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2 Arbeitshypothese und Fragestellung
Durch Studien mit physiologischer und genetischer Manipulation bzw. Selektion
bei Mausen wurde Leptin als potenter Inhibitor der Knochenformation erkannt,

der Uber das zentrale Nervensystem wirkt.

Das zentrale Wesen der Regulation der Knochenmasse und ihrer Stérungen
wurde aufgedeckt. Es wurde eine hypothalamische Regulation des

Knochenumbaus mittels des sympathischen Nervensystems nachgewiesen.

Obwohl diese Untersuchungen das Verstandnis der Skelettphysiologie
wesentlich erweitert haben, blieben Zweifel bezuglich der physiologischen
Relevanz dieser Beobachtungen, da der Effekt des Leptins auf den Knochen
nach intracerebroventrikularer (icv) Verabreichung nur in Mausen gezeigt

worden war.

Hieraus ergab sich die Frage nach der Ubertragbarkeit der beobachteten

Leptinwirkung auf andere, insbesondere groRere Saugetiere.

Auf diesem Weg erscheint eine Annaherung an die Physiologie des Menschen,
aber auch die Etablierung eines alternativen Groldtiermodelles zur Erforschung
der Osteoporose und anderer Knochenstoffwechselerkrankungen in greifbarer
Nahe.

Im hier beschriebenen Experiment wurden weibliche Schafe mit
intracerebroventrikularer  Leptin-Langzeitapplikation behandelt und der
Knochenphanotyp nach einem Behandlungszeitraum von drei Monaten
analysiert. Inhalt dieser Doktorarbeit ist die kontaktradiographische und
histomorphometrische Auswertung des bioptisch und durch die Sektionen der

Versuchstiere gewonnenen Knochenmaterials.
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3 Einleitung

Das menschliche Skelett nimmt als Organ vielfaltige Aufgaben war, es
gewahrleistet als Bestandteil des Bewegungsapparates Stabilitat und Mobilitat
des Korpers, schitzt empfindliche Organe und hat als Speicherorgan einen

wesentlichen Anteil an der Homdostase des systemischen Kalziumhaushaltes.

Mit zunehmendem Alter vermehrt auftretende Stérungen des Skelettsystemes
scheinen multifaktoriellen Ursprunges zu sein, die Erforschung an
differenzierten Tiermodellen ermdglicht sowohl die Untersuchung der einzelnen

Faktoren, als auch gezielt das Zusammenspiel mehrer Faktoren.

Erkrankungen des Knochenstoffwechsels, die mit erhdhter Frakturneigung und
einer verzdgerten oder inadaquaten Knochendefektheilung einhergehen, sind in
unserer modernen postindustriellen Gesellschaft haufige Ursache fur Morbiditat
und sekundar verminderte Lebenserwartung. Durch Frakturen oder allgemein
Storungen der skelettalen Integritdt kommt es fir die Betroffenen zu einem
erheblichen Verlust an Lebensqualitat. Dieses aufert sich in Schmerzen,
korperlichen Einschrankungen von akutem aber auch langfristigem Charakter
bis hin zur Bettlagerigkeit. Es kommt zu einer Verminderung der Teilnahme am
gesellschaftlichen Leben fir den Betroffenen. Fur die Gesellschaft kommt es zu
einem Ausfall von Arbeitskraft, sowie zu einem erhéhten Aufwand durch Pflege

und medizische Versorgung.

Die dramatischen individuellen Folgen fur den einzelnen Menschen und die
wesentlichen volkswirtschaftlichen Schaden die der Gesellschaft entstehen sind
drangende Argumente, die die Notwendigkeit erkennen lassen, neue
Behandlungskonzepte und Medikamente zur Bekdmpfung der Volkskrankheit

Osteoporose zu entwickeln.

Der Schlussel zur effektiven Pravention und Behandlung von Beschwerden, die
auf Erkrankungen des Knochenstoffwechsels basieren, liegt also in einem

besseren Verstandnis der Pathophysiologie dieser Erkrankungen.

Die Grundlage daflr besteht in einer Erforschung der molekularen Physiologie
von Knochenwachstum, Knochenstoffwechsel und Knochenumbau

(Remodeling).
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3.1 Knochenumbau (Remodeling)

Der Knochenumbau ist der physiologische Gewebserneuerungsprozess, durch
den das empfindliche Gleichgewicht von Knochenresorption durch Osteoklasten
(Baron et al. 1993, Suda et al. 1999) und Knochenaufbau durch Osteoblasten
die Knochenmasse wahrend des Erwachsenenalters annahernd konstant halt
(Frost 1996). Dieser Prozess ist von herausragender Bedeutung in der Biologie
der Vertebraten, da die Integritat, Starke und Funktion unseres Skeletts davon
abhangt (Rodan und Martin 2000).

Eine Stérung dieses Gleichgewichtes von Knochenaufbau und -resorption,
jenseits von Reparatur- und Anpassungsprozessen, fuhrt zu einer erhdhten
Knochenbruchigkeit und Frakturneigung und ist die zellulare Basis fur die
meisten Erkrankungen des kndchernen Skeletts. Die Osteoporose, als Beispiel,
stellt heutzutage eine der haufigsten Erkrankungen in der westlichen
Hemisphere dar (Riggs und Melton 1986, Melton 2003).

Es wird angenommen, dass dieser Prozess im Laufe eines menschlichen
Lebens an etwa zwei Millionen Mikroschauplatzen des adulten Skelettes
ablauft. Hieraus erklart sich die Notwendigkeit, zellulare und molekulare
Kommunikationswege bzw. Signalkaskaden die den Knochenumbau steuern zu
verstehen (Harada und Rodan 2003).

Heutzutage sind mindestens zwei verschiedene Ebenen der Steuerung
bekannt, die den Knochenumbau in parakriner und systemischer Weise
beeinflussen (Rodan und Martin 1981, Amling et al. 2000, Chien und Karsenty
2005). Die parakrine Ebene der Regulation umfal3t Faktoren, wie z.B OPG,
RANKL oder IGF, die entweder von Osteoblasten oder von Osteoklasten
freigesetzt werden. Die systemische Regulation des Knochenumbaus wird
durch Hormone ausgeiibt, wie z.B. Ostrogene, Androgene, Parathormon und

Leptin, sowie durch mechanische und neurale Signale.

In diesem Zusammenhang gewann Leptin, als Regulator des Knochenumbaus
wesentlich an Aufmerksamkeit, da es nicht nur half, eine zentrale Steuerung
des Knochenumbaus zu entdecken, durch die das ZNS mit dem Skelett

verbunden wird, sondern aul’erdem beide Steuerungsebenen zu beeinflussen
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scheint. Nachdem es an seine hypothalamischen Rezeptoren bindet, reguliert
Leptin den Knochenumbau mittels des sympathischen Nervensysthems (SNS)
und der molekularen Uhr, sowie Uber cocain- und amphetamingesteuerte
Transkription (CART). (Ducy et al 2000, Amling et al. 2000, Haberland et al.
2001, Schilling et al. 2001, Takeda et al 2002, Elefteriou et al 2005, Fu et al
2005, Pogoda et al 2005).

3.2 Osteoporose

Definition: Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch
niedrige Knochenmasse und mikroarchitektonische Verschlechterung des
Knochengewebes mit einer daraus resultierenden Zunahme der
Knochenbriuchigkeit und Frakturneigung charakterisiert ist (Consensus

Development Conference on Osteoporosis 1993).

Pathophysiologisch betrachtet ist bei Osteoporose ein gestortes Remodeling
der zur Krankheit fuhrende Mechanismus. Durch ein Ungleichgewicht des
Knochenaufbaus durch Osteoblasten und des Knochenabbaus durch
Osteoklasten kommt es zur Osteopenie, dartber hinaus findet sich eine

mikroarchitektonische Verschlechterung des trabekularen Knochens.

Es resultiert ein Verlust an statischer Integritat des Skelettes, was in einer
erhohten Frakturneigung und einer verminderten korperlichen Belastbarkeit in

Erscheinung tritt.

Klinisch kommt es zu Frakturen durch Minimaltraumata, die sich mit sofortigem
Funktionsverlust oder subklinisch z.B. mit Schmerzen und v.a. bei Wirbelkérper-
Sinterungsfrakturen mit einem Verlust an Korpergrole und Deformitaten

manifestieren konnen.

Vielfaltige Ursachen bzw. Risikofaktoren koénnen die Entstehung einer

Osteoporose begunstigen:
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Korperliche Inaktivitat, iatrogen (z.B. Langzeitmedikation mit Corticoiden),
genetische Dysposition, weibliches Geschlecht, hohes Lebensalter, leptosomer
Korperbau, Nuliparitat, Verminderte Produktion kdrpereigener Hormone (z.B.
Menopause), Neoplasien, Zugehdrigkeit zur weillen oder asiatischen Rasse,
Vitaminmangel (Vit. D), alimentare Faktoren (z.B. Calciummangel) - um einige

der gesicherten Faktoren zu nennen.

Typische Frakturlokalisationen sind proximale Femur- (Schenkelhals-)
frakturen, distale Radiusfrakturen, Wirbelkorper- (sinterungs-) und Humerus-
frakturen (Melton 1988).

Nach dem WHO Report (1994) wird geschatzt, dass uber 30% der
postmenopausalen Frauen von Osteoporose betroffen sind. Die Pravalenz liegt
zwischen 13 und 23% in den USA und GroRbritannien (Looker et al. 1997,
Kanis et al. 2000, Ballard et al. 1998).

So wurde in den USA bei geschatzten 16,8 Millionen postmenopausalen
Frauen mit Knochenmasseverlust von mindestens 10% und zusatzlich 9,4
Millionen Frauen mit Knochenmasseverlust von mindestens 25% 4,8 Millionen

davon eine osteoporotische Fraktur diagnostiziert (Cooper und Melton 1996).

In Deutschland waren im Jahr 2003 mindestens 7,8 Mio. Menschen, davon 6,5
Mio. Frauen betroffen, wobei davon ausgegangen werden muss, dass die
Dunkelziffer der nicht diagnostizierten Betroffenen und klinisch noch unauffallig

gebliebenen Erkrankten hoher ist (Haussler et al. 2007).
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Abbildung 1: Pathologische Schenkelhalsfraktur bei Osteoporose, mit freundlicher
Genehmigung der Klinik und Poliklinik fir Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

In Deutschland (2003) erlitten 4,3% der Patienten, denen klar eine Osteoporose
zugeordnet werden muss eine diagnostizierte Fraktur, wahrend nur 21,7% der
Erkrankten mit antiosteoporotischen Medikamenten behandelt wurden
(Haussler et al. 2007).

Das grofdte Risiko haben Frauen in der Menopause, von denen jede dritte im
Laufe ihres Lebens eine osteoporotische Fraktur erleidet, bei den Mannern Gber
50 Jahren ist jeder funfte betroffen (Melton et al. 1997).

Die dramatischen Folgen fur den einzelnen sind schwierig zu messen oder zu
quantifizieren und wurden bereits im ersten Teil der Einleitung kurz
charakterisiert. Der harte finanzielle Aspekt hingegen laRt sich in Zahlen
angeben und kann somit auch dem ,kuhlen Rechner® ein knallhartes
witschaftliches Argument zur weiteren Erforschung und Behandlung der

Osteoporose liefern.
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Im Jahr 2003 entstanden in Deutschland den gesetzlichen und privaten
Krankenkassen direkte Kosten (z.B. stationare Versorgung, Medikation,
Rehabilitation) von € 5,4 Milliarden. WeiterfUhrende Kosten wie z.B. Verlust von
Produktivitat und verminderte Kaufkraft sind bei dieser Berechnung noch nicht
bertcksichtigt, so dass man davon ausgehen muss, dass der
volkswirtschaftiche Schaden der der Gesellschaft tatsachlich entsteht

wesentlich hoher ist.

3.3 Leptin

Griechisch: leptos = dunn

Es handelt sich um ein 16kDa gro3es Proteohormon, das eine wichtige
SchlUsselrolle bei der Steuerung von Energieaufnahme und -aufwendung des

Korpers spielt.

Leptin wurde 1994 von Jeffrey Friedmann an der Rockefeller University
identifiziert und ist kodiert durch das obese-Gen ob(Lep): Chr. 7 (Zhang et
al.1994).

Fir das von Adipozyten gebildete Hormon wurden Auswirkungen auf

Korpergewicht, Fertilitdt und Remodeling nachgewiesen. (Halaas et al. 1995)

Es sind sechs Rezeptoren (LepRa-LepRf) bekannt von denen nur LepRb aktive

intrazellulare Domanen hat und im Hypothalamus vorkommt.

Die bisher eindeutig zugeordnete Funktion ist die Unterdrickung von
appetitstimulierenden hypothalamischen Kernen. Des weiteren ist bekannt,
dass es im Rahmen der circadianen Rhythmik nachts zu einer Downregulation

durch den Gegenspieler Melatonin kommt.

3.4 Das Schaf als Tiermodell
Da die makroskopische Erforschung der Frakturheilung, sowie Verfahren der

Osteosynthese und Protetik an Nagetieren nur sehr eingeschrankt untersucht
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werden konnen, wird ein Groltiermodell benatigt.

Das weibliche Schaf erscheint hierfir besonders geeignet, da es eine gunstige

Kombination unterschiedlicher Vorteile in sich vereint.

Es handelt sich um ein grol3es Tier mit der Eigenschaft des Knochenumbaus,
das die Moglichkeit zur weiteren makroskopischen Erforschung von
Frakturheilung, Osteosynthese und (Endo-)Protetik bietet (Thorndike und
Turner 1998, Turner 2002).

Die knocherne Mikroarchitektur des Schafes weist in  Analogie zur
menschlichen Anatomie Haversche Systeme auf, die Beschaffenheit des
Beckenkammes des Schafes ist der des menschlichen Beckenkammes ahnlich
(Turner, Villanueva 1993). Bei allen Einschrankungen, wie z.B. dem Fehlen
einer klar abgegrenzten Menopause zu mittlerem Lebensalter und dem
unterschiedlichen gastrointestinalen System (O'Connel 1999), hat das
weibliche Schaf trotzdem einige Vorteile als Modell der Knochenbiologie wie
z.B. zeitliche und quantitative Gemeinsamkeiten mit dem Hormonhaushalt der
Frau (Goodman 1994), sowie der Tatsache, dass die
Knochenstoffwechselparameter zumindest teilweise mit den menschlichen

Ubereinstimmen (Newman et al. 1995).

Schafe sind daher in der Erforschung von Remodeling und Osteoporose als
Tiermodell bereits etabliert (Lill et al. 2000, Lill et al. 2002, Schorlemmer et al.
2005, Egermann et al. 2005, Turner 2001, Kalu 1999).

Des weiteren hat sich das Schaf als hervorragendes Modell zur Erforschung der
leptinabhangigen neuroendokrinen Regulation des Energiehaushaltes (Henry et
al. 1999, Clarke et al. 2001) bewahrt. AuRerdem wurde die zentrale Applikation
von Leptin bei weiblichen Schafen bereits erfolgreich genutzt um Hinweise fur
eine Zuordnung der Effekte des Leptins auf Appetit und neuroendokrine

Funktion zu gewinnen (Henry et al. 1999).

Wenn sich die an Nagetieren gewonnenen Erkenntnisse ganz oder teilweise
auf Schafe Ubertragen lassen, so ist das zumindest ein Schritt auf dem Weg zu

Ergebnissen, die sich auf die menschliche Physiologie tUbertragen lassen.
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Genetische Manipulationen am Groltier wie Schaf, Rind und Schwein sind
heute noch kein Standardverfahren, da sie mit wesentlichen technischen
Schwierigkeiten, wie der Unkenntnis des vollstandigen genetischen Codes

dieser Tiere einhergehen (Hofmann et al. 2003, Klose et al. 2005).

Veranderungen durch Inzuchtkreuzung herbeizufiUhren ware aufgrund der, im
Vergleich zur Maus wesentlich langeren Generationsdauer extrem Zeit und

Kosten aufwandig.

Deshalb wird ein anderes, realisierbares Verfahren bendtigt, das geeignet ist in

ethisch vertretbarer Weise beim Schaf eine Osteopenie zu verursachen.

3.5 Zielsetzung

Es ist zu beachten, dass alle bisherigen Studien an Mausen durchgefihrt
wurden und dass wiederspriuchliche Ergebnisse in nicht-genetischen Maus-
Studien sowie in Studien an Leptin-signaling-defizienten Zucker-Ratten die
Frage aufbrachten ob Leptin fur die Regulation des Knochenumbaus jenseits
der Nagetiere von Bedeutung ist (Thomas 2003, Tamasi et al 2003, Folder et al.
1992, Mathey et al. 2002, Martin et al. 2005).

Es existieren indirekte Hinweise von zwei klinischen Untersuchungen an

Patienten, dal} eine zentrale Steuerung der Knochenformation existiert:

() Patienten mit sympathischer Reflexdystrophie oder Kausalgie einer
Erkrankung, die zuerst von dem hamburgischen Chirurgen Paul Sudeck
beschrieben wurde, leiden an einer lokalen Osteoporose infolge verminderter
Knochenformation bei gesteigertem Sypathikustonus (Sudeck 1900,
Schwartzmann 20009).

(Il) Aus der Geelong Osteoporosestudie geht hervor, dass Patienten die unter
einer Betablockermedikation stehen ein vermindertes Frakturrisiko zu haben
scheinen, welches mit einer erhdhten Knochenmineralisierungsdichte assoziiert
ist. (Pasco et al. 2004).

Dies sind alles indirekte und abgeleitete Hinweise. Der direkte Beweis, dass
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Leptin auch in anderen Species (als Nagetieren) einen zentralen Effekt auf die

Knochenformation hat, steht jedoch noch aus.

Das weibliche Schaf erscheint als ein geeignetes Modell zur Bearbeitung dieser

Frage.

Deshalb wurde beschlossen ein Modell zu entwickeln, das die
Langzeitbehandlung von Schafen mit intrazerebroventrikularer Leptinapplikation

ermaglicht.

Im folgenden soll untersucht werden, ob icv Leptinapplikation zu einer
Verminderung der Knochenformation beim Schaf fuhrt. Diese soll mit
Histomorphometrie, Kontaktradiographie und der Serumanalyse von

Knochenabbaumarkern gemessen werden.

Eine induzierbare Osteopenie wirde den direkten Hinweis fur die Existenz einer
zentralen Komponente der Wirkung des Leptins auf den Knochenumbau liefern
und eine Ubertragbarkeit der in Nagetierstudien gewonnenen Erkenntnisse

nahelegen.

Praktische Anwendung dieser Erkenntnisse erscheint mit der Etablierung eines

ethisch vertretbaren Osteoporose-Groftiermodells in greifbarer Nahe.
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4 Material und Methoden

4.1 Ethische Prufung / Tierversuchsgenehmigung

Alle Tierversuche wurden nach den Richtlinien fur "Care and Maintenance of
Experimental Animals” durchgefuhrt und zuvor vom "Monash Animal Ethics
Comittee” und dem "Animal Ethics Comittee of The Victorian Institute of Animal

Science” genehmigt.

4.2 Versuchstiere, Operationen, Biochemie und kontinuierliche
intracerebroventrikulare Infusion

Es wurden weibliche Corriedale-Schafe mit einem Kérpergewicht von 51,6 + 1,8
kg im Alter von sechs bis sieben Jahren benutzt. Die Tiere wurden mindestens
eine  Woche vor der Operation ovarektomiert (ovx) und es wurden
Kunststoffschlauche in den lateralen Ventrikel eingebracht, wie es bereits von
Barker-Gibb et al beschrieben wurde (Barker-Gibb et al. 1995). Die Tiere
wurden an die Versuchsanlage gewodhnt und gruppenweise in den Stallungen
mit Zugang zum Freilaufgehege untergebracht. Die Tiere wurden mit einem
Geschirr ausgestattet, in dem die Infusions Pumpe untergebracht wurde, die
den Tieren so auf dem Rilcken befestigt wurde, dass freie Beweglichkeit
gewahrleistet war. Fur die Infusion des Leptins bzw. der kunstlichen
cerebrospinalen Flussigkeit (csf) wurden Graseby M16A Infusionspumpen
(Graseby Medical Ltd., Gold Coast, Australia) benutzt. Polyethylenschlauche
wurden mit einer 2,5ml Kunststoffspritze verbunden und die Dichtigkeit des
Systems wurde durch Ejektion von cerebrospinaler Flussigkeit gepruft. Gruppen
von vier Schafen wurden randomisiert den drei Versuchsgruppen zugeordnet
(entire, ovx plus csf, ovx plus leptin), so dass je eine ohne Behandlung, eine
mit Infusion von kinstlichem Liquor und eine Gruppe mit Infusion von Leptin in
den lateralen Ventrikel bei einer Rate von 110pl/h (8ug/h) flr drei Monate an

dem Experiment teilnahmen.
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Abbildung 2: Schaf im Freilaufgehege mit dem Geschirr fur die Injektionspumpe, die Tiere

werden in ihrer artgerechten Bewegung nicht eingeschrankt (aus: Pogoda et al. 2006, mit

freundlicher Genehmigung)

Die Infusionsspritzen  wurden  taglich unter Verwendung eines
Seitenanschlusses nachgefillit. Das rekombinante menschliche Leptin, dessen
biologische Wirksamkeit in Schafen in vorherigen Arbeiten gezeigt werden
konnte (Henry et al. 1999, Clarke et al. 2001), wurde wie zuvor beschrieben
hergestellt (Henry et al. 1999). Blutproben (8ml) wurden aus der V. jugularis
entnommen, in heparinisierten Tubes gesammelt und bei 4°C zentrifugiert um
Plasma zu gewinnen, dal} bis zur Analyse bei -80°C gelagert wurde. Urinproben
zur Bestimmung der Crosslap-Auscheidung als ein Mall der
Osteoklastenaktivitat wurden ebenso bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Urin-
Dpd-Crosslaps, Kreatiningehalt des Urins, Alkalische Phosphatase (Knochen)
und Osteokalzin - Serumspiegel wurden unter Verwendung im Handel
erhaltlicher Kits gemessen. Um dynamische histomorphometrische Marker zu

setzen, wurden den Schafen zwei Calceininjektionen (C-0875, Sigma-Aldrich
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Chemie GmbH, Steinheim, Germany) mit einer Dosis von 10mg/kg-
Korpergewicht neun und zwei Tage vor der Totung verabreicht. Am Ende des
dreimonatigen Behandlungszeitraumes wurde den Tieren intravends eine
Uberdosis Phenobarbital verabreicht (Lethabarb, May and Baker Pty. Ltd.,
Australien). Beckenkammbiopsien wurden unter Verwendung eines elektrischen
Trepans (Acculan, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) entnommen,
Lendenwirbelsdule und Femora wurden unmittelbar nach der Totung

entnommen.

Abbildung 3: linker Teil: Makroanatomiosches Langsschnittpraparat eines Schafgehirnes mit

Blick auf den angeschnittenen Seitenventrikel; rechter Teil: angeschnittener lateraler Ventrikel

mit Injektionsschlauch (Pfeil) (aus: Pogoda et al. 2006, mit freundlicher Genehmigung)
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4.3 Histologische Aufarbeitung

Abbildung 4: Fixiertes Praparat eines Wirbelkdrpers vor der weiteren histologischen

Aufarbeitung

Abbildung 5: Langsschnittpréparat aus dem distalen Femur in der Frontalebene vor der

weiteren histologischen Aufarbeitung
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Die Knochen wurden vier Tage lang in 10%igem Formaldehyd bei 4°C fixiert
und dann in 70%iges Ethanol uUberfuhrt. Beckenkammbiopsien
Lendenwirbelkdrper (L3-L5) und ein distaler Femur von jedem Schaf wurden bei
ansteigender Alkoholkonzentration dehydriert und dann wie zuvor beschrieben
in Methylmetacrylat eingebettet (Mathey et al. 2002). Schnitte von 5um wurden
von den Wirbelkdrpern in der Saggitalebene und von den Femora in der
Frontalebene mit einem Microtec Rotations Mikrotom (Techno-Med GmbH,
Munchen, Deutschland) angefertigt. Diese Schnitte wurden mit Toluidinblau,
Trichrom Goldner und van Giesson / von Kossa Verfahren behandelt wie
beschrieben (Amling et al.1999). Ungefarbte Schnitte von 12um wurden benutzt

um die Knochenformationsrate zu bestimmen.

Abbildung 6: Rotationsmikrotom mit dem die histologischen Schnitte angefertigt wurden.
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Abbildung 7: Eingebettete Beckenkammbiopsie eingebettet in Acrylat vorbereitet fir die

Herstellung der histologischen Schnittpraparate

Abbildung 8: Eingebetteter Wirbelkdrper in Acrylat, aus technischen Grinden wurden die

Wirbelkorper vor der Herstellung unentkalkter Schnitte halbiert.
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4.4 Histologische Farbungen
Diese Schnitte wurden mit Toluidinblau, Trichrom Goldner und van Giesson /

von Kossa Verfahren behandelt wie beschrieben (Amling et al.1999).

4.4.1 Toluidinblau O-Farbung

Abbildung 9: Toluidinblau gefarbtes Schnittpraparat eines Wirbelkdrpers

Mit Toluidinblau O-Farbung lassen sich Binde- und Stltzgewebe darstellen und

durch die unterschiedliche Farbintensitat weiter differenzieren.

Herstellung der Farbel6sunag:

Sechs Teile - 1g Toluidinblau (Merck, Germany) in 100ml Aqua destillata gelost

Drei Teile - 2,5g Natriumkarbonat (Merck, Germany) in 100ml Aqua destillata

gelost
Ein Teil - Ethanol 70%

Die Losung mul in dunkler Glasflasche aufbewart und zur Herstellung der

Grebrauchslésung zu gleichen Teilen mit Aqua destillata verdinnt werden.
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Farbung der Praparate:

1.

2.

Dreimal fur jeweils 15 min in 2-(Methoxyethyl)-acetat entplasten
Farbeldsung auf pH 4,5 einstellen

Absteigende Alkoholreihe (100% - 50% Ethanol, Aqua destillata)
1h Toluidinblau

Spulung far 10 min mit Aqua destillata

Aufsteigende Alkoholreihe (Aqua deastillata, 50% - 100% Ethanol)
Dreimal fur jeweils 5 min Xylol

Trocknen bei Raumluft und Eindeckeln

Abbildung 10: Farbebad fur die Toluidinblaufarbung
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4.4.2 Modifizierte von Kossa-/van Gieson Gegenfarbung

Abbildung 11: Schnittpraparat eines Wirbelkdrpers in von Kossa-/van Gieson Gegenfarbung

Mit der modifizierten von Kossa-/van Gieson Gegenfarbung lassen sich Binde-
und Stltzgewebe darstellen, wobei alle mineralisierten Gewebeanteile

gleichmafig schwarz erscheinen und sich kontraststark abgrenzen lassen.

Herstellung der Farbeldsung:

Silbernitratlésung:

5g Silbernitrat (Merck, Germany) in 100ml Aqua destillata gel6st

Natriumkarbonat-Formaldehydldsung:

5g Ntriumkarbonat (Merck, Germany) in 25ml Formaldehyd 35-40% und 75ml

Aqua destillata gelost
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Farbung der Praparate:

1. Dreimal fur jeweils 15 min in 2-(Methoxyethyl)-acetat entplasten
2. Absteigende Alkoholreihe (100% - 50% Ethanol, Aqua destillata)
3. 5 min Silbernitratlésung

4. Spulung fir 10 min mit Aqua destillata

5. 5 min Sodaformol

6. Spulung flr 10 min unter flieRendem Leitungswasser

7. 5 min Natriumthiosulfat (Sigma, USA)

8. Spulung fir 10 min unter flieRendem Leitungswasser

9. 20 min van Gieson-Ldsung

10.  Aufsteigende Alkoholreihe (Aqua deastillata, 50% - 100% Ethanol)
11.  Dreimal fur jeweils 5 min Xylol

12.  Trocknen bei Raumluft und Eindeckeln

Abbildung 12: Farbereihe zur Herstellung der von Kossa-/van Gieson Gegenfarbung
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4.5 Histomorphometrie

Die Parameter der statischen und dynamischen Histomorphometrie wurden an
toluidinblau und von Kossa / van Gieson gefarbten unentkalkten Sum dicken
Schnitten des proximalen Beckenkammes, Femur und Lendenwirbelkdrper
gemessen. Die Analyse des Knochenvolumens, der Trabekelzahl, des
Trabekelabstandes, und der Trabekeldicke und die Bestimmung der
Osteoblasten- und Osteoklastenzahl und -oberflache, sowie die der erodierten
Oberflache wurden gemaly standatisierter Verfahren unter Benutzung des
OsteoMeasure Histomorphometrie-systems (Osteometrics Inc., Atlanta,
Georgia, USA) (Parfitt et al.1987).

Fluorescein-Messungen zur zur Bestimmung der Knochenformationsrate und
der mineralisierenden Oberflache wurden an zwei nichtkonsekutiven 12 um-

Schnitten pro Tier durchgeflhrt.

FUr die histomorphometrische Auswertung wurden samtliche Praparate der
Schnitte auf Objektragern mit einer Digitalkamera (Canon EOS 10D) und einem
Makroobjektiv (Sigma 50mm 1:2.8 DG MACRO) Uber einer Durchlichtplatte
(Hama LP 5000K) mit Stativ (Hama REPRO) fotografiert.

Abbildung 13: Kamera mit Stativ und Durchlichteinrichtung
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4.5.1 Statische Histomorphometrie

Die Auswertung erfolgte mit dem PC-gestutzten Bioquandt
Histomorphometriesystem.

Abbildung 14: Histomorphometrie-Arbeitsplatz mit Bioquandt-System
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4.6 Kontaktradiographie
Beckenkammbiopsien, Femora und Lendenwirbelsaule aller Schafe wurden mit
Kontaktradiographie analysiert, es wurde eine Faxitron Ro&ntgenkammer

(Faxitron Xray Corp., Wheeling, lllinois, USA) verwendet.

L

Abbildung 15: Rontgenkammer flr die Anfertigung der Kontaktradiographien

4.7 Statistische Analysen

Die Daten werden in der Form: MittelwerttStandartabweichung des Mittelwertes
angegeben. Statistische Abweichungen zwischen den Gruppen (n=3) wurden
mit dem T-Test ermittelt. Das Signifikanzniveau ist durch Sternchen

gekennzeichnet *p<0,05, **p<0,01.
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5 Ergebnisse

5.1 Intracerebroventrikulare Langzeitinjektion, Versuchstiere
Die neurochirurgische Anlage des Katheters erfolgte bei allen Schafen

problemlos, es zeigten sich keine lokalen oder systemischen Komplikationen.

Das Allgemeinbefinden der Schafe und die artgerechte Bewegungsfreiheit der

Tiere blieben wahrend der gesamten Versuchsdauer uneingeschrankt.

Die verabreichte Leptindosis erreichte wie beabsichtigt keine erkennbare
systemische Wirkung, da das Korpergewicht der Versuchsgruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe keine signifikante Verminderung zeigte.

5.2 Kontaktradiographien
Bereits in den Kontaktradiographien, die von den Gewebsproben vor der
weiteren histologischen Aufarbeitung angefertigt wurden, sind schon mit

bloRem Auge Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen erkennbar.

Obwohl Nativrontgenaufnahmen keine hohe Sensitivitat in der quantitativen
Untersuchung der Knochendichte erzielen, zeichnet sich schon eine Tendenz
zur Osteopenie des spongidsen Knochens in der mit Leptin behandelten

Versuchstiergruppe ab.

Im Bereich der Kortikalis kann diese Tendenz nicht beobachtet werden.
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Kontrolle CSF Leptin

BK-
Biopsie

Wirbel-
korper

Femur-
diaphyse

distaler
Femur

Abbildung 16: Kontaktradiographische Darstellung der makroskopischen Praparate
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5.3 Histomorphometrie

Die detailierten strukturellen Veranderungen der kndchernen Mikroarchitektur
wurden durch statische Histomorphometrie analysiert. Die genaue
Quantifizierung des Knochenvolumens konnte fur die  unterschiedlichen
Skelettabschnitte durchgefiihrt und zwischen den Versuchsgruppen verglichen
werden.

Es wurden dafir von allen Versuchstieren Beckenkammbiopsien,

Lendenwirbelkorper und distale Femurepiphysen verwendet.

Kontrolle CSF Leptin
17 7
Biopsie \
ANEIN
BV/TV [%] 12,442 6**
Wirbel-
korper
BV/TV [%] 35,2+3,2
distaler
Femur
¢! 'N'C
B ‘”9‘
BV/TV [%] 26,4422 15,443,1*

Abbildung 17: Von Kossa / van Gieson Darstellung der histologischen Praparate. Es zeigt sich
eine signifikante Verringerung der trabekularen Knochenmasse in der mit Leptin behandelten

Gruppe
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Kontrolle CSF Leptin

BK-
Biopsie

Wirbel-
korper

distaler
Femur

Abbildung 18: Darstellung der histologischen Praparate in Toluidinblaufarbung.
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Die Untersuchungen an von Kossa / van Gieson und Toluidinblau gefarbten
Schnittpraparaten zeigten in der mit Leptin behandelten Gruppe eine Abnahme
des trabekularen Knochenvolumens in allen untersuchten Regionen gegenuber
den beiden Kontrollgruppen. In der ovarektomierten und neurochirurgisch
operierten Vergleichsgruppe, die keine Leptinapplikation erhalten hatte, zeigte
sich lediglich in den Beckenkammbiopsien ein signifikanter, aber geringerer

Ruckgang des trabekularen Knochenvolumens.

BK-Biopsie Wirbelkorper distaler Femur

Bone volume/Tissuevolume (%)

. :
CSF

Leptin

Bone volumelTissuevolume (%) Bone volume/Tissuevolume (%)

25,00
40,00

20,00 | 40,00 |

15,00 | i 30,00 | ” 30,00 7
10,00 | 20,00 | 20,00 -
5,00 I 10,00 I 10,00 L
0,00 — 1 0,00 + 1 0,00 -

s
Kontrolle CSF Leptin Kontrolle CSF Leptin Kontrolle

Abbildung 19: Darstellung des Trabekuldren Knochenvolumens als Anteil des gesamten
Gewebevolumens (BV/TV [%]) im Saulendiagramm. Die mit Leptin behandelte Gruppe weist in
allen untersuchten Bereichen einen signifikanten Riickgang des trabekuldaren Knochenvolumens
auf, in der ovarektomierten Vergleichsgruppe zeigt sich lediglich in der Beckenkammbiopsie ein

signifikanter, aber geringerer Verlust.

Die detailierte Gegenuberstellung der statisch-histomorphometrischen
Strukturparameter ermdglichte eine genauere Charakterisierung des ermittelten
Knochenmasseverlustes.

Der in der Leptin — Gruppe ermittelte Knochenmasseverlust konnte bei
genauerer Betrachtung in erster Linie auf eine signifikante Zunahme des
trabekuldren Abstandes bei abnehmender Anzahl trabekularer Strukturen

zuruckgefuihrt werden.
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Trabecular Thickness (um) Trabecular Separation (um) Trabecular Number (mm') Bone volumelTissuevolume (%)
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BK- . o | ) o0 | B
. . ‘ % - 600,00 | 150 15,00
Biopsie - ‘ |
‘ 400,00 ‘ 1,00 10,00
G | 20000 0550 I 500
0,00 —— 8 0,00 +—— — — 0,00 +— g — 1 0,00 +— — — —
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Abbildung 20: Vollstdndige Darstellung der relevanten statisch-histomorphometrischen
Parameter im Saulendiagramm. Der in der Leptin — Gruppe ermittelte Knochenmasseverlust
kann auf eine signifikante Zunahme des trabekuldren Abstandes (Trabecular Separation) bei

abnehmender Anzahl trabekularer Strukturen zurtickzuflhren ist.

In Ubereinstimmung mit dem aus der Beurteilung der Kontaktradiographien
gewonnenen Eindruck, konnten in transversalen Schnitten der Femurdiaphysen
keine signifikanten Unterschiede der Kortikalisdicke zwischen den
unterschiedlichen Versuchstiergruppen beobachtet werden

Samtliche beobachteten Veranderungen betrafen somit ausschliellich das

trabekulare Kompartiment.
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6 Diskussion

Die im Rahmen dieser Dissertation besprochenen Ergebnisse aus der
kontaktradiographischen und histomorphometrischen Analyse von
Gewebeproben sind Teil der Auswertung eines Experimentes zur Erforschung
der zentralen Steuerung der Regulation der Knochenmasse von Schafen.

Es wurde versucht, durch neurochirurgische Intervention und
intracerebroventrikulare  Behandlung mit Leptin einen Verlust von
Knochenmasse zu induzieren.

Neben den hier beschriebenen Verfahren wurden unter anderem auch zellulare
Histomorphometrie, dynamische Histomorphometrie, chemische Analysen von
Urin- und Serumproben sowie y-CT-Untersuchungen durchgefihrt.

Diese Arbeit ist der Grundlagenforschung dienlich, indem sie das allgemeine
Verstandnis der Knochenphysiologie fordert, wobei insbesondere die
Verbindung zwischen Zentralem Nervensystem und Skelett, sowie die
Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Experimenten mit Nagetieren auf groRere
Saugetiere (was den nachsten notwendigen Schritt auf dem Weg zur
Ubertragbarkeit auf die menschliche Physiologie darstellt) erforscht werden.

Als erste Schritte zur Entwicklung eines zur Erforschung von neuen
Behandlungsverfahren (medikamentose Therapie, Osteosynthesetechniken
etc.) geeigneten Grofdtiermodelles leisten die hier vorgestellten Ergebnisse
einen Beitrag zur klinischen Behandlung von Patienten mit Erkrankungen des
Knochenstoffwechsels wie z.B. Osteoporose.

Es konnte in dieser Untersuchung gezeigt werden, dass durch kontinuierliche
Infusion von Leptin in den lateralen Ventrikel von weiblichen ovarektomierten
Schafen eine Osteopenie erzeugt wurde. Dieser bei Mausen beobachtete Effekt
lie sich auf das Schaf Ubertragen und in dieser Applikationsform bereits in
Dosisbereichen beobachten, die zu keinen Auswirkungen auf Appetit und
Korpergewicht  fuhrten, wie sie fur Leptin  beschrieben  sind.
Diese Ergebnisse sind der erste experimentelle Beleg fiir die Ubertagbarkeit der
antiosteogenen Wirkung von Leptin zwischen Maus und Schaf und somit ein
deutlicher Hinweis dafir, dass die zentrale Regulation des Remodelings ein

generelles Prinzip in der Skelettphysiologie darstellt.
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Die weitreichende Bedeutung dieser Entdeckung wird erkennbar, wenn man
die wesentliche Bedeutung des Remodelings fur die Skelettfunktion und
Regulation der Knochenmasse betrachtet. Fast alle erworbenen
Skeletterkrankungen lassen sich auf eine Stérung des Remodeling
zuruckfuhren (Karsenty 1999, Karsenty und Wagner 2002, Harada und Rodan
2003).
Ruckblickend kénnen verschiedene Beobachtungen aus mehreren Studien mit
den hier vorliegenden Ergebnissen in Zusammenhang gebracht werden, in
denen schon friher Hinweise gesammelt wurden, die den Verdacht hatten
aufbringen koénnen, dass eine zentrale Steuerung oder zumindestens
Beeinflussung des Knochenwachstums existiert:
- bei Patienten mit Schadel-Hirn-Traumata wurden eine Steigerung der
Osteogenese und heterotope Ossifikationen beobachtet
(Trentz et al. 2005, Morley et al 2005, Rigaux et al. 2005)
- Patienten mit CRPS Typ | weisen postraumatisch regionale Osteopenie
auf, die von der autonomen Inervation beeinflusst ist
(Sudeck 1900, Schwartzmann 2000)
- bei Patienten unter R-Blocker Langzeitmedikation wurde eine verringerte

Frakturneigung beobachtet (Pasco et al 2004)

Die These einer zentralen Steuerung des Knochenwachstums wurde zuerst bei
Beobachtung einer hohen Knochenmasse bei Leptindefizienten (ob/ob) Mausen
aufgestellt und durch den Nachweis der antiosteogenen Wirkung von
intracerebroventrikularer Leptinapplikation im Mausmodell belegt (Ducy et al.
2000, Takeda et al. 2002).

Das hier vorgestellte Modell Iasst erkennen, dass durch kontinuierliche
Applikation von Leptin in die Liquordume des Gehirns auch beim Schaf eine
Beeinflussung des Knochenwachstums erreicht werden kann. Es wird dadurch
gezeigt, dass eine zentrale Komponente der Steuerung des
Knochenwachstums existiert. Diese Ergebnisse zeigen jedoch keinen
Widerspruch zu den bisher etablierten lokalen Steuerungsmechanismen des

Knochenwachstums oder den fir Leptin beschriebenen peripheren,
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systemischen und zentralnervosen Effekten auf. Die Vermutung, dass das

Knochen-Remodeling auf verschiedenen Ebenen reguliert wird liegt nahe.

Den hier vorgestellten Ergebnisse kommt der Stellenwert einer Pilotstudie zu,
es mussen noch groflere Versuchstiergruppen untersucht werden um
Beweisniveau zu erreichen. In weiteren Experimenten wurde beispielsweise am
Schaf der Knochenphenotyp nach stereotaktischer Isolation von Hypothalamus
und Hypophyse untersucht (Pogoda 2006). Dariber hinaus bietet die weitere
Untersuchung z.B. der Signalkaskade der zentralen Steuerung des
Knochenwachstums, die unter anderem durch Leptin beeinflusst wird, noch

viele offene Fragestellungen.
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7 Zusammenfassung

Die steigende Bedeutung der Knochenstoffwechselerkrankungen, insbesondere
der Osteoporose, zeigt sich in sozialen und wirtschaflichen Auswirkungen auf
unsere Gesellschaft und individuell nicht selten in dramatischen Konsequenzen

fur Lebensqualitat und Existenz des einzelnen Menschen.

Eine weitere Erforschung des Knochenstoffwechsels ist demnach unabdingbar,
da neue Verfahren zur Behandlung und Pravention dieser Erkrankungen
bendtigt werden. Dafur ist unter anderem die Etablierung eines sinnvollen

Grofdtiermodelles essentiell.

Diese Untersuchung ist Teil eines Projektes zur Entwicklung eines neuen

Groftiermodelles, das folgenden Anforderungen gerecht werden soll:

- Zur Annaherung an die menschliche Physiologie, im Dienste
sowohl der Grundlagenforschung als auch um makroskopische
Experimente (z.B. OP-Techniken, Frakturversuche etc.) mit
Relevanz fur zukunftige Behandlungskonzepte zu ermdglichen
sollen die eingesetzten Tiere dem Menschen vergleichbare

skelettale und hormonelle Eigenschaften haben.

- Um eine Verwendbarkeit bei weiterer Forschung Uberhaupt zu
ermaoglichen, mussen die zur Osteopenie — Induktion
vorgenommenen MafRnahmen bei Grofitieren mit langerem
Generationszyklus und unter Berlcksichtigung der im Vergleich
zum Nagetier wesentlich aufwandigeren Haltung bezahlbar

bleiben.

- Eine humane Lésung zur Osteopenie-Induktion muss aus
ethischen Grinden gefordert werden und bietet zudem den
wissenschaftlichen Vorteil, dass die Versuchstiere so in ihrer
artgerechten Lebensweise wenig beeintrachtigt die Moglichkeit
bieten z.B. mechanische Fragestellungen unter physiologischen

Bedingungen zu untersuchen.
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- Eine osteoporoseverursachende Behandlung ohne wesentliche

systemische Nebenwirkungen ware winschenswert.

Als geeignetes Groldtier wurde das Schaf ausgewahlt, fur welches bereits

umfangreiche Erfahrungen aus Osteosyntheseexperimenten bestehen.

Das Schaf weist dem menschlichen Hormonsysthem ahnliche Prinzipien auf, es
vefugt Uber ein dem Menschen vergleichbares Skelettsystem mit der
Eigenschaft des Remodeling und Havers' schen Kanalen (Thorndike und
Turner 1998, Turner 2002, Goodman 1994).

Wegen der unvollstandigen Kenntniss des genetischen Codes beim Schaf und
der wirtschaftlichen  Unmoglichkeit  Veranderungen  durch  gezielte
Inzuchtkreuzung herbeizufihren musste von den im Mausmodell etablierten
Verfahren abgewichen werden, trotzdem konnten die gewonnenen
Erkenntnisse genutzt werden, indem die im Mausmodell erforschten
Eigenschaften des Leptins erfolgreich zur Osteopenie - Induktion eingesetzt

werden konnten.

Nach neurochirurgischer Instrumentierung des lateralen Ventrikels konnte
mittels intracerebroventrikularer Langzeit-Leptinapplikation eine signifikante

Osteopenie erzeugt werden.

Die erzeugten Veranderungen wurden in dieser Arbeit mit radiologischen und
histomorphometrischen  Verfahren untersucht, Daten aus weiteren
histologischen, radiologischen und laborchemischen Untersuchungen

bestatigten diese Ergebnisse.

Es ist somit durch dieses Experiment ein erster Schritt sowohl zur Entwicklung
eines ethisch vertretbaren, wirtschaftlichen und wissenschaftlich vielfaltig
nutzbaren aussagekraftigen GroRtiermodells, als auch zur Ubertragung von
Ergebnissen aus Nagetierexperimenten in Annaherung an die menschliche

Physiologie getan worden
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Zusammengenommen bilden diese Daten den direkten Hinweis fur die Existenz

einer zentralen Komponente der Wirkung des Leptins auf den Knochenumbau

jenseits der Nagetiere.
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9.2 Verzeichnis der verwendeten Abklirzungen

BK
BV/TV
CART
Chr.
CRPS
CSF
icv
IGF

L
LepRa-LepRf
u-CT
ob/ob
OP
OPG

ovX

RANKL

SNS

ZNS

Beckenkamm

Bone volume per tissue volume

Cocain and amphetamin regulated transcript
Chromosom

Complex regional pain syndrom
Cerebrospinal fluid (,kunstlicher Liquor®)
intracerebroventrikular

Insulin-like growth factor
Lumbalsegment (+Nummer)
Leptinrezeptor (Subtypen a-f)
Mikro-Computertomographie
Obesity-Gen

Operation

Osteoprotegerin

ovarektomiert

Signifikanzwert

Receptor activator of NF-kB ligand
Symphatisches Nervensystem

Vena

Zentrales Nervensystem
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