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1 Einleitung

1.1 Die Arbeit

Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das multiplen Regulationsmechanismen
unterliegt, von denen einige noch unerforscht und unverstanden sind. Bedingt durch
dieses Unverstandnis gibt es bisher nur wenige therapeutische und prophylaktische
Malnahmen, mit denen in den Knochenstoffwechsel eingegriffen werden kann. Da-

her kdnnen zahlreiche Knochenerkrankungen bislang nur palliativ therapiert werden.

Osteoporose ist die haufigste Knochenerkrankung des alten Menschen und geht mit
einem Verlust der Knochenmasse einher. Bislang stand vor allem die postmenopau-
sale Osteoporose im Mittelpunkt der Aufmerksamkeit. Auf Grund des demografi-
schen Wandels jedoch erlangt die senile Osteoporose, von der auch Manner be-
troffen sind, zunehmend an Bedeutung. Einigkeit besteht mittlerweile dartiber, dass
eine Kombination aus Bewegungstherapie, Lebensstilveranderung, Ernahrungs-
umstellung und spezifischer pharmakologischer Therapie die grofdten Erfolge erzielt.
Insgesamt handelt es sich bei der Osteoporosetherapie um eine Palliativtherapie, die
darauf abzielt ein weiteres Fortschreiten des Knochenverlustes sowie pathologische
Frakturen zu vermeiden. Das ist auch der Tatsache geschuldet, dass die Osteoporo-
se haufig erst durch pathologische Frakturen auffallt, wenn der Knochen bereits
bedrohlich ausgedinnt ist. Eine kurative Therapie, die den Knochen aktiv aufbaut,

gibt es jedoch nicht.

Da seit einigen Jahren bekannt ist, dass die maximale Knochendichte, die bereits
zum Zeitpunkt der frihen Adoleszenz vorliegt, in einem entscheidenden Zusammen-
hang zum Risiko spaterer osteoporotischer Frakturen steht, wurden neben therapeu-
tischen auch zunehmend prophylaktische Ansatze entwickelt. Jedoch zielen Prophy-
laxestrategien durch korperliche Aktivitat bisher hauptsachlich darauf ab, die Koordi-
nation und Muskelkraft zu verbessern um Stirze und damit verbundene Frakturen zu
vermeiden. Die Frage, welche koérperliche Aktivitat dariber hinaus auch den Aufbau
in gesundem Knochen fordert und damit die prophylaktisch wirksame maximale

Knochendichte erhoht, ist noch nicht beantwortet.

Auch die bisherige pharmakologische Osteoporosetherapie ist noch nicht vollends
ausgereift. Viele der vorhandenen Pharmaka schitzen lediglich den noch vorhan-
denen Knochen vor weiterem Knochenabbau, einige haben bei osteoanaboler

Wirkung ein ausgepragtes Nebenwirkungsprofil.
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Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel dieser Arbeit sowohl ein spezielles Laufband-
training als auch eine pharmakologische Therapie zu entwickeln, die im Mausmodell
in gesundem Knochen zu einem aktiven Knochenaufbau fuhren, um damit der

Prophylaxe und Therapie der Osteoporose einen Schritt naher zu kommen.

1.2 Der physiologische Knochen

1.2.1 Die makroskopische und mikroskopische Struktur des Knochens

In dieser Arbeit werden ausschliel3lich lange Réhrenknochen betrachtet. Im Quer-
schnitt durch einen Rohrenknochen konnen makroskopisch zwei verschiedene
Anteile unterschieden werden: die auRere kompakte Schicht, Substantia compacta,
und die innere schwammartige Schicht, Substantia spongiosa. Im weiteren Verlauf
werden hierflr ausschlieRlich die Begriffe kortikaler (Compacta) und trabekularer
(Spongiosa) Knochenanteil verwendet. Abbildung 1 stellt schematisch den Aufbau
eines Rohrenknochens dar. Der mittlere Anteil wird als Diaphyse bezeichnet, hier
befindet sich umhullt von der kortikalen Knochenschale das Knochenmark. Im Saug-
lingsalter findet hier Blutbildung statt, man spricht daher von rotem Knochenmark. Im
Erwachsenenalter hingegen findet die ossare Blutbildung hauptsachlich in Platten-
und kurzen Rohrenknochen statt, sodass das Knochenmark in den langen Rdéhren-
knochen atrophiert und durch Fettzellen ersetzt wird und damit zu gelbem Fettmark
wird. Der Ubergang von Diaphyse in Epiphyse wird gebildet durch die Metaphyse.
Hier finden sich neben der kortikalen Knochenschale auch vereinzelte Knochenbalk-
chen. Die Epiphysen bilden auf beiden Seiten die Enden des Roéhrenknochens und
bestehen neben einer dinnen Kortikalis fast ausschlieB3lich aus trabekularem Kno-
chen. In den Rdumen zwischen den Trabekeln befindet sich auch hier Knochenmark.
Darlber hinaus befinden sich hier die Epiphysenfugen, die wahrend der Kindheit und

Adoleszenz fur das Langenwachstum der Réhrenknochen verantwortlich sind.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Réhrenknochens

Quelle: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1b/EpiMetaDiaphyse.jpg

(09.07.14)
Histologisch betrachtet besteht der Knochen aus zellularen Bestandteilen und extra-
zellularer Matrix. Bei den zellularen Bestandteilen handelt es sich um Osteozyten,
Osteoblasten und Osteoklasten (siehe unten). Bei der extrazellularen Matrix kann ein
organischer und ein anorganischer Anteil unterschieden werden. Der anorganische
Teil besteht aus Mineralien, hauptsachlich aus Hydroxylapatit (Kalziumphosphat-
komplexe). Der organische Anteil besteht zu 95 % aus Kollagen Typ 1 und dartber
hinaus aus Proteoglykanen und Glykoproteine (Osteonectin, Osteopontin, Osteo-
calcin). Die Glykoproteine scheinen durch die Bindung von Kalzium die Verkalkung

der Knochenmatrix zu fordern (Junqueira et al. 2005).

Bei langen Rohrenknochen handelt es sich um Lamellenknochen. Dabei bildet die
Knochenmatrix Lamellen, die sich in Schichten um den sogenannten Havers-Kanal
anordnen. Die Osteozyten liegen vereinzelt zwischen den Lamellen und kommunizie-
ren Uber Zellauslaufer, die wiederum in kleinen Kanalen verlaufen, miteinander.
Innerhalb einer Lamelle verlaufen die Kollagenfasern parallel, von Lamelle zu
Lamelle wechseln sie jedoch ihre Verlaufsrichtung. Die zentral gelegenen Havers-
Kanale verlaufen entlang der Diaphyse und stehen mit der Knochenmarkshohle, dem
Periost und Uber quer verlaufende sogenannte Volkmann-Kanale auch miteinander
in Verbindung und stellen so die Versorgung der Knochenmatrix sicher. Die Einheit
aus Kanal und Lamellen werden als Osteone bezeichnet und bilden die Baueinheit
des Lamellenknochens. Im kortikalen Knochenanteil gibt es daruber hinaus noch

eine sogenannte aullere und innere Generallamelle, die jeweils an das Periost bzw.



1 Einleitung 4

das Endost angrenzen und somit die kortikale Knochenschale nach auf3en und innen

abgrenzen (Junqueira et al. 2005).

Der trabekulare Knochen bildet neben dem Knochenmark das Innenleben eines
jeden Knochens aus und unterliegt deutlich schnelleren Umbauprozessen als der
kortikale Knochen. Im trabekularen Bereich ist das Knochenmaterial in Balkchen,
sogenannte Trabekel, angeordnet. Dabei ist die Ausrichtung der Trabekel von der
Belastungsrichtung der jeweiligen Knochen abhangig. Es gibt verschiedene Trabe-
kelformen, man unterscheidet platten- von stabférmigen Trabekeln. Wahrend in
gesundem Knochen hauptsachlich plattenféormige Trabekel vorkommen ist der
ausgedunnte, osteoporotische Knochen durch stabchenférmige Trabekel gekenn-
zeichnet (van Ruijven et al. 2005, Moreno et al. 2012). In Réhrenknochen befindet
sich der trabekulare Knochenanteil hauptanteilig in den Epiphysen und vereinzelt
auch in den Metaphysen, in platten Knochen wird zum Teil sogar der gesamte

Knochenkdrper mit trabekularem Knochenmaterial ausgefulit.

1.2.2 Knochenbildung und peak bone mass

Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das einem standigen Umbau unterliegt. Ver-
antwortlich fir diesen Umbau sind neben den Osteozyten die beiden Hauptgruppen
der knochenbildenden Zellen, die Osteoblasten und Osteoklasten. Osteozyten sind
mechanosensitiv und sorgen durch Aktivierung bzw. Hemmung der Osteoblasten und
Osteoklasten daflir, dass die Knochenbildung den entsprechenden mechanischen
Erfordernissen angepasst wird (Silbernagl et al. 2013). Osteoblasten gehen aus
mesenchymalen Progenitorzellen hervor und sind Uber die Proteinsynthese und
Regulation der Mineralisation mafigeblich am Knochenaufbau beteiligt. Osteoklasten
hingegen entstehen aus Monozyten und bewirken nach Aktivierung den Abbau von

mineralisierter Knochenmasse.

Bei der Knochenbildung unterscheidet man eine direkte (desmale) von einer indirek-
ten (chondralen) Ossifikation. Die langen Roéhrenknochen entstehen ausschlief3lich
durch chondrale Ossifikation, weshalb hier lediglich diese Form des Knochenwachs-
tums erldutert wird. Hierbei entsteht zunachst ein Primordialskelett aus hyalinem
Knorpel. Die Chondrozyten des knorpeligen Modells hypertrophieren, gehen
daraufhin zugrunde und hinterlassen sogenannte Lakunen. Die Knorpelmatrix wird
von Osteoklasten und Chondroklasten zum Teil abgebaut und zu einem anderen Teil

verkalkt. In die Lakunen der atrophierten Chondrozyten wandern mesenchymale
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Stammzellen ein, die sich unter dem Einfluss von BMP (Bone morphogenetic protein)
zu Osteoblasten entwickeln und die Reste der Knorpelmatrix durch Knochenmatrix
ersetzen (Junqueira et al. 2005, Ldllmann-Rauch et al. 2009). Je nachdem, ob die
Knochenbildung vom Inneren oder AuReren des Réhrenknochens ausgeht, spricht

man von einer enchondralen oder perichondralen Ossifikation.

Die Knochenbildung beginnt bereits intrauterin wahrend der Embryonal- und Fetal-
phase. Dabei hat der Kalzium- und Vitamin D-Haushalt und damit auch die Ernah-
rung der Mutter einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung und Qualitat des
kindlichen Knochens (Ebeling et al. 2013). In den ersten Lebensdekaden nimmt die
Knochenmasse stetig zu bis sie zwischen der zweiten und dritten Lebensdekade ihre
maximale Dichte erreicht. Diese wird dann als peak bone mass bezeichnet. Sie ist
sowohl von genetischen Faktoren als auch von der Ernahrung und der korperlichen
Aktivitat wahrend der Kindheit und frihen Adoleszenz abhangig (Tenforde et al.
2011, Mitchell et al. 2015). Ab der vierten Lebensdekade nimmt die Knochenmasse

tendenziell eher ab.

