studien [43, 99, 109, 114] wie folgt fest: von
einer Hypovitaminose spricht man bei Konzentrationen zwischen 20 bis
40 pg/l Vitamin D im Serum, eine Vitamin D- Insuffizienz ist definiert als
Vitamin D- Konzentration unter 20 pg/l und eine Vitamin D-Defizienz
entspricht Konzentrationen unter 10 pg/l. Demnach konnte in unserer
Untersuchung bei einem definierten Grenzwert des 25(OH)D3 -Gehalts
von 30 ug/l bei 93,48 % der Manner ein zu niedriger 25(0OH)D3 -Gehalt
im Blut nachgewiesen werden. Der Mittelwert des 25(OH)D3; -Gehalts
liegt bei 10,25 pg/l im Serum. Dies entspricht einer Vitamin D-
Insuffizienz in der norddeutschen mannlichen Bevdlkerung. Da
Hamburg auf der Hohe des 53° Breitengrades liegt, welches
geographisch etwa der Hohe von Edmonton in Kanada entspricht, ist
das Risiko fur einen Vitamin D-Mangel vermutlich weitaus groR3er, als
z.B. im mitteleuropéischen Raum.

AulRerdem bestatigen unsere Ergebnisse die Aussage von Holick et al.
[62], die postulierten, dass der Vitamin D-Mangel wahrscheinlich der am
haufigsten vorkommende Vitaminmangelzustand mit epidemischen
Ausmal3en ist. Auch die in der ,Euronut Seneca Studie® [135]

veroffentlichten Ergebnisse aus elf europaischen Landern zeigten bei
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Uber 36 % von im eigenen Haushalt lebenden alteren Ménnern
wahrend der Winterzeit einen Vitamin D- Mangel mit Werten unter
12pg/l (=30 nmol/l) fur die 25(OH)D-Konzentration.

Eine optimale Pravention von Frakturen ist laut einer metaanalytischen
Studie ab Hydroxyvitamin D-Werten im Serum grof3er 40 pg/l (100
nmol/l) zu erwarten [15]. Ein sekundéarer Hyperparathyreoidismus tritt
ein, wenn der Wert des zirkulierenden 25-Hydroxy-Vitamin D unterhalb
der 30 pg/l-Grenze liegt [92].

Es zeigte sich in unserer Studie, dass ein Vitamin D-Mangelzustand
nicht allein bei den alteren Ménnern nachzuweisen war, sondern auch
viele junge Menschen davon betroffen sind. So ergab sich bei tiber 95,5
% der Uber 50-jahrigen Individuen ein Vitamin D-Mangel im Gegensatz
zu 89,39 % der unter 50-jahrigen Manner. Eine Vitamin D-Defizienz von
< 12 pg/l (30 nmol/l) zeigte sich bei 61,54 % der unter 50-jahrigen. Bei
76,6 % der Uber 50-jahrigen konnte ein absoluter Vitamin D-Mangel
aufgedeckt werden.

Einer Metaanalyse aus Irland zufolge, in der der Vitamin D- Status
zwischen verschiedenen L&ndern von jungen Erwachsenen bis hin zu
alteren Menschen in 117 Studien aus den Jahren von 1971 bis 1990
analysiert wurde, zeigte ebenso eine nicht nur auf das hohe Alter und
bestimmte Regionen beschrankte Vitamin D- Defizienz [98]. Auffallend
war eine insgesamt niedrige Pravalenz des Vitamin D-Mangels in
Nordamerika. Auch der prozentuale Anteil eines Vitamin D- Mangels
junger Erwachsener in Skandinavien war mit 4 bis 9 % eher niedrig.
Mdglicherweise konnte ein Grund die Einnahme von Vitamin D-
Supplementen in diesen Regionen sein. So werden in Norwegen viele
Nahrungsmittel mit Vitamin D angereichert und Lebertran ist ein
gangiges Nahrungsergadnzungsmittel. Die Vitamin D- Aufnahme ist laut
der Studie von Lips et al. 2007 in skandinavischen Landern mit 200-400
IU pro Tag doppelt so hoch wie in anderen europaischen Landern [89].
Im Gegensatz dazu konnte bei den Zentral- und Westeuropaern ein
Vitamin D-Mangel bei tUber 40 % der Bevdlkerung nachgewiesen

werden [105]. Dieses unterstutzt die weit verbreitete These, dass fur
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einen suffizienten Vitamin D-Spiegel im Serum die Supplementierung
des Vitamin D Uber Lebensmittel (besonders fette Fische wie z.B.
Lachs und Hering) wirkungsvoller ist als durch Sonnenexposition. Diese
Annahme wird auflerdem durch den Nachweis gestitzt, dass in
Landern mit hoher und langer Sonnenexposition wie Griechenland,
Spanien und lItalien im Vergleich zu Nordeuropa eine uberraschend
hohe Pravalenz eines Vitamin D- Mangels nachzuweisen ist [18]. Trotz
allem reicht eine Kombination von Vitamin D-Aufnahme durch die
Nahrung und Sonnenexposition in vielen Fallen nicht aus.

Die Vitamin D-Synthese wird stimuliert durch eine ,Photokonversion®
des 7-Dehydroxycholesterol zum Pra- Vitamin D durch UVB-Strahlung.
Diese Konversion ist bei hellhdutigen Menschen groRer als bei
dunkelhdutigen Menschen [69] und aul3erdem hdher bei jingeren
Personen als bei alteren Personen [70]. Dies erklart, dass auch
dunkelh&utige Afrikaner unter einem Vitamin D- bzw. Kalziummangel
leiden kénnen und in der Folge Frakturen erleiden, auch wenn dieses
deutlich seltener vorkommt als bei hellhautigen Afrikanern [132]. Bei
dunkelh&utigen Sudafrikanern steht dabei vermutlich die zu niedrige
Kalziumaufnahme Uber die Nahrung im Vordergrund [147]. Das Land,
mit einer durchschnittlichen Sonnenscheindauer von 8,5 Stunden pro
Tag, besitzt gentgend Mdoglichkeiten fir eine ausreichende
Sonnenexposition. Ein weiterer, moglicherweise einflussnehmender
Faktor auf den Vitamin D-Gehalt im Serum ist der BMI. Eine Theorie
besagt, dass im Fettgewebe eine erhdhte Speicherung von Vitamin D
stattfindet und daraus niedrigere Konzentrationen im Serum resultieren
[138, 151]. Hinsichtlich eines mdglichen Zusammenhangs wurde eine
Vielzahl von Studien mit kontroversen Ergebnissen verdoffentlicht [33,
80, 113, 118, 138, 152]. In unserer Arbeit konnten wir keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vitamin D- Gehalt im
Serum und dem BMI aufzeigen. Ein Grund dafir ist moglicherweise
darin zu sehen, dass der BMI nicht ausreicht, um den Kdorperfettanteil
ausreichend zu definieren. Andere Parameter wie Bauchumfang,

Hautfaltendicke und totales Korperfett, gemessen durch ,Dual Energy
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X- Ray Absorptionsmetry, kdnnten dies genauer differenzieren. Da die
,Dual Energy X- Ray Absorptionsmetry jedoch sehr teuer ist, ist dies
kaum praktikabel. Die Hautfaltendickenmessung gilt als Indikator fur
das Korperfett, ist aber aufgrund vieler Messfehler und schlechter

Reproduzierbarkeit schwierig anzuwenden.

5.4 Einfluss des Vitamin D auf die Knochenstruktur

In unserer Arbeit stellten wir fest, dass bei 30,58 % der von uns
untersuchten Knochenbiopsien aller Altersklassen laut unserer
Definition von einer Osteopenie ausgegangen werden kann. Hingegen
lag ein Vitamin D-Mangel (<30 pg/l) bei 93,48 % der untersuchen
Manner vor. Es stellt sich somit die Frage, ob es einen Einfluss von
Vitamin D auf die Knochenstruktur gibt. Bisher ist dieser
Zusammenhang jedoch noch weitestgehend unbekannt. Zum einen
konnte die Stimulation von Osteoblasten im Scheitelbein von Ratten
nachgewiesen werden [119]. Auf der anderen Seite konnten Norman et
al. 1982 eine durch Vitamin D gesteigerte Knochenresorption
nachweisen [104].

In unseren Ergebnissen konnte lediglich ein tendenzielles Ansteigen
des Knochenvolumens bei Zunahme des Vitamin D-Gehalts im Serum
dargestellt werden. Auffallend jedoch war in Abb. 24, ohne das eine
Aussage diesbeziiglich getroffen werden kann, dass es bei einem
25(0OH)D3-Gehalt im Serum oberhalb von 30 pg/l (=75 nmol/l) keine
Werte des Knochenvolumens von unter 10 % und Uber 30 % gibt.
Anders ausgedriickt bedeutet dieses, dass bei allen Praparaten mit
normwertigen Knochenvolumen ein ausreichender Vitamin D- Gehalt im
Serum vorlag. Jedoch besteht kein signifikanter Zusammenhang
zwischen diesen beiden Parametern. Es liegt aber nahe, dass
Menschen mit ausreichend Vitamin D im Serum, d.h. Gber 30 pg/l, eine

geringere Wahrscheinlichkeit besitzen, eine Osteopenie zu erleiden.
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Der antiresorptive Effekt des Vitamin D ist vermutlich auf die Aktivitat
bzw. Inhibierung der Osteoklasten zurtckzufiuhren [107].

Ein bekannter Pathomechanismus am Knochen bei Vitamin D-Mangel
und folgender Hypokalzamie ist der sekundare Hyperpara-

thyreoidismus, welcher zur Osteopenie fuhrt [6].

5.5 Einfluss des Vitamin D auf die Knochenmineralisation

In unserer Arbeit konnten wir feststellen, dass neben einem
ausgepragten Vitamin D-Mangel in der méannlichen norddeutschen
Bevolkerung bei Uber 37% der untersuchten Biopsien eine
Oberflachenosteoidose bzw. bei Uber 26% eine Volumenosteoidose
vorlag. Diese Osteoidose kommt in allen Altersdekaden vor. Dem
Auftreten einer Osteoidose sollte demnach in der Bevdlkerung mehr
Bedeutung zugesprochen werden. Jedoch ist es schwierig, eine
Osteoidose bzw. Osteomalzie radiologisch nachzuweisen. Nur in der
ausgepragten Form ist diese von einer Osteoporose zu unterscheiden,
da beide in der DXA erniedrigte Werte darstellen. Somit ist neben der
mdglichen Bestimmung des Vitamin D, PTH und Kalziums im Serum
die Knochenbiopsie das Mittel der Wahl zur sicheren Differenzierung
zwischen einer Osteomalazie und der Osteoporose.

Es ist bereits bekannt, dass niedrige 25(OH)D -Konzentrationen und
niedrige 1,25(0OH)D -Konzentrationen einen Knochenvolumenverlust im
Alter beschleunigen. In unserer Arbeit konnten wir jedoch keinen
minimalen 25(0OH)D-Wert im Serum finden, der zu einer manifesten
Mineralisationsstorung fuhrt. Zwei grof3ere Studien konnten aber nach-
weisen, dass durch niedrige 25(0OH)D-Werte im Serum das Sturzrisiko
[16] und moglicherweise auch die Frakturanfalligkeit erhéht ist [73, 92].
Im Gegensatz dazu zeigt eine grof3e aktuelle Studie von Grant et al.
2005, dass Kalzium- und Vitamin D- Supplementation das Frakturrisiko

nicht signifikant reduzieren [60]. Dies kdnnte daran liegen, dass die
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Supplementation mit 800 Internationalen Einheiten Vitamin D und/oder
1000mg Kalzium in zu niedriger Dosis eingesetzt wurde.
Moglicherweise war auch der Verabreichungszeitpunkt (70 Jahre und
alter) zu spat, um eine signifikante Verminderung des Frakturrisikos zu
erreichen. Ein groR3es Problem stellt die hohe Anzahl an Frakturen bei
unklaren sekundaren Osteoporosen oder Osteopathien dar, bei denen
die Ursache durch einfache bildgebende Diagnostik nicht festgestellt
werden kann. Auch in unseren Ergebnissen konnten wir bei einem
Vitamin D-Mangel im Serum keine zwangslaufige Pathologie des
Knochens erkennen. Einzelne Falle zeigten sogar bei Vitamin D-Werten
von unter 12ug/l (30nmol/l) noch eine unauffallige Knochen-
mineralisation. Ein weiteres Problem bei Knochenmineralisa-
tionsstorungen ist, dass die Vitamin D- Defizienz laut einer Arbeit von
Holick et al. 2004 oft als Fibromyalgie ,fehldiagnostiziert wird [71].
Diesbezlglich ware eine einfache Routineuntersuchung von Vitamin D
im Serum sehr aufschlussreich. Verschiedene Querschnittsstudien
haben gezeigt, dass ein niedriges 25(OH)D im Zusammenhang mit
einem Kraftverlust der Muskulatur zu stehen scheint [19, 153]. Die
neuromuskulare Funktion steigt progredient mit dem Serum- Gehalt an
Vitamin D von unter 25 nmol/l bis auf Werte Gber 75 nmol/l [150].
Anhand unserer Ergebnisse konnte bewiesen werden, dass eine
unerwartet hohe Pravalenz an Vitamin D-Mangel (<30 pg/l) bei Gber 93
% in der norddeutschen Bevolkerung vorliegt. Es liel3 sich jedoch nicht
nachweisen, welche minimale Vitamin D- Konzentration im Serum mit
einer Mineralisierungsstorung assoziiert ist. Allerdings war bei einem
Vitamin D- Gehalt im Serum uber 30 pg/l (= 75 nmol/l) keine
pathologische Osteoidanhaufung histomorphometrisch nachzuweisen.
Eine ausreichend hohe Vitamin D-Konzentration im Serum von >30 ug/|
(= 75 nmol/l) unterdrickt laut Bischoff-Ferrari et al. 2006 auch die
Tendenz des PTH Uber ein negatives ,Feed-back®, weiter anzusteigen.
Somit wird die durch PTH induzierte Wirkung am Knochen, Hemmung
der Osteoblasten und Aktivierung der Osteoklasten, vermindert.

Weitere positive Effekte von einer Vitamin D Konzentration >30ug/l und
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einem Optimum im Bereich zwischen 36-40 pg/l sind gesunde Zahne,
kraftige untere Extremitaten, Pravention von kolorektalen Karzinomen
und die bereits beschriebene Pravention vor Frakturen [21]. Ergebnisse
von Vasquez et al. 2003 zeigen, dass optimale Vitamin D-Serumwerte
zur Pravention einer Osteoporose im Bereich zwischen 40 bis 60 ug/l
liegen und erst ab 40 ug/l eine effektive Reduzierung des PTH im
Serum erreicht wird [145].

Weitere aktuelle Studien zeigen, dass niedrige Vitamin D-
Konzentrationen assoziiert sind mit Fettleibigkeit, Diabetes mellitus und
kardiovaskularen Erkrankungen [134, 138]. Auch hier konnten wir
anhand unserer Ergebnisse keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem BMI und Vitamin D im Serum feststellen.

In einer Studie von Zitterman et al. 2003 wurde der Zusammenhang
zwischen Vitamin D und Herzinsuffizienz tberpruft. Der Vitamin D-
Serumwert bei herzinsuffizienten Patienten unter 50 Jahren lag bei
25ug/l und bei gesunden Personen bei 45ug/l [154]. Es gibt zudem
neue Erkenntnisse zur Rolle eines adaquaten Vitamin D- Status bei der
Vermeidung von Autoimmunkrankheiten sowie in der Prophylaxe und
Therapie kanzerogener Erkrankungen. Dabei wird an der
entsprechenden Hohe des Kalziumserumspiegels noch geforscht. Wie
eine Studie von Nursyam et al. 2006 =zeigt, kann Vitamin D
maoglicherweise hilfreich in der Therapie der Tuberkulose eingesetzt
werden kann [106]. Ahonen et al. verotffentlichten 2000 die Ergebnisse
einer 13 Jahre wahrenden Longitudinal-Studie mit 19.000 M&nnern und
beobachteten bei ausreichender Vitamin D- Substitution eine
Verminderung des relativen Risikos an Prostatakarzinom zu erkranken
[4]. Eine weitere Studie zeigt, dass das Risiko an kolorektalem
Karzinom zu erkranken mit zunehmender Hohe des 25(OH)D abnimmt
[54]. Visser et al. 2006 bewiesen in einer Longitudinal-Studie, dass
niedrige Serumkonzentrationen des 25-Hydroxyvitamin D das Risiko fur
zukinftige Pflegeheimaufenthalte erhéhen [146].
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5.6 Therapieempfehlung bei Osteoporose und Osteomalazie

Unsere  Ergebnisse  unterstreichen die  Bedeutung, durch
medikamentdse bzw. ernédhrungsbedingte Pravention und Prophylaxe
die Manifestation der Osteoporose und Osteomalazie und das
einhergehende Frakturrisiko zu verhindern; nicht zuletzt um die
Morbiditat und Mortalitat jedes Einzelnen zu verringern und immense
soziobkonomische Belastungen durch nur geringen Aufwand drastisch
einzugrenzen.

Klinische Studien an alteren Patienten, welche einem besonders hohen
Risiko einer Vitamin D- und Kalzium- Defizienz ausgesetzt sind, sub-
sumieren, dass die Supplementation von Vitamin D und Kalzium zu
einer Umkehrung des entstandenen sekundaren Hyperpara-
thyreoidismus fihrt, die Knochenresorption vermindert, die Knochen-
masse erhoht, die Frakturrate verkleinert und sogar die Haufigkeit des
Stirzens vermindern kann [91]. Einer grof3en Metaanalyse zufolge, wird
das Frakturrisiko der Hifte bzw. aller nicht- vertebralen Frakturen von
ambulanten und stationar behandelten &lteren Menschen schon ab
einer Supplementation von 700 bis 800 IU/d Vitamin D reduziert [15].
Allerdings kann laut dieser Studie nicht ausgeschlossen werden, dass
optimale Pravention von Frakturen bei Populationen mit niedrigen 25-
Hydroxyvitamin D-Werten mehr als 700 bis 800 IU/d Vitamin D
Supplementation  benétigen. Um  das  Osteoporose-  bzw.
Osteomalazierisiko zu minimieren, sollte durch eine bewusste
Lebensweise, neben Sport, Nikotinverzicht und Reduzierung des
Alkoholkonsums, auf jeden Fall die Erndhrung in jeder Lebensdekade
eine ausreichende Versorgung mit Kalzium und Vitamin D garantieren.
Die tagliche durchschnittliche Kalziumaufnahme von &lteren Menschen
wurde in 19 Stadten 10 verschiedener europaischer Lander in der
SENECA-Studie verdoffentlicht. Dabei zeigte sich, dass bei tber 1/3 der
untersuchten Manner die Kalziumaufnahme tber die Nahrung mit 350

bis 700 mg pro Tag zu niedrig war [135].
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D-Hormone sind biologisch weitaus weniger aktiv als das im letzten
Schritt der Umwandlung durch Hydroxylierung entstandene Calcitriol
(1,25-(0OH),-D3). Das Calcitriol besitzt im Korper eine Wirkdauer von 3-5
Tagen, wobei sowohl das Kalzium als auch das Phosphat im Serum
ansteigen. Der Einbau von Kalzium bzw. Phosphat in den Knochen
(Mineralisation) fuhrt dann zu einer Zunahme der Knochenmasse. Auf
die Gefahr einer Hyperkalzamie muss geachtet werden, welche mit
gastrointestinalen Beschwerden wie Bauchschmerzen, Dyspepsie,
Obstipation oder Durchfall und zentralen Symptomen wie z.B.
Kopfschmerzen einhergehen kann. Eine Uberdosierung kann zudem in
einer Organcalcinose resultieren. Hier ist meist die Niere betroffen
(Nephrocalcinose). Haufig wird in diesem Zusammenhang nur auf eine

verbesserte Kalziumversorgung geachtet. Dabei wird vergessen, dass
eine optimale Kalziumresorption im Darm nur bei ausreichender
Vitamin-D- Versorgung stattfinden kann.

Ein Kalziummangel kombiniert mit einem Vitamin D- Mangel hat reaktiv
eine Erhéhung der Parathormonsekretion zur Folge, wobei durch
diesen sekundéren Hyperparathyreoidismus ein  gesteigerter
Knochenumbau auftritt. Daher sollte eine ausreichende Zufuhr von
Vitamin D und Kalzium gewahrleistet sein, um praventiv vor
Osteoporose und Frakturneigung zu schitzen. Eine alleinige Gabe von

10 pg Vitamin D konnte in einer Placebo-kontrollierten Studie Uber 3
Jahre als wirkungslos gezeigt werden [151]. Die Frakturinzidenz in der
substituierten Gruppe entsprach dem der nicht substituierten Gruppe. In
den USA gibt es bereits, ahnlich der Jodierung von Kochsalz in
Deutschland, einen Vitamin D- Zusatz der Milch. Mehr als 98 % der
verkauften Milch ist mit 10 pg (400 IU) Vitamin D pro ¥ Liter Milch
versehen [85]. Es ist wichtig, die Bevodlkerung dartber aufzuklaren,
dass durch Gabe von Kalzium und Vitamin D das Osteoporose- bzw.
Frakturrisiko gesenkt werden kann. Mdglicherweise ist es auch in
Deutschland sinnvoll, tGber eine Anreicherung der Milch mit Vitamin D
nachzudenken, da die UV-Strahlung in unseren Breitengraden

offensichtlich nicht den Vitamin D- Bedarf des Kérpers decken kann.
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AulBerdem wird im Sommer der direkte Kontakt des Korpers mit
Sonnenstrahlen wegen der steigenden Gefahr, an Hautkrebs zu
erkranken, zunehmend vermieden. Das in Solarien vorwiegend
verwendete UV-A Licht kann dabei nicht zu einer Vitamin D- Bildung in
der Haut beitragen. Es ist jedoch zu bedenken, dass zu grol3e Mengen
an Vitamin D- Supplementation im Fettgewebe gespeichert werden.
Dies kann zur Folge haben, dass nach gesattigtem Bedarf an Vitamin D
der im Serum verbleibende Rest des Vitamin D zu 25(OH)D3z; umwandelt
wird. Dies zeigt eine geringe Toxizitat [49].

Kalzium ist vor allem in taglichen Nahrungsmitteln wie Milchprodukten
(Milch, Joghurt und Ké&se), Fisch (Sardinen mit Graten), einigen
Gemiusesorten und Obst enthalten. Da eine erndhrungsbedingte Substi-
tution zumeist im Alter nicht ausreicht, wird eine Supplementierung mit
Kalzium von 1200- 1500 mg/Tag und 400-1200 IE Vitamin D [143] und
bei bekannter Osteoporose eine zusatzliche Therapie mit z.B.

Bisphosphonaten (Alendronat/ Risedronat) empfohlen.
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6. Zusammenfassung

Das Skelettsystem hat vielfaltige Aufgaben u.a. die Gewahrleistung von
Mobilitdt und Fortbewegung. Entscheidend fir die Funktionstichtigkeit
des Skelettsystems ist die Qualitat des Knochens. Stdérungen in der
Knochenstruktur und Knochenmineralisierung fihren zu Krankheits-
bildern wie Osteoporose und Osteomalazie.

Verdanderungen im Vitamin D-Status haben dabei eine zentrale
Bedeutung. Hierlber liegen bisher jedoch nur wenige Befunde vor.
Daher wurde in dieser Arbeit eine histologische und histomorpho-
metrische Charakterisierung des Knochenstatus eines grof3en
mannlichen Kollektivs im norddeutschen Raum vorgenommen. Dartber
hinaus wurde der Vitamin D-Gehalt im Serum der gleichen Patienten
quantifiziert und ein potentieller Zusammenhang von Knochenstruktur
bzw. -mineralisierung und Vitamin D-Status analysiert.

Es fand sich altersunabhangig ein mit 37 % unerwartet hoher Anteil an
Patienten mit einer Oberflachenosteoidose. Weiterhin konnte bei 26%
der untersuchten Manner eine Volumenosteoidose nachgewiesen
werden. Das BV/TV zeigte einen signifikanten Abfall bei steigendem
Alter. Einen Vitamin D-Mangel wiesen 93% der untersuchten Patienten
auf. Der Vitamin D-Mangel zeigte sich ebenfalls in allen Altersdekaden.
Es konnte kein minimaler Vitamin D-Serumwert ermittelt werden,
welcher zwangslaufig mit einer Mineralisierungsstérung assoziiert ist,
jedoch zeigte sich, dass die Knochenmineralisierung bei einem Vitamin
D-Gehalt im Serum Uber 30ug/l unauffallig war.

Das Ergebnis unserer Untersuchung beweist die essentielle Bedeutung
des Vitamin D-Status fur einen gesunden Knochen. Der Nachweis des
jedoch Uberaus grol3en Anteils an mannlichen Patienten mit einer
Mineralisierungsstorung sowie des extrem hohen Anteils an Patienten
mit Vitamin D-Mangel zeigt, dass eine gezielte Vitamin D-
Supplementierung der Bevoélkerung zum Erreichen eines Vitamin D-
Referenzwertes von Uuber 30 g/l fir eine gesunde Knochen-

mineralisierung zu empfehlen ist.
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