1.2.3 Regulation des Knochenstoffwechsels

Die einzelnen knochenbildenden Zellen unterliegen verschiedensten komplexen
Regulationsmechanismen, die durch das Zusammenspiel zahlreicher Faktoren
entstehen. So werden Osteoblasten durch Wachstumsfaktoren (TGFbeta, FGF,
PDGF, IGF) stimuliert und exprimieren sowohl die Bestandteile der organischen
Knochenmatrix (Typ 1 Kollagen, Osteopontin, Osteocalcin) als auch die knochen-
spezifische alkalische Phosphatase, die wiederum durch Spaltung von Pyrophosphat
die Mineralisation fordert (Silbernagl et al. 2013).

RANK
'\ @
RANKL

Abbildung 2: Osteoblasten-Osteoklasten-Regulation

Vereinfachte schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Osteoklasten
(OC) und Osteoblasten (OB).

Die Regulation der Osteoklasten erfolgt durch die Osteoblasten tber eine Wechsel-
wirkung zwischen RANK, RANKL und OPG und ist sehr vereinfacht in Abbildung 2
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dargestellt. Dabei werden Osteoklasten, die den Rezeptor RANK tragen, durch den
von Osteoblasten gebildete Liganden RANKL aktiviert. Daruber hinaus werden
Osteoklasten Uber M-CSF (makrophage colony-stimulating factor) stimuliert. Die
Hemmung der Osteoklasten und damit des Knochenabbaus erfolgt durch Osteo-
protegrin (OPG), ein Zytokin, das ebenfalls von Osteoblasten gebildet wird und den
Rezeptor der Osteoklasten okkupiert und damit die Aktivierung durch RANKL
verhindert (Abb. 2). Aktivierte Osteoklasten bilden sogenannte Resorptionslakunen,
in denen sie durch die Sekretion von Protonen den Umgebungs-pH senken und
dadurch den Knochen entmineralisieren. Darlber hinaus bauen sie durch Proteasen

die organische Knochenmatrix ab (Silbernagl et al. 2013).

Der Ubergeordnete Regler des Knochenstoffwechsels ist die Plasmakonzentration
von Kalzium und Phosphat. Bei Kalziummangel fuhrt das in den Nebenschilddrisen
produzierte Parathormon akut zur Demineralisierung des Knochens und damit zur
Bereitstellung von Kalzium. Langerfristig fuhrt es zur Aktivierung von Osteoblasten
und Osteoklasten, jedoch Uberwiegt auf Dauer der Knochenabbau (Silbernagl et al.
2013). Daher kann es sowohl bei einem primaren als auch sekundaren Hyperpara-
thyreoidismus zu einer Osteopenie bzw. zu einer renalen Osteopathie kommen
(Herold et al. 2012). Neben der Osteolyse fordert das Parathormon auch eine ver-
mehrte renale Kalziumrickresorption und induziert die Bildung von Calcitriol. Dieses
wiederum fordert Uber die Stimulation des Vitamin D Rezeptors die Bildung von
Knochenmatrixproteinen. Darlber hinaus fordert Calcitriol iber RANKL und M-CSF
auch die Bildung reifer Osteoklasten und unterstitzt damit sowohl Knochenaufbau

als auch -abbau.

Calcitonin wird als Hormon der medullaren Schilddrisenzellen durch eine Hyper-
kalzamie stimuliert und wirkt durch Hemmung der Osteoklasten einer zusatzlichen
Kalziumfreisetzung entgegen. Ostrogene hemmen die Apoptose der Osteoblasten
und fordern die Apoptose der Osteoklasten und unterstitzen damit ausschlieldlich
den Knochenaufbau (Manolagas et al. 2013, Silbernagl et al. 2013). Aus diesem
Grunde kann es postmenopausal durch einen Ostrogenmangel zu einem Ungleich-
gewicht zwischen Knochenauf- und -abbau zugunsten des Abbaus kommen, was
wiederum zu einer verminderten Knochenmasse fuhren kann (Herold et al. 2012).
Glukokortikoide hingegen hemmen die Bildung des Calcitriols sowie des Typ-1 Kolla-

gens und foérdern somit den Knochenabbau, weshalb bei einer Langzeitgluko-
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kortikoidtherapie immer auch Calcitriol substituiert werden sollte. Insulin stimuliert die

Bildung der Knochenmatrix (Silbernagl et al. 2013).

Durch diese Regulationsmechanismen unterliegt der Knochen einem anhaltenden
Wechsel zwischen Auf- und -abbau, der auch als Remodeling bezeichnet wird. Unab-
hangig von diesem standigen Umbau ist in den ersten beiden Lebensdekaden eine
eindeutige Tendenz zum Knochenaufbau bis hin zum Erreichen der peak bone mass
zu verzeichnen. Dieser ist durch dieselben oben genannten Regulationsmecha-
nismen bedingt. Auf diese Mechanismen kann von auf3en durch die Ernahrung,
durch koérperliche Aktivitat und Pharmaka Einfluss genommen werden (Harvey et al.
2014, Mitchell et al. 2015).

1.3 Knochenmasseveranderungen und Osteoporose

Wie in Einzelfallen schon angedeutet kann es durch Defekte der knochenbildenden
Zellen, Erkrankungen der hormonproduzierenden Organe oder fehlerhafte Regula-
tionsmechanismen zu einem gestorten Knochenstoffwechsel kommen. Je nachdem
ob der Knochenauf- oder -abbau gestort ist, kommt es zu einem Mangel (Osteo-

penie, Osteoporose) oder Uberschuss (Hyperostose) an Knochenmasse.

Im Folgenden sollen einige Beispiele fur einen gestérten Knochenstoffwechsel aufge-
fuhrt werden. Beim Paget-Syndrom handelt es sich um eine Erkrankung, die in 30 %
der Falle mit einer Mutation des RANK-Gens assoziiert ist und am haufigsten die
Beckenknochen und lange Rdhrenknochen befallt. Bei der Paget Krankheit kommt
es in der Fruhphase zu einem unkontrolliert gesteigerten osteoklastaren Knochen-
abbau, der gefolgt wird von einem ungeordneten Uberschiellienden Knochenanbau in
der Spatphase. Die Folgen sind aufgetriebene, weniger stabile Knochen sowie
Deformierungen der langen Réhrenknochen (Herold et al. 2012; Piper et al. 2007).
Unter Osteomalazie versteht man die mangelhafte Mineralisation der organischen
Knochenmatrix nach Abschluss des Knochenwachstums. Dadurch kommt es im
Erwachsenenalter zu einer Erweichung der Knochen und generalisierten Knochen-
schmerzen. Die infantile Form wird als Rachitis bezeichnet und geht auf Grund der
gestorten Mineralisation der Epiphysenfugen mit einer Epiphysendysplasie sowie mit
Deformierungen der Réhrenknochen einher. Ursache der Osteomalazie und Rachitis
ist in den meisten Fallen ein Mangel an Vitamin D oder eine Stérung im Vitamin D
Stoffwechsel (Herold et al. 2012; Piper et al. 2007). Der Osteopetrosis liegt ein
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Defekt der Osteoklastenfunktion zugrunde. Wahrend die Knochenbildung normal
verlauft, findet der Knochenabbau je nach Schweregrad vermindert oder gar nicht
statt. Es kann zu einer Verengung der Hirnnervenaustrittsstellen mit entsprechenden
Lahmungserscheinungen sowie auf Grund der Verdrangung des Knochenmarks zu
einer Hepatosplenomegalie kommen. (Piper et al. 2007). Die Osteogenesis imperfec-
ta kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher Mutationen des fur das Typ-1 Kollagen
zustandigen Gens verursacht sein. Je nach Lokalisation der Mutation werden
Schweregrade der Erkrankung unterschieden. Von leichter Knochenbrichigkeit kann
es bis hin zu intrauterinem Fruchttod auf Grund multipler Knochenbriiche kommen
(Piper et al. 2007).

Auf die Osteoporose soll in dieser Arbeit das Hauptaugenmerk gelegt werden. Sie
stellt im héheren Lebensalter mit Abstand die haufigste Knochenerkrankung dar und
nimmt auf Grund des demografischen Wandels weiterhin an Bedeutung zu (Richards
et al. 2012). Osteoporose ist definiert als eine systemische Skeletterkrankung, die mit
einer niedrigen Knochenmasse, einer Veranderung der Mikroarchitektur des
Knochengewebes und einer gesteigerten Knochenbruchigkeit einhergeht. Um eine
manifeste Osteoporose handelt es sich erst, wenn zusatzlich zur nachgewiesenen
mangelhaften Knochendichte eine pathologische Fraktur diagnostiziert werden
konnte. Solange noch keine Frakturen vorliegen, spricht man von einer Osteopenie
(Herold et al. 2012; Piper et al. 2007).

15 % der postmenopausalen 50-60 jahrigen Frauen weisen eine verringerte Kno-
chendichte auf. Bei den Uber 70 jahrigen Frauen weisen sogar 45 % eine patholo-
gisch erniedrigte Knochendichte auf. Lediglich 17 % der Uber 70 jahrigen Manner
zeigen in der DXA Messung eine verminderte Knochendichte (Dachverband
Osteologie e.V. 2014).

Man unterscheidet die primare von der sekundaren Osteoporose, wobei sich diese
Einteilung nach der Ursache der Entstehung richtet. Die primare Osteoporose, die in
95 % der Falle vorliegt ist zum einen auf den postmenopausalen Ostrogenmangel
(Typ 1 postmenopausale Osteoporose) (Manolagas et al. 2013) und zum anderen
auf das hohe Lebensalter (Typ 2 senile Osteoporose) zurtickzuflihren. Die sekundare
Form kann bedingt sein durch eine endokrine Erkrankung wie z.B. einen Hyper-
kortisolismus oder einen Hypogonadismus, kann jedoch auch das Resultat einer

Mangelernahrung oder einer langanhaltende Immobilisation sein. Darlber hinaus
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kann die sekundare Osteoporose iatrogen verursacht sein, dabei handelt es sich in

den meisten Fallen um eine langjahrige Glukokortikoidtherapie (Herold et al. 2012).

Desweiteren kann die Osteoporose entsprechend ihrer Lokalisation in eine
lokalisierte und eine generalisierte Form unterteilt werden. Je nach Metabolismus
kann daruber hinaus zwischen einem Fast-loser und einem Low-loser Patienten
unterschieden werden. Wahrend der Fast-loser, bei dem sich die Osteoporose meist
in der fruhen Postmenopause manifestiert, jahrlich Uber 3 % der Knochendichte
verliert, ist der jahrliche Knochendichteverlust bei einem Low-loser deutlich geringer
(Herold et al. 2012).

Fur die Entstehung einer Osteoporose existieren zahlreiche Risikofaktoren. Zu den
therapeutisch nicht beeinflussbaren Faktoren zahlen das hohe Lebensalter, das
weibliche Geschlecht (Gudmundsdottir et al. 2010) sowie genetische Faktoren.
Desweiteren stellen laut Leitlinie der Dachverbandes Osteologie auch ein Mangel an
Geschlechtshormonen, korperliche Inaktivitat, Nikotinabusus, fehlende UV-Strahlung,
Untergewicht, eine mangelhafte orale Kalzium und Vitamin D Aufnahme und multiple
Stlrze Risikofaktoren flr die Entstehung einer Osteoporose und damit vergesell-

schafteter Frakturen dar.

DarUber hinaus ist die maximale Knochendichte, die in der zweiten bis dritten Le-
bensdekade erreicht wird, ein entscheidender pradiktiver Marker fur die Entstehung
osteoporotischer Frakturen. So geht eine hohe peak bone mass mit einem geringe-
ren Risiko einher, im spateren Lebensverlauf eine osteoporosebedingte Fraktur zu
erleiden (Coli 2013, Ebeling et al. 2013). Das bedeutet Mallnhahmen, die bereits in
der Kindheit und in der Adoleszenz zu einer Zunahme der Knochenmasse fuhren
und damit zu einer erhohten peak bone mass beitragen, konnen der Entstehung

spaterer osteoporotischer Frakturen entgegenwirken.

Charakteristische Symptome sind Knochenschmerzen sowie pathologische
Frakturen. Das Risiko fur pathologische Fakturen ist besonders hoch im Bereich des
Schenkelhalses sowie im Bereich der Wirbelsaule, wo sie zu einer messbaren
Abnahme der KorpergroRe fihren kdnnen (Horner et al. 2010; Piscitelli et al. 2010;
Stevens and Abrami 1964).

Diagnostisch maoglich ist zum einen eine Rontgenaufnahme der Wirbelsaule, in der
sich neben frischen Frakturzeichen auch charakteristische Formen der Wirbelkorper

nach Sinterungsfrakturen nachweisen lassen kdnnen. Eine weitere Mdglichkeit stellt
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die Messung der Knochendichte dar. Dabei gilt die Dual X-ray Absorptiometrie als die
Methode der Wahl. Hierbei wird die Flachendichte des Mineralgehaltes an der LWS
sowie am proximalen Femur und am Femurhals gemessen. Das Ergebnis der Mes-
sung wird als sogenannter T-Score angegeben, der die Standardabweichung vom
Mittelwert der maximalen Knochendichte gesunder Menschen im Alter von 30 Jahren
darstellt. Dartuber hinaus kann die Knochendichte auch mittels Quantitativer Compu-
tertomografie bestimmt werden, die eine echte Dichtemessung ermdglicht. Allerdings
kann hier nur die Spongiosadichte im LWS-Bereich bestimmt werden. Auch die
Sonografie stellt durch die Messung der Abschwachung des Schallstrahls eine
Moglichkeit zur Knochendichtemessung dar. Desweiteren sollte im Rahmen der
Osteoporosediagnostik ein Basislabor erfolgen um mdgliche Ursachen auszuschlie-
Ren bzw. nachzuweisen. Dazu gehdrt neben einem Differentialblutbild auch Entzin-
dungsparameter, Elektrolyte, Parathormon, TSH, Kreatinin, alkalische Phosphatase,
etc. Der Dachverband Osteologie empfiehlt in seiner Leitlinie eine Osteoporose
Diagnostik ab einem errechneten Sturzrisiko uber 20 % in den nachsten zehn Jahren
sowie regelhaft ab einem Lebensalter von 70 Jahren bei Frauen und ab einem
Lebensalter von 80 Jahren bei Mannern (Dachverband Osteologie e.V. 2014; Herold
et al. 2012; Piper et al. 2007).

Neben den reinen Knochenerkrankungen koénnen auch Knochenmetastasen im
Rahmen verschiedenster Malignomerkrankungen zu lokaler Instabilitat des Knochens
fuhren. Je nach Entitdt des Malignoms kénnen bestimmte Anteile des Skeletts
betroffen sein. Desweiteren kdnnen pharmakologische oder operative antiandrogene
Therapien im Rahmen von Malignomerkrankungen zu einem gestorten Knochen-
stoffwechsel fuhren und folglich mit einer mangelhaften Knochenmasse und / oder

-qualitat einhergehen (Rhee et al. 2015, etc.).

1.4 Therapeutische Ansatze zum Knochenaufbau

1.4.1 Leitliniengerechte Osteoporoseprophylaxe und -therapie

Laut den vom Dachverband Osteologie 2014 veroffentlichten Leitlinien werden allen
Risikopatienten unabhangig von einer spezifischen medikamentdsen Therapie allge-
meine Basismalnahmen zur Prophylaxe von Frakturen empfohlen. Diese Basismal3-
nahmen entsprechen im Allgemeinen auch der generellen Osteoporoseprophylaxe

unabhangig vom Risikoprofil. Zu diesen Basismalinahmen gehért vor allem die
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Vermeidung von Risikofaktoren. Dazu zahlt regelmalige koérperliche Aktivitat, die
zum einen die Muskelkraft fordern und zum anderen die Koordination verbessern
soll, aber ansonsten nicht naher spezifiziert wird. Desweiteren sollte das Sturzrisiko
sowohl durch die Anwendung adaptierter Hilfsmittel als auch durch die Vermeidung
von sturzbegunstigenden Medikamenten minimiert werden. Die Patienten sollten
taglich Uber die Nahrung 1000 mg Kalzium zu sich nehmen, falls diese Menge nicht
durch die Nahrungsaufnahme gewahrleistet werden kann, kann Kalzium supplemen-
tiert werden, allerdings sollte eine Gesamtmenge von 1500 mg nicht Uberschritten
werden. Auch wird eine tagliche 30-minltige Sonnenlichtexposition empfohlen. Wird
diese Expositionszeit nicht erreicht sollte eine tagliche Zufuhr von 800-1200 IE
Vitamin D3 in Erwagung gezogen werden. Daruber hinaus werden den Patienten
eine gesunde ausgewogene Ernahrung und die Vermeidung von Untergewicht
nahegelegt. Vitamin B12 und Folsaure kdnnen bei unzureichender Aufnahme mit der

Nahrung auch supplementiert werden. Ein Nikotinabusus sollte vermieden werden.

Ab einem errechneten Sturzrisiko von uber 30 % in den nachsten zehn Jahren
empfiehlt der Dachverband Osteologie unabhangig von Alter und Geschlecht bei
mittels DXA-Messung nachgewiesener verminderter Knochendichte eine spezifische
medikamentdse Therapie. Dabei werden im Einzelfall je nach T-Score und individuel-
lem Risikoprofil der Beginn und die Art der Therapie festgelegt. Bei der spezifischen

medikamentdsen Osteoporosetherapie stehen folgende Praparate zur Verfliigung:

Bisphosphonate senken das vertebrale und extravertebrale Frakturrisiko. Dazu
gehdren Alendronat, Risedronat und Zoledronat. Diese haben durch Hemmung der
Osteoklasten einen antiresorptiven Effekt. Zum Nebenwirkungsprofil zahlen gastro-

intestinale Beschwerden sowie in seltenen Fallen Osteonekrosen im Kieferbereich.

Strontiumranelat hat einen calcimimetischen Effekt und wirkt daher stimulierend auf
Osteoblasten und hemmend auf Osteoklasten. Dadurch kann das Risiko von
Wirbelsaulen- und Huftfrakturen gesenkt werden. Nebenwirkungen sind hier

besonders ausgepragt und betreffen auch hier den Gastrointestinaltrakt.

Raloxifen ist ein Selektiver Ostrogenrezeptor Modulator (SERM), der im Bereich des
Knochen- und Fettstoffwechsels agonistisch am Ostrogenrezeptor wirkt, jedoch keine
Wirkung auf Mamma und Uterus hat. Das Risiko fur vertebrale Frakturen wird
dadurch herabgesetzt, allerdings kann es auch zu klimakterischen Beschwerden

kommen.
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Bei Denosumab handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper, der an den
RANK Ligand bindet und dadurch die Osteoklasten hemmt. Er senkt das Risiko
vertebraler und nicht-vertebraler Frakturen und wird auch im Rahmen der anti-
androgenen Therapie bei Prostatakarzinomen zum Schutz vor vertebralen Frakturen

eingesetzt.

Parathormon (Teriparatid oder Parathormon rekombinant) wird bei komplizierten
Verlaufsformen der Osteoporose oder bei Hochrisikopatienten eingesetzt. Bei inter-
mittierender subkutaner Applikation des Parathormons Uberwiegt die knochenauf-

bauende Wirkung.

Ostrogene wirken bei postmenopausalen Frauen antiresorptiv und senken das
Frakturrisiko. Auf Grund des erhohten Herzinfarkt-, Thrombose-, Schlaganfall-, und

Mammakarzinomrisikos wird allerdings von einer Dauertherapie abgeraten.

Die oben aufgeflhrten Basismal3hahmen sollten Uber den Zeitraum des erhdhten
Frakturrisikos umgesetzt werden. Da es sich bei der Osteoporose um eine chroni-
sche Erkrankung handelt, bleibt das Frakturrisiko in den meisten Fallen lebenslang
erhoht. Die optimale Anwendungsdauer der Praparate ist auf Grund unzureichender
Studienlage nicht bekannt. Eine Langzeittherapie mit Bisphosphonaten steht sogar
im Verdacht das Risiko atypischer Frakturen zu erhdhen (Dachverband Osteologie
e.V. 2014; Herold et al. 2012; Piper et al. 2007; Drake et al. 2015).

1.4.2 Bereits erprobte Trainingsformen

Verschiedenste Formen von Bewegungstherapie und deren Effekte sowohl auf den
Knochen als auch auf zahlreiche andere Organsysteme wurden bereits in Studien
sowohl an Tieren als auch an Menschen untersucht (Tanaka et al. 2010, Baker et al.
2011, Su et al. 2001, Hind et al. 2006, Cheetham et al. 1987). Der positive Effekt von
korperlicher Aktivitat auf kardiovaskulare Erkrankungen sowie das metabolische
Syndrom bzw. deren Risikofaktoren ist weitldufig bekannt. Hier wird vor allem ein
Ausdauertraining bei moderater Belastung empfohlen (Fisher et al. 2015, Conti et al.
2015, Naderali et al. 2015, Nationale Versorgungsleitlinie Chronische KHK 2014). Da
Herz-Kreislauferkrankungen in den Industrielandern die haufigste Todesursache dar-
stellen, wurde dieser Trainingsform ein besonderer Stellenwert zugeteilt. Auf Grund
des demografischen Wandels nimmt auch die Inzidenz degenerativer Erkrankungen
zu. Dazu gehoéren Knochen- und Gelenkerkrankungen, allen voran Osteoporose und
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Arthrose. Aus diesem Grund wurden auch die Effekte der unterschiedlichen Trai-
ningsformen auf den Knochen und die Gelenke zunehmend zum Gegenstand der
Untersuchungen. So wurde bereits durch Lapvetelainen et al. 1995 nachgewiesen,
dass moderates Lauf(band)training, das Uber eine lange Zeit regelmaliig durch-
gefuhrt wird, die Entstehung von Arthrose férdern bzw. bereits vorhandene
Gelenkschadigungen aggravieren kann. Desweiteren ist Bewegungstherapie im
Allgemeinen heutzutage als Therapie und Pravention der Osteoporose anerkannt
(Barry et al. 2008, Gomez Cabello et al. 2012, Hind et al. 2006) und wurde bereits in
die Leitlinie des Dachverbandes Osteologie aufgenommen. Allerdings bleibt immer
noch fraglich, welche Trainingsform die geeignete ist um Knochenmasse aufzubauen
bzw. den Abbau der Knochenmasse beispielsweise im Rahmen einer Osteoporose

aufzuhalten (Turner et al. 2003).

Es wurden die verschiedensten Trainingsformen untersucht: Klettern (Mori et al.
2003), Vibrationsplatten (Butzeloff et al. 2015), Krafttraining (Almstedt et al. 2011)
und viele Varianten von Laufbandtraining (Morel et al. 2001, Meckel et al. 2009).
Diese Untersuchungen wurden unter verschiedenen Bedingungen durchgeflhrt, so
zum Beispiel an ovariektomierten Tieren (Butzeloff et al. 2015, Chang et al. 2011,
Iwamoto et al. 2005, Barengolts et al. 1992) oder bei glukokortikoidinduziertem
osteoporotischem Knochenstatus (Musumeci et al. 2012). Als Probanden wurden
sowohl Menschen als auch Tiere — in den meisten Fallen Mause oder Ratten —
verwendet. Die Compliance der menschlichen Probanden ist der der Tiere deutlich
Uberlegen, was die Durchfuhrung erleichtert. Jedoch kdnnen bei menschlichen Pro-
banden viele andere Einflussfaktoren auf den Knochenstoffwechsel nicht ausge-
schlossen und somit der Effekt des Trainings nicht isoliert betrachtet werden. Auler-
dem konnen die tierischen Knochen entnommen, detailliert mittels bildgebender
Verfahren und sogar histologisch untersucht werden, wahrend der menschliche
Knochen postinterventionell lediglich mittels bildgebender Verfahren untersucht
werden kann. Die DXA-Messung gilt dabei als die Methode der Wahl (Howe et al.
2011). Diese trifft eine Aussage Uber die Knochendichte, deren Aussagekraft Uber
die tatsachliche Knochenbeschaffenheit in Frage gestellt wird (Turner et al. 2003).
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1.4.3 Das hier angewandte Laufbandtraining

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. habil. Sven Bruhn, Institut fir Sportwissenschaft der
Universitat Rostock, wurde ein Laufbandtraining entwickelt, das eine osteoinduktive
Wirkung haben und damit eine Erhdhung der peak bone mass erreichen sollte.
Dieses Laufbandtraining zeichnet sich durch zwei Besonderheiten aus, denen in der
Entwicklungsphase eine potenzielle Osteoinduktivitat zugeschrieben wurde. Dabei
handelt es sich zum einen um die anaerobe Stoffwechsellage, die durch Geschwin-
digkeitsspitzen erreicht wird, und zum anderen um die (negative) Steigung des Lauf-

bands.

Es ist bereits bekannt, dass Training mit hoher Belastung (high intensity training, HIT)
sowie Training mit hohem Kraftaufwand (Resistance Training), das als Intervall-
training durchgefuhrt wird, groRere Effekte auf den Knochen hat als moderates
Ausdauertraining (Lester et al. 2009, Martyn-St James et al. 2010, Chilibeck et al.
1995, Robling et al. 2002, Jung et al 2014, Almstedt et al. 2011). Dabei ist die
Uberlegenheit des high intensity trainings auf den anaeroben Stoffwechsel und damit
auf die deutliche Erhéhung des Laktats im Serum bis hin zur Uberschreitung der
sogenannten Laktatschwelle zurlckzufuhren (Godfrey et al. 2003). Der anaerobe
Stoffwechsel kommt dann zum Einsatz, wenn in einem Belastungsbereich um ca.
80-90 % der maximalen Belastbarkeit trainiert wird. Bei diesen Belastungsspitzen
sollte es sich allerdings um kurze, zeitlich begrenzte Intervalle handeln, die durch
Erholungsphasen unterbrochen werden (Robling et al. 2002). Diese Erholungs-
phasen sollten zeitlich den grof3eren Anteil an der gesamten Trainingseinheit haben
und wahrend diesen sollte im Bereich um ca. 40-50 % des Leistungsmaximums

trainiert werden (Turner et al.).

Basierend auf dieser Datenlage wurde die Vermutung aufgestellt, dass ein Intervall-
training bestehend aus Belastungsspitzen, in denen der anaerobe Stoffwechsel
erreicht und die Laktatschwelle Uberschritten wird, und Erholungsphasen bei jungen
gesunden Mausen eine osteoinduktive Wirkung zeigen und damit zu einer erhdhten

peak bone mass fuhren wirde.

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung des osteoinduktiven Laufbandtrainings be-
stand darin die maximale Belastbarkeit der Mause objektiv festzustellen. Laut Hoydal
et al. 2007 ist es nicht notwendig die Herzfrequenz oder die Sauerstoffaufnahme zu

bestimmen um Ruckschlusse auf den Laktatspiegel zu ziehen. Die Laufgeschwindig-
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keit stellt eine ausreichende Variable dar um von einem anaeroben Stoffwechsel
ausgehen zu konnen (Friedmann et al. 1992). Dazu fuhrten wir, angelehnt an Ingalls
et al. von 1996, nach einer zweiwochigen Eingewdhnungsphase einen modifizierten

Run-to-Exhaustion-Test durch.

Desweiteren wird durch die negative Steigung des Laufbands mit einer Steigerung
des osteoinduktiven Effekts gerechnet, wahrend einer positiven Steigung eher eine
myoinduktive Wirkung zugeschrieben wird. Dabei wird davon ausgegangen, dass es
beim Abwartslaufen zu einem axialen Stof auf den Knochen kommt, der stimulierend
auf den Knochenaufbau wirkt (Robling et al. 2002, Boudenot et al. 2015). Dazu
wurde das Laufband fur den Run-to-Exhaustion-Test und das nachfolgende regelma-

Rige Laufbandtraining in unterschiedliche Neigungen gebracht (-10°, 0° und +12°).

1.4.4 Die hier durchgefiihrte pharmakologische Intervention

Das Endocannabinoidsystem beeinflusst viele verschiedene Organsysteme und ist
so an unterschiedlichen physiologischen Prozessen beteiligt. So kontrolliert es
beispielsweise den Appetit, Schmerzwahrnehmung, motorische Funktionen und die
Immunantwort (Klein et al. 2000, Grant et al. 2005, Di Marzo et al. 2008). Darlber
hinaus ist bereits bekannt, dass die Rezeptoren des endogenen Cannabinoid-
systems, CB1 und CB2, wesentlich am Knochenstoffwechsel beteiligt sind. Sie
werden sowohl von Osteoblasten als auch von Osteoklasten exprimiert und tragen
entsprechend zu ihrer Differenzierung bei. Postmenopausal liel3 sich eine gesteigerte
Expression beider Rezeptoren nachweisen (Idris et al. 2010). Wahrend es bei
genveranderten C57BI6 Mausen, denen der CB2 Rezeptor fehlt bereits im Alter von
acht Wochen im Vergleich zum Wildtyp auf Grund einer gesteigerten Osteoklasten-
aktivitat zu einer deutlich verringerten Knochenmasse kommt (Ofek et al. 2006),
weisen Tiere, denen der CB1 Rezeptor fehlt, noch im Alter von drei Monaten auf
Grund einer verminderten Osteoklastenzahl bei normaler Osteoblastenzahl und
-aktivitdt eine erhdhte Knochenmasse auf (ldris et al. 2005). Allerdings entwickeln
auch die Tiere, denen der CB1 Rezeptor fehlt, im Verlauf das typische Bild einer
Altersosteoporose. Im Alter von 12 Monaten ist das Knochenmaterial dieser Tiere
fast vollstandig durch Adipozyten ersetzt. Daruber hinaus ist die Anzahl und Aktivitat
der Osteoblasten und Osteoklasten gegenliber dem Wildtyp signifikant vermindert
(Idris et al. 2009). Dennoch verringert der Gendefekt, der zum Verlust des CB1

Rezeptors fuhrt, den Knochenverlust nach Ovariektomie (ldris et al. 2010).
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Desweiteren wurde gezeigt, dass Cannabidiol durch Hemmung des RANK / RANKL
Systems den Verlust von Knochenmasse reduziert. Dabei wurde bei Ratten exogen
eine Parodontose generiert, die zum Verlust von Knochenmasse am angrenzenden
Knochen fihrt. Im Vergleich zu den Kontrollen, wiesen die Tiere, die Uber 30 Tage
taglich Cannabidiol intraperitoneal erhalten hatten, einen deutlich geringeren Kno-
chenverlust auf (Napimoga et al. 2009). AuRerdem wurde nachgewiesen, dass ein
selektiver CB2-Rezeptor-Agonist den Verlust von trabekularem Knochenmaterial
nach Ovariektomie bei C57BI6 Mausen verringert (Sophocleous et al. 2011). Dartber
hinaus ist aus derselben Arbeit bekannt, dass dieser CB2-Rezeptor-Agonist die
Osteoblastendifferenzierung und -migration in vitro stimuliert. Die Frage nach dem
molekularen Mechanismus zwischen dem CB2 Rezeptor und der Osteoklasten-
differenzierung wurde 2013 durch eine Studie von Schmubhl et al. aus dem Institut fir
Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Rostock beantwortet. Diese zeigte,
dass Cannabidiol durch die Aktivierung von CB2 Rezeptoren Uber den p42/44 MAPK
Signalweg zur Migration der Mesenchymalen Stammzellen fuhrt und die Osteo-
blastendifferenzierung fordert. Das erklart die positive Wirkung des CB2 Rezeptors
auf den Knochenaufbau. Diese Tatsache legt nahe die osteoinduktive Wirkung von
exogen zugefuhrten Cannabinoiden bzw. Agonisten an Cannabinoidrezeptoren in
vivo zu untersuchen. Cannabinoide werden bereits in der Therapie chronisch
entzindlicher Darmerkrankungen zur Analgesie (Schicho and Storr 2014) sowie als
Anxiolytika eingesetzt. In der Osteoporosetherapie finden Cannabinoide derzeit noch

keine Anwendung.

FAAH-Inhibitoren hemmen die Fatty Acid Anandamid Hydrolase und damit den
Abbau der Anandamide. Diese gehéren zu den endogenen Cannabinoiden. Somit
fuhrt die Hemmung der Hydrolase zur Akkumulation der Anandamide und folglich zur
gesteigerten Wirkung an den endogenen Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2. In
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. Burkhard Hinz, Institut fur Pharmakologie der
Universitat Rostock, entschieden wir uns die osteoinduktive Wirkung von URB 597,
einem gut erforschten FAAH-Inhibitor, in vivo zu untersuchen. URB 597 wird bereits
als Analgetikum und Anxiolytikum (Haller et al. 2006, Patel et al. 2006, Kathuria et al
2002) eingesetzt, ist allerdings auf Carbamatbasis entwickelt und unterliegt damit
einem hohen First-Pass-Effekt in der Leber (Clapper et al. 2009). Daher eignet sich

vor allem eine nicht-orale Applikationsform.
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1.5 Die STR/ort Maus und ihre besondere Eignung

Der STR/ort Mausstamm weist zahlreiche Besonderheiten auf. Eine davon ist ein
aulRergewohnlicher Knochenphanotyp. Und zwar weist die STR/ort Maus im Ver-
gleich zu gleichaltrigen Mausen des Vergleichstamms (C57BI6) sowohl im kortikalen
als auch im trabekularen Bereich des Knochens eine deutlich erhdhte Knochen-
masse auf (Abb. 3). Dabei unterliegt sie allerdings einem auffalligen Geschlechts-
dimorphismus. Und zwar haben die weiblichen STR/ort Mause gegeniber den
gleichaltrigen Mannchen eine deutlich erhdhte Knochenmasse. Dies gilt vor allem far
den trabekularen Bereich des Knochens (Abb. 3) (Pasold et al. 2013, Uchida et al.
2012).

Darlber hinaus liegt bei der STR/ort Maus eine geschlechtsgebundene Neigung zur
Entwicklung arthrotischer Veranderungen der Kniegelenke vor. 80-90 % der mann-
lichen STR/ort Mause entwickeln im Alter von neun Monaten histologisch nachweis-
bare Veranderungen der Kniegelenke. Dabei kommt es zu degenerativen Verande-
rungen des Knorpels und des angrenzenden Knochens, die dem Erscheinungsbild
einer humanen Arthrose ahneln (Mahr et al. 2003, Pasold et al. 2013). Die Weibchen
hingegen weisen auch im Alter von neun Monaten ein physiologisches Bild der
Kniegelenke auf (Abb. 3).
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Abbildung 3: Der Knochen- und Gelenkphanotyp der weiblichen und mannlichen STR/ort

Maus

Die Liniendiagramme in der Mitte zeigen die Mittelwerte der kortikalen Knochenmas-
se (cortical area/total area [%]), die Mittelwerte mit Standardabweichung der trabe-
kularen Knochenmasse (bone volume/total volume [%]) und die Mittelwerte des
Arthrosescores bei mannlichen und weiblichen STR/ort Mausen sowie bei mannli-
chen und weiblichen C57BI6 Mausen im zeitlichen Verlauf. Links werden von oben
nach unten der kortikale Knochen, der trabekuldre Knochen des Femurs und der
Gelenkknorpel des Kniegelenks weiblicher STR/ort Mause dargestellt. Rechts sind
die entsprechenden Strukturen der stammesgleichen gleichaltrigen Mannchen darge-
stellt. Bei den Schwarzweil3bildern handelt es sich um pCT Bilder, bei den farbigen
Bildern handelt es sich um histologische Diinnschnitte, die mittels Hamatoxilin / Eosin
gefarbt wurden. Das Knochengewebe stammt von drei Monate alten Tieren, der
Gelenkknorpel jeweils von neun Monate alten STR/ort Mausen. Quelle: Miller-Hilke,
2013

Die mannliche STR/ort Maus ist fuir diese Arbeit in erster Linie auf Grund ihrer

Neigung zu arthrotischen Veranderungen im Bereich der Kniegelenke interessant. So

besteht im weiteren Verlauf, nachdem eine Zunahme der Knochenmasse erreicht

werden konnte, auch die Moglichkeit deren Einfluss auf die Entstehung von

Gelenkdegenerationen zu untersuchen.

Auch eignet sich die mannliche STR/ort Maus auf Grund ihres besonderen Knochen-

phanotyps. Die gegenuber der Vergleichsmaus erhéhte Knochenmasse lasst auf

eine ernohte Sensibilitat fur osteoinduktive Stimuli schlieen. Daher kann davon aus-

gegangen werden, dass osteoinduktive Effekte der sportlichen und pharmakolo-
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gischen Intervention bei der mannlichen STR/ort Maus frihzeitiger und deutlicher

sichtbar sein werden.

Die STR/ort Mause wurden den Interventionen in einem Alter unterzogen, das in
etwa der ersten und zweiten Lebensdekade des Menschen entspricht, da in dieser

Lebensphase der gréfite Einfluss auf die peak bone mass genommen werden kann.

1.6 Hypothese

Das in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. habil. Sven Bruns entwickelte osteoinduktive
Laufbandtraining, das in Intervallform bei unterschiedlichen Steigungen durchgefuhrt
wird und durch anaerobe Leistungsspitzen gekennzeichnet ist, sowie die in Zusam-
menarbeit mit Prof. Dr. Burkhard Hinz entwickelte pharmakologische Intervention mit
URB 597 fuhrt bei mannlichen STR/ort Mausen nach sachgerechter und ausreichend
langer Durchfihrung zu einer Zunahme der trabekularen und kortikalen Knochen-

masse.
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2 Materialien, Gerate, Chemikalien und Methoden

2.1 Materialien, Gerate und Chemikalien

Tabelle 1:

Verwendete Materialien und Chemikalien und Software

Bezeichnung

Produktname /
Seriennummer

Hersteller

Laufband

MCT-Scanner
3-Punkt-Biege-Test-
Bruchvorrichtung

ELISA Plattenleser
Waage

Waage

Cryoréhrchen
Glaskapillaren

Spritze

1,5 ml Eppendorfgefalie
RNase freie 1,5 ml
Eppendorfgefalle
Pumpe

Zentrifuge (groR)
Zentrifuge (klein)
Thermo Cycler

RNeasy Plus Mini Kit
1000 ul Pipette

200 pl Pipette

20 ul Pipette
Pipettenspitzen
Schutzbrille
Isolationsbehalter
Morser

Spachtel

Handschuhe

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit
TagMan Gene Expression
Master Mix

PCR Reaktionsplatte mit 96

Process Control Treadmill
Skyscan 1076

Mini Zwick Z 2.5

Milenia Kinetic Analyzer
PT1200
MXX-212

Vacumat

Master Cycler

Cat No./ID: 74134
Part. No. F123602
Part. No. F123601
Part. No. F123600

astropspec

Part. No. 4368814

TSE systems
Skyscan

Zwick/Roell GmbH

DPC
Sartorius

Denver Instruments

Eppendorf
Qiagen

Gilson — Pipetman
Gilson — Pipetman

Gilson — Pipetman

Uvex

Applied Biosytems
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Vertiefungen

Abdeckfolie fur die Platte
1,5 ml Eppendorfgefaly
3 ml Eppendorfgefa

PCR-Tubes
NanoDrop

TagMan Assay Mix RANK
TagMan Assay Mix RANKL
TagMan Assay Mix OPG
TagMan Assay Mix ALP
TagMan Assay Mix COL1A1
TagMan Assay Mix HIF1A
TagMan Assay Mix CATHK
Forward Primer GAPDH
Reverse Primer GAPDH

VIC Probe GAPDH

Forward Primer TRAP
Reverse Primer TRAP

VIC Probe TRAP

Forward Primer CALCR
Reverse Primer CALCR

VIC Probe CALCR

Forward Primer TCIRG
Reverse Primer TCIRG

VIC Probe TCIRG
ELISA Kit RANKL
ELISA Kit OPG
ELISA Kit PINP
ELISA Kit CTX 1
PFA 4 %

NaCl 0,9 %
Ketamin

URB 597
Rompun

Bacillol

Flussiger Stickstoff

Mercaptoethanol

ND-1000
MmO00437132_m1 Tnfrsf1
MmO00441906_m1 Tnfsf11
Mm01205928_m1 Tnfrsf1
MmO00475834_m1 Alp1
Mm00801666_g1 Col1a1
Mm00468869_m1 Hif1a
Mm00484039_m1 Ctsk

SEA 855 Mu

SEA 108 Mu

SEA 57 Mu

CEA 665 Mu

Formafix 4 % gepuffert
Natriumchlorid 0,9 %

No. 10046

14100RB

Thermo Scientific

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cloud Clone Corp
Cloud Clone Corp
Cloud Clone Corp
Cloud Clone Corp

Grimm med. Logistik GmbH

B.Braun

Cayman Chemical

Air Liquid Medical GmbH
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Chloroform

70 % Ethanol

Apotheke der Universitat

Rostock
BSA Art. Nr. 80.76.5 Roth
PBS
DMSO Art. Nr. 4720.1 Roth
RNase freies H20
destilliertes H20
RT-PCR
Vortexer
Leckerlies Drops flr Nagetiere Vitakraft
Software:
GraphPad Prism 5 Version 5.0.0 GrapPad Software, Inc.
RQ-Manager Version 1.2 Applied Biosystems
Sequence Detection
SDS 2.3 Systems 7900HT — Applied Biosystems

NanoDrop Software

Office Paket

Prufsoftware 3-Punkt-Biegetest
NRecon

Data Viewer

CT-Analyzer

Version 2.3
ND-1000 V3.3.0
Version 2013
testXpert |
Version 1.6.6.0
Version 1.4.
Version 1.12.4.0

Thermo Scientific
Microsoft
Zwick/Roell GmbH
Skyscan

Skyscan

Skyscan

2.2 Verwendete Tiere

Es wurden ausschlieBlich mannliche STR/ort Mause verwendet. Die Gesamtanzahl

der verwendeten Tiere betragt n=59.

In einigen Fallen standen Referenz- bzw. Kontrolldaten aus friiheren Projekten der

Arbeitsgruppe zur Verfigung, die tUbernommen und mit in die Ergebnisse einbezo-

gen wurden.

Der STR/ort-Mausstamm wurde urspringlich von Harlan Winkelmann (Borchen,

Deutschland) erworben und wird seitdem im Institut fir experimentelle Chirurgie der

Universitat Rostock von Frau llona Klamfuld unter keimfreien Bedingungen geziichtet

und betreut. Eine Woche vor Beginn der jeweiligen Intervention wurden die Mause in
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jeweils einen eigenen Kafig gesetzt und in der chronischen Tierhaltung innerhalb des

Instituts untergebracht.

Dort bestehen Wande und Bdden aus PVC (Hohlkehle), das Luftungssystem sorgt
fur einen 20fachen Luftwechsel, die Raumtemperatur betragt 20°C +/- 2°C, die
Luftfeuchtigkeit betragt 60 +/- 20 %. Die Tiere waren einem 12 Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus ausgesetzt inklusive 30 min Dammerung. Sie erhielten Wasser und

Futterpellets ad libitum.

Eine Erkrankung sowie eine unvertretbar hohe Belastung schlagen sich haufig in
einer Gewichtsabnahme bzw. einer fehlenden Gewichtszunahme nieder. Daher
wurden die Tiere alle zwei Wochen gewogen, um dadurch ein entsprechendes

Ereignis fruhzeitig wahrnehmen zu konnen.

2.3 Osteoinduktives Laufbandtraining

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. habil. Sven Bruhn, Institut fir Sportwissenschaft der
Universitat Rostock, wurde ein osteoinduktives Laufbandtraining entwickelt, dem zum
einen durch das Erreichen einer anaeroben Stoffwechsellage in den Geschwindig-
keitsspitzen und zum anderen durch die (negative) Steigung eine besondere

Osteoinduktivitat zugeschrieben wird.

Zunachst fuhrten wir einen Langzeitversuch durch. Hier absolvierten die Mause
(n=24) nach der zweiwochigen Eingewdhnungsphase uber vier Wochen finfmal wo-
chentlich eine Trainingseinheit (Aufbauphase) und Uber weitere vier Wochen dreimal
wochentlich eine Trainingseinheit (Erhaltungsphase). Es ist bereits bekannt, dass
aufgebaute Knochenmasse auch nach Reduktion der Anzahl der Trainingseinheiten
erhalten bleibt (Wu et al. 2004). Dabei wurde das Training bei den drei Gruppen mit
jeweils acht Mausen mit unterschiedlichen Steigungswinkeln des Laufbands
durchgefuhrt (n=8 bei -10°, n=8 bei 0° und n=8 bei +12°).

Hier konnten sowohl im trabekularen als auch im kortikalen Bereich ausgepragte Ver-
anderungen des Knochenaufbaus nachgewiesen werden. Um eine genauere Aussa-
ge uUber den Zeitpunkt der Entstehung der Veranderung treffen zu kénnen, flhrten
wir anschlieBend einen Kurzzeitversuch durch. Bei diesem Kurzzeitversuch absol-
vierten die Mause (n=4) nach einer zweiwdchigen Eingewdhnungsphase Uber vier
Wochen eine Trainingseinheit an finf Tagen pro Woche bei einem Steigungswinkel
von -10°. Wir entschieden uns hier flir die negative Steigung, da im Langzeitversuch
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bei den Tieren, die das Training auf einem abwarts geneigten Laufband absolviert
hatten, die gro3ten Veranderungen im trabekularen Knochenaufbau zu verzeichnen

waren.

Der genaue zeitliche Ablauf des Langzeitversuchs sowie des Kurzzeitversuchs ist der

Abbildung 4 zu entnehmen.
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Abbildung 4: Osteoinduktives Laufbandtraining

Zeitlicher Ablauf des Lang- (A) und Kurzzeitversuchs (B) sowie schematischer Abbil-
dung der Verwendung der entnommenen Knochen. Quelle: http://www.danysworld.de
05.02.2015, eigene Darstellung

2.3.1 Eingewohnungsphase

Im Alter von finf Wochen wurden die Mause auseinandergesetzt und in die chroni-
sche Haltung Uberfihrt. Nach einer einwdchigen Akklimatisierungsphase begann die
zweiwochige Eingewohnungsphase auf dem Laufband im Alter von sechs Wochen.
In dieser Phase ging es weniger darum die Mause an das Training als an das Lauf-
band selbst und den menschlichen Kontakt zu gewdhnen. Der Ablauf der

Eingewohnungsphase ist der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Ablauf der Eingewohnungsphase
Tag Absolviertes Training
1. Tag 10 min auf ausgeschaltetem Laufband
2. Tag 10 min auf ausgeschaltetem Laufband, dann 10 min bei 9 m/min
3. Tag 5 min auf ausgeschaltetem Laufband, dann 15 min bei 12 m/min
4. Tag 10 min bei 12 m/min, dann 5 min. bei 15 m/min
5. Tag 10 min bei 12 m/min, dann 5 min bei 15 m/s, dann 5 min bei 18 m/s

6. Tag Run-to-Exhaustion-Test (siehe unten)
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Dazu wurden die Mause am ersten Tag der Eingewdhnungsphase fur zehn Minuten
auf das ausgeschaltete Laufband gesetzt. Am zweiten Tag der Eingewdhnungspha-
se wurde das Laufband, nachdem die Mause zehn Minuten auf dem ausgeschalteten
Laufband gesessen hatten, flr weitere zehn Minuten auf eine Geschwindigkeit von
0,15m/s (entspricht 9m/min) eingeschaltet. Dabei liefen die Mause zunachst schein-
bar konzentriert am vorderen Ende des Laufbandes, lieRen sich aber zunehmend
ablenken, hatten aber augenscheinlich zu keinem Zeitpunkt Schwierigkeiten mit der
Geschwindigkeit des Laufbandes Schritt zu halten. Am dritten Tag der Eingewoh-
nungsphase liefen die Mause nach kurzer Akklimatisierung auf dem Laufband 15
Minuten bei einer Geschwindigkeit von 0,2m/s (entspricht ca. 12m/min). Am vierten
Tag der Eingewdhnungsphase absolvierten die Mause die erste Geschwindigkeits-
steigerung innerhalb eines Trainingsprogramms, und zwar liefen sie zunachst zehn
Minuten bei einer Geschwindigkeit von 0,2m/s und dann weitere funf Minuten bei
einer Geschwindigkeit von 0,25m/s (entspricht ca. 15m/min). Am funften Tag der
Eingewohnungsphase wurde das Programm erneut gesteigert, indem die Mause
zusatzlich noch finf Minuten bei einer Geschwindigkeit von 0,3m/s (entspricht ca.
18m/min) liefen. Die Eingewdhnungsphase verlief komplikationslos und die Mause
schienen zu keinem Zeitpunkt Schwierigkeit mit der Geschwindigkeit zu haben, im
Gegenteil: Je hoher die Geschwindigkeit, umso hoher schien die Konzentration.
Nach erfolgtem Training erhielten die Mause stets eine Belohnung in Form eines
Leckerlies, auf das sie sich sturzten, sobald sie in den Kafig zuriickgesetzt worden

waren.
Am sechsten Tag der Eingewdhnungsphase erfolgte der Run-to-Exhaustion-Test.

Der detaillierte Ablauf des Run-to-Exhaustion-Tests ist Abbildung 5 zu entnehmen.

2.3.2 Run-to-Exhaustion-Test

Der Test wurde stets nur mit zwei Mausen gleichzeitig und jeweils in der Steigung, in
der im Verlauf auch das eigentliche Lauftraining erfolgen sollte, durchgefihrt. Der
Test erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Ingalls et al. und wurde leicht

modifiziert.

Dabei wurde mit einer Geschwindigkeit von 0,17m/s (entspricht ca. 10m/min) begon-
nen. Bei dieser Geschwindigkeit liefen die Mause zunachst drei Minuten auf dem
Laufband. Dann wurde die Geschwindigkeit Uber eine Zeit von zwei Minuten auf
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0,25m/s (entspricht ca. 15m/min) erhdht und fur weitere zwei Minuten gehalten.
Damit war die Aufwarmphase des Tests abgeschlossen. Danach wurde die
Geschwindigkeit immer wieder innerhalb von 30 Sekunden um 0,05m/s (entspricht
ca. 3m/min) gesteigert und bei der neuen Geschwindigkeit flr zweieinhalb Minuten
gehalten. Der Test wurde abgebrochen, wenn die Maus offensichtlich nicht mehr mit
der Geschwindigkeit Schritt halten konnte. Das war der Fall, wenn die Maus nicht

mehr aus eigener Kraft von der hinteren Begrenzung des Laufbands wegkam.

Zur Anpassung des Laufbands an Mause und zur deutlichen Distanzierung von der
Verwendung von Strom, wurde das Laufband nach hinten durch Metallgitter
begrenzt, sodass das Laufband sowohl nach vorne als auch nach hinten durch starre

Wande begrenzt wurde.

0,5

0,4

0,3

0,2 /

Laufgeschwindigkeitin m/s

0,1

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28

Zeitt in min

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Ablaufs des Run-to-Exhaustion-Tests

Konnte die Maus nicht mehr mit der Geschwindigkeit des Laufbandes mithalten, stiel3
sie unweigerlich gegen die hintere Begrenzung des Laufbandes. Allein die Tatsache
gegen diese Begrenzung zu stol3en schien fur die Tiere ein Anreiz zu sein, die
restlichen Kraftreserven zu mobilisieren, sodass sie auch bei hohen Geschwindig-
keiten noch aus eigener Kraft nach vorne und damit von der hinteren Begrenzung
weg liefen. Erreichten sie jedoch ihr absolutes Leistungsmaximum, schafften sie es
nicht mehr aus eigener Kraft sich von der Begrenzung weg zu bewegen und der Test
wurde abgebrochen. Die Abbruchgeschwindigkeit wurde dem Leistungsmaximum

und damit 100 % der maximalen Belastbarkeit der Maus gleichgesetzt.

Die acht Mause jeder Gruppe wurden beim Langzeitversuch entsprechend ihres

Leistungsmaximums in eine schnelle oder langsame Gruppe eingeteilt. Die Leis-
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tungsmaxima der jeweiligen Gruppe wurde gemittelt und 80 — 90 % bzw. 40-50 %
der Leistung ermittelt. So konnten die Geschwindigkeiten flr das Intervalltraining
festgelegt werden. Beim Langzeitversuch wurde der Test nach den ersten vier
Wochen (Aufbauphase) wiederholt, um gegebenenfalls einen Trainingseffekt und
damit einen Leistungszuwachs aufzudecken und die Geschwindigkeiten des

Trainings entsprechend anzugleichen.

2.3.3 Trainingseinheit

Beim Kurzzeitversuch wurde Uber den Zeitraum von vier Wochen funfmal wochent-
lich eine Trainingseinheit absolviert. Beim Langzeitversuch wurde nach zunachst
gleichem Versuchsablauf (Aufbauphase) tber weitere vier Wochen dreimal wdchent-
lich die besagte Trainingseinheit durchgefuhrt (Erhaltungsphase). Wobei nach der
intensiven Trainingsphase der Run-to-Exhaustion-Test wiederholt wurde und die
Geschwindigkeiten entsprechend an das neue Leistungsmaximum angeglichen
wurden. Die Gesamtlange einer Trainingseinheit betrug jeweils 30 Minuten. Der

Ablauf einer Trainingseinheit ist in Abbildung 6 schematisch dargestelit.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Trainingseinheit

Mit Hilfe der im Run-to-Exhaustion Test ermittelten maximalen Geschwindigkeit
konnte nun das Trainingsprogramm erstellt werden. Dabei wurde die Trainingseinheit
mit einer siebenminttigen Erwarmungsphase bei einer Geschwindigkeit von 40-50 %
des Leistungsmaximums begonnen. Darauf folgten vier Belastungsspitzen, die ein-
einhalb Minuten andauerten und jeweils von dreieinhalb minttigen Erholungspausen
unterbrochen wurden. Wahrend der Belastungsspitzen betrug die Geschwindigkeit

ca. 80-90 % der ermittelten Maximalgeschwindigkeit. In den Erholungsphasen, sowie
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wahrend der dreiminitige Auslaufphase am Ende der Trainingseinheit liefen die Mau-
se erneut bei ca. 40-50 % der Maximalgeschwindigkeit. Die Geschwindigkeitsande-
rungen, sowohl die Steigerung als auch die Abnahme der Geschwindigkeit, wurden
jeweils innerhalb von 30 Sekunden durchgeflhrt. So war zumindest die theoretische
Planung. Bei der praktischen Durchflihrung zeigte sich allerdings, dass einige Mause
wahrend eines schnellen Intervalls nicht mit einer Geschwindigkeit von 80-90 % der
ermittelten Maximalgeschwindigkeiten mithalten konnten, sondern immer wieder
gegen die hintere Begrenzung stielRen und von dort nicht aus eigener Kraft von
dieser weg kamen. Daher musste die Geschwindigkeit in den schnellen Intervallen
zum Teil herabgesetzt werden, dabei wurde mindestens eine Geschwindigkeit von

70 % der Maximalgeschwindigkeit angestrebt.

Unmittelbar nach der Trainingseinheit wurden die Tiere zurick in ihren Kafig gesetzt

und erhielten eine Belohnung in Form eines Leckerlies.

Die Knochenentnahme erfolgte bei den Mausen, die das Kurzzeittraining absolvier-
ten unmittelbar nach der letzten Trainingseinheit im Alter von zwolf Wochen. Bei den
Mausen, die das Langzeittraining absolvierten, erfolgte die Knochenentnahme am

darauffolgenden Tag nach der letzten Trainingseinheit im Alter von 16 Wochen.

2.4 Pharmakologische Intervention

Die pharmakologische Intervention erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat.

Burkhard Hinz, Institut fir Pharmakologie der Universitat Rostock.

Dazu wurden die Mause (n=10) im Alter von neun Wochen in jeweils einen eigenen
Kafig gesetzt und in die chronische Haltung des Instituts fur experimentelle Chirurgie
der Universitat Rostock Uberflhrt. Nach einer einwochigen Akklimatisationsphase

wurde die Intervention gewichtsadaptiert begonnen.

Bei der Dosierung und Verdunnung sowie der Applikationsform des FAAH-Inhibitors
orientierten wir uns an den Protokollen folgender Arbeiten: Clapper et al.2009, Haller
et al. 2006 und 2008, Patel et al. 2006, Kathuria et al 2002, Vacondio et al. 2011 und
Zaniewska et al. 2006, Casajeros et al. 2013, Huang et al 2011. Zunachst wurde der
FAAH-Inhibitor URB597 in einem Verhaltnis 100:1 in DMSO geldst. Diese Losung
wiederum wurde in einem Verhaltnis 1:100 mit PBS mit BSA (0,5 %) verdinnt. Den
Mausen wurde 5 ug URB597 pro g Korpergewicht und pro Injektion intraperitoneal
verabreicht. Bei einem durchschnittlichen Korpergewicht von ca. 30g erhielten die
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Mause pro Injektion eine Menge von 150ug URB 597 gel6st in einem Gesamt-
volumen von 0,15ml. Die Applikation erfolgte Uber einen Zeitraum von 30 Tagen alle
72 Stunden, sodass die Mause insgesamt zehn Injektionen und damit eine Gesamt-
menge von 1,5 mg URB597 erhielten. Vor jeder Injektion wurden die Mause zum
einen zur gewichtsadaptierten Gabe des Pharmakons, zum anderen zur Uber-

wachung der physiologischen Gewichtsentwicklung gewogen.

Die Knochenentnahme erfolgte zwei Wochen nach der letzten intraperitonealen
Injektion im Alter von 16 Wochen. Abbildung 7 stellt den zeitlichen Ablauf der

Intervention schematisch dar.

Pharmakologische
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Gewichtsadaptierte
intraperitoneale
Applikation von
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Rechter Femur: 3-Punkt-Biegetest mm

Abbildung 7: Pharmakologische Intervention

Zeitlicher Ablauf der pharmakologischen Intervention sowie schematischer Abbildung
der Verwendung der entnommenen Knochen. Quelle: http://www.danysworld.de
05.02.2015, eigene Darstellung

2.5 Knochen- und Blutentnahme

Die Narkoselésung wurde aus den beiden Substanzen, 0,2ml Rompun (Muskel-
relaxanz, 15mg/kg) und 0,6ml Ketamin (Narkotikum, 50mg/kg) unmittelbar vor intra-

peritonealer Injektion in einer Tuberkulinspritze manuell zusammengemischt.

Fir die individuelle Menge der Narkoselosung wurde die Maus vor Injektion gewogen
(ca. 0,03-0,05ml). Die Sedierung trat ca. finf Minuten nach intraperitonealer Injektion
ein. Dann wurde die Maus erneut gewogen und die Korperlange gemessen. Wenn

die Schmerzreflexe an den Hinterlaufen und am Schwanz erloschen waren, wurde
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zunachst mittels einer Glaskapillare retrobulbar Blut enthommen. Danach erfolgte die

zervikale Dislokation.

Nach der Hautdesinfektion mit Bacillol erfolgte dann die Knochenentnahme. Dazu
wurden Femur und Tibia beider Hinterlaufe sowie Humeri, Ulnae und Radii beider
Vorderlaufe freiprapariert. Der Femurkopf wurde aus der Huftpfanne rotiert und die
Pfote wurde abgetrennt. Analog dazu wurde mit den Vorderlaufen verfahren. Danach
erfolgte die sorgfaltige Reinigung aller Extremitaten von Muskelgewebe. Das rechte
Bein konnte im Bereich des Kniegelenks durchtrennt werden, das linke Bein und der

linke Vorderlauf wurden als Ganzes asserviert.

Fir die einzelnen Untersuchungen, die mit den enthommenen Knochen vorgenom-
men wurden, sind unterschiedliche Praparationen und Asservierungsformen notwen-
dig. So wurden die Knochen flur die yCT Untersuchung nach Entnahme in einem
Histokastchen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) eingelegt. Fur den 3-Punkt-Biege-Test
hingegen wurde der Knochen mit Mull umwickelt in einem Cryordhrchen in 0,9 %
NaCl bei -20° eingefroren. Fur die RNA-Analyse wurde der Knochen zunachst von
Knochenmark befreit und unmittelbar nach Praparation mittels flissigen Stickstoffs in

einem Eppendorfgefall schockgefroren.

Im Rahmen des Kurzzeitversuchs wurde das linke Bein fur die yCT Analyse komplett
entnommen und als Ganzes in 4 % PFA eingelegt. Aus dem rechten Femur wurde
das Knochenmark mittels einer Kanule heraus gespult, danach wurde der Knochen
schockgefroren. Der linke Humerus wurde samt Ulna und Radius in 4 % PFA einge-
legt. Auch im Rahmen des Langzeitversuchs und der pharmakologischen Inter-
vention wurde das linke Bein komplett in 4 % PFA eingelegt, der rechte Femur wurde

jedoch in Mull gewickelt und in 0,9 % NaCl getrankt bei -20° eingefroren.

Den Abbildungen 5 und 8 ist zu noch einmal vereinfacht zu entnehmen, welcher Kno-

chen nach der entsprechenden Intervention fur welche Untersuchung genutzt wurde.

Das retrobulbar enthommene Blut wurde bei 5000 rpm sieben Minuten zentrifugiert,
danach wurde das Serum, das im weiteren Verlauf fur die ELISA genutzt wurde,
abpipettiert und bei -20°C eingefroren.
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2.6 Mikro-CT-Analyse

Die Knochen wurden Uber mindestens sieben Tage in 4 % PFA fixiert. FUr die eigent-
liche uCT-Analyse wurden die Knochen zunachst unter flieRendem Wasser gesplult
und uber 24 Stunden in 0,9 % NaCl eingelegt. Dann wurden sie einzeln in mit NaCl
geflllte Eppendorfgefalle uberfuhrt, diese wurden luftblasenfrei verschlossen und im

MCT gescannt.

Bei dem hier vorliegenden uCT handelt es sich um ein Gerat der Firma SkyScan mit
der Modellbezeichnung 1076 und der Softwareversion 4.2. Alle angefertigten Com-
putertomogramme wurden mit einer isotropischen VoxelgroRe von 9um bei 49kV und
200uA durchgefuhrt. Weitere Einstellungen waren eine Expositionszeit von 1,5 s, ein

Rotationsschritt von 0,5 Grad und eine Bildfeld-Mittelwertberechnung von 3.

Fur die Rekonstruktion der Knochenproben wurde das Programm NRecon in der
Version 1.6.3.3 verwendet. Zur Ausrichtung der Knochen wurde das Programm Data
Viewer genutzt. Mit Hilfe der Software CT-Analyser der Firma SkyScan™ konnten die
Bereiche, in denen die Werte ermittelt werden sollten, die sogenannte Region of
interest (ROI), festgelegt werden. Die untenstehenden Werte wurden im Bereich
dieser ROIs mit dem BatMan-Programm ermittelt. Im Folgenden wird erldutert wie die

ROIls der unterschiedlichen Knochen definiert wurden.

2.6.1 Femur

Mittels uCT wurde sowohl der kortikale als auch der trabekulare Knochenanteil des
Femurs, der Tibia und des Humerus analysiert. Der kortikale Knochenanteil des
Femurs wurde im Bereich der Diaphyse und der trabekulare Knochenanteil im
Bereich der Metaphyse analysiert. Dabei wurde die Gesamtlange des Femurs als der
Abstand zwischen dem Beginn der distalen Epiphysenfuge und der Fossa intertro-
chanterica definiert. Innerhalb der mittleren 10 % der Diaphyse wurde der kortikale
Knochen untersucht (Abb. 8). Die Region of interest (ROI) wurde dabei manuell
entlang der periostealen Femuroberflache eingezeichnet. Der trabekulare Knochen
hingegen wurde 5 % oberhalb der distalen Epiphysenfuge Uber einen Bereich von
10 % der gesamten Femurlange analysiert (Abb. 8). Um ausschlief3lich trabekularen
Knochen zu beurteilen, wurde ein zirkularer Bereich im Zentrum des Femurquer-

schnitts mit einem Durchmesser von der Halfte des gesamten Femurdurchmessers
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ausgewahlt. Die Definition der zu analysierenden Bereiche des Femurs wurde bereits
durch Pasold et al. 2013 beschrieben.

2.6.2 Tibia

Auch bei der Tibia wurde der kortikale Knochenanteil im Bereich der Diaphyse und
der trabekulare Knochenanteil im Bereich der Metaphyse analysiert. Die Gesamt-
lange der Tibia wurde als der Abstand zwischen dem Beginn der proximalen Epiphy-
senfuge und der tibiofibularen Syndesmose definiert. Auch hier wurde der kortikale
Knochen im Bereich der mittleren 10 % der Diaphyse analysiert (Abb. 9). Die Region
of interest (ROI) wurde dabei manuell entlang der periostealen Tibiaoberflache
eingezeichnet. Die Analyse des trabekularen Knochens erfolgte 5 % unterhalb des
oberen Referenzpunktes Uber einen Bereich von 10 % der gesamten Tibialange
(Abb. 9). Um ausschlieBlich trabekularen Knochen zu beurteilen, wurde ein zirkularer
Bereich im Zentrum des Tibiaquerschnitts mit einem Durchmesser von einem Drrittel

des grofRten gesamten Tibiadurchmessers ausgewahit.

Trochanter major Femurkopf

il // Oberer Referenzpunkt / Fossaintertrochanterica

" \ == Trochanter minor
DIAPHYSE { 1 Kortikaler Knachen
1
Trabekuliirer Knochen
Unterer Referenzpunkt / Wachstumsfuge

Abbildung 8: pCT Analyse des Femur

Schematische Darstellung der Region-of-Interest zur Ermittlung der kortikalen und
trabekuldaren Knochenparameter beim Femur; Quelle: http://lifesciencedb.jp/bp3d/
25.01.2015, eigene Darstellung
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Abbildung 9: uCT Analyse der Tibia

Schematische Darstellung der Region-of-Interest zur Ermittlung der kortikalen und
trabekuldren Knochenparameter bei der Tibia; Quelle: http://lifesciencedb.jp/bp3d/
25.01.2015, eigene Darstellung

2.6.3 Humerus

Auch im Humerus erfolgte die Analyse des kortikalen Knochenanteils im Bereich der
Diaphyse, die Analyse des trabekularen Knochenanteils erfolgte allerdings im Femur-
kopf. Dabei wurde die gesamte Humeruslange als der Abstand zwischen Ende der
proximalen Epiphysenfuge und der Intercondylarplatte definiert. Innerhalb der mittle-
ren 10 % dieses Bereichs wurde der kortikale Knochen analysiert (Abb. 10). Die
Region of interest wurde dabei manuell entlang der periostealen Humerusoberflache
eingezeichnet. Die Gesamtheit des Humeruskopfes wurde definiert als Bereich
zwischen dem proximalen Ende des Humerus und Beginn der proximalen Epiphy-
senfuge. Der trabekuldre Knochen wurde in den mittleren 50 % der gesamten in
diesem Bereich liegenden Bilder analysiert. Um ausschlief3lich trabekuldren Knochen
zu beurteilen, wurde ein zirkularer Bereich im Zentrum des Humerusquerschnitts mit
einem Durchmesser von der Halfte des gesamten Humerusdurchmessers ausge-

wahlt.
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Abbildung 10: uCT des Humerus

Schematische Darstellung der Region-of-Interest zur Ermittlung der kortikalen und
trabekuldren Knochenparameter beim Humerus; Quelle: http://lifesciencedb.jp/bp3d/
25.01.2015, eigene Darstellung
Die Wertermittlung wurde mit Hilfe des Programms BatMan durchgefuhrt. Innerhalb
der definierten Schnittbilder wurden im trabekularen Knochen folgende Werte

bestimmt:

Bone Volume/Tissue Volume (Knochenanteil am gesamten Gewebevolumen,
BV/TV), Trabecular Number (Anzahl der Trabekel, Tb. N), Trabecular Thickness
(Dicke der Trabekel, Tb. Th), Trabecular Separation (Abstand zwischen den
Trabekeln, Tb. Sp) und der Structure Model Index (Struktur der Trabekel, SMI).

Mithilfe des Structure-Model-Index kann eine Aussage uber die Form der Trabekel
getroffen werden. Man unterscheidet plattenformige Trabekel, die das typische Bild
eines gesunden Knochens pragen, von stdbchenformigen Trabekeln, die einen
osteoporotischen Knochen kennzeichnen (van Ruijven et al. 2005, Moreno et al.
2012). Entsprechend der Form der Trabekel erreicht der SMI Werte zwischen 0 und
4 und ist einheitenlos. Knochen, der ausschliel3lich aus plattenférmigen Trabekeln
besteht, hat einen SMI von 0. Hingegen Knochen, der nur aus stabchenférmigen
Trabekeln besteht, wird mit einem SMI von 3 beschrieben (Hildebrand et al. 2010).
Wahrend also ein gesunder Knochen Werte zwischen 0 und 2 aufweist geht der SMI
bei einem osteoporotischen Knochen deutlich gegen 3. Bei einem Wert von 4 haben

die Trabekel eine solide Kugelform und bei Werten kleiner O weisen sie eine konkave
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Oberflache auf. Abbildung 11 stellt den trabekularen Knochenanteil schematisch dar

und verdeutlicht an Hand dieser Darstellung die Definition des SMI.
Desweiteren wurden im kortikalen Bereich folgende Werte bestimmt:

Mean total crossectional tissue area (Gesamte Gewebeflache, T. Ar), Mean total
crossectional bone area (Gesamte Knochenflache, B. Ar.), und die Crossectional
Thickness (Knochendicke, Cs. Th) (Abb. 12B). Der Quotient aus B. Ar und T. Ar lie-
fert entsprechend den Anteil des Knochengewebes am Gesamtgewebe (Abb. 12A).
Abbildung 12 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung der kortikalen
Knochenwerte. Bei Zunahme dieses Quotienten aus B.Ar und T.Ar muss auch T. Ar.
isoliert betrachtet werden, um die Art des Knochenzuwachses zu identifizieren. Hat
T.Ar auch isoliert zugenommen, kann man von einem periostealen Wachstum,

ansonsten von einem endostealen Wachstum ausgehen.

Darlber hinaus wurden mittels uCT noch weitere Werte bestimmt, die in dieser

Arbeit keine Erwahnung finden.

Abbildung 11: Trabekuldrer Knochen und SMI

Schematische Darstellung des trabekuldren Knochens und der unterschiedlichen
Trabekelformen. Je nach Uberwiegender Trabekelform, ergibt sich der SMI. A: SMI
ungefahr 1 bei Uberwiegend plattenférmigen Trabekeln, physiologischer Knochen; B:
SMI ungefahr 3 bei uUberwiegend stabchenformigen Trabekeln, osteoporotischer
Knochen; Quelle: Moreno et al., ISBI 2012 “Evaluation of the plate-rod model
assumption of trabecular bone.” Van Ruijven et al., Bone 2005, eigene Darstellung.

A B
= Mean Crossectional Tissue Area (T.Ar)

Abbildung 12: Kortikaler Knochen

Schematische Darstellung des kortikalen Knochens. A: Bone Area/Tissue Area
(B.Ar./T.Ar); B: Crossectional Thickness; Quelle: eigene Darstellung
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2.7 3-Punkt-Biegetest

Der 3-Punkt-Biegetest wurde am Institut fir Experimentelle Chirurgie des Univer-

sitatsklinikums des Saarlandes in Homburg durchgeflhrt.

Der 3-Punkt-Biege-Test wurde an den Femora der Mause durchgefihrt, die das
Langzeitlaufbandtraining absolviert hatten sowie der Mause, die der pharmakologi-

schen Intervention unterzogen wurden.

Dabei wurde jeweils der rechte Femur so in die 3-Punkt-Biegetest-Bruchvorrichtung
eingespannt, dass er mittig auf den beiden sechs Millimeter voneinander entfernten
Sockeln zu liegen kam. Wie in Abbildung 13A verdeutlicht wurde der Stift (hier als
Pfeil dargestellt) so eingestellt, dass er mit einer Kraft von 20 N und einer
Geschwindigkeit von 1 mm/min auf den Knochen einwirkte. Der Bruchverlauf wurde
automatisch in einem Bruchprotokoll (beispielhaft in Abbildung 13B dargestellt)
dokumentiert. Darin wird die wirkende Kraft F in N Uber den Verlauf des Weges in
mm dargestellt. Der Beginn der Kurve stellt den ersten Kontakt des Stiftes mit dem
Knochen dar. Der plotzliche Abfall der Kurve stellt den endglltigen Bruch des
Knochens dar. In diesem Beispiel (Abb. 13B, roter Kreis) bricht der Knochen bei 24 N
und 0,32 mm.

Mithilfe dieses Protokolls konnten folgende Werte ermittelt werden: Die Maximale
Belastungskraft, die Steifigkeit und die Biegespannung des Knochens. Die Maximale
Belastungskraft, ist die Kraft Fmax, bei der der Knochen endgultig gebrochen ist, und
wird gemessen in Newton (N). Die Steifigkeit entspricht der Steigung der Kurve in
dem Bereich, in dem sie annahernd wie eine Gerade verlauft. Zur Berechnung dieser
wurden zwei Punkte auf der Kurve festgelegt, durch eine Hilfsgerade miteinander
verbunden (Abb. 13B, rote Gerade) und die Steigung derselben berechnet. Die
Steifigkeit wird angegeben in N/mm. Die Steifigkeit wird auf Grund mangelnder

Aussagekraft in dieser Arbeit nicht betrachtet.

Die Biegespannung ist eine geometrieunabhangige Variante der Maximalen
Belastungskraft und kann daher annahernd eine Aussage uUber die Qualitat des
Knochens machen. Die Biegespannung wurde wie folgt berechnet:

Biegespannung = (F x L) / (4 x W),

dabei ist F die Maximale Belastungskraft in Newton (N), L die Auflagelange des
Knochens auf den Sockeln (hier 6 mm) und W das Widerstandsmoment. Das
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Widerstandsmoment W ist gleich dem Quotient aus axialem Flachenmoment | und
der Radius R. Dabei ergibt sich das axiale Flachenmoment | aus den Knochenmalien
im Querschnitt (Abb. 13C) und wird wie folgt berechnet: | = (11 / 4) x (A x B® - a x b®).
R stellt den Abstand der neutralen (inneren) Faser von der auf’eren Faser im
Querschnitt dar: hier R =B (Abb. 13C).
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Abbildung 13: 3-Punkt-Biegetest

A Schematische Darstellung des Ablaufs des 3-Punkt-Biegetests; B exemplarische
Abbildung eines Bruchprotokoll; C schematische Darstellung zur Berechnung der
Biegespannung; Quelle: A http://lifesciencedb.jp/bp3d/ 25.01.2015, eigene Darstel-
lung; B Moritz-3-Punkt-Biegung Protokoll.ZPV —testXpert V12.0 Master; C eigene
Darstellung

2.8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde die Konzentration aus-
gewahlter Proteine im Serum der Tiere, die das Langzeitlaufbandtraining absolviert

hatten, bestimmt.

Bei dem fur CTX1 verwendeten ELISA handelt es sich um einen kompetitiven ELISA
(Abb. 14B), bei den restlichen handelt es sich um nicht-kompetitive ELISAs
(Abb. 14A). Auf Grund technischer Schwierigkeiten bei der retrobulbaren Blutentnah-
me stand nicht von jedem Tier ausreichend Serum fur diese Methode zur Verfugung,

sodass die Anzahl der erhobenen Daten zum Teil nicht mit der Anzahl der Tiere
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korreliert. Die Konzentrationen folgender Proteine (Antigene) im Serum der Tiere

wurden bestimmt:

— RANKL (Receptor Activator Of Nuclear Factor Kappa B Ligand),

— CTX1 (Cross linked C-Telopeptide Of Type 1 Collagen),

— PINP (Procollagen 1 N-Terminal Propetide) und

— OPG (Osteoprotegrin).

Bei RANKL handelt es sich um ein Oberflachenmolekul, das sich auf der Oberflache
von Osteoblasten befindet und Osteklasten aktiviert. Entsprechend deutet eine
erhohte Konzentration von RANKL im Serum auf eine Mehraktivitat der Osteoklasten
und damit auf einen gesteigerten Knochenabbau hin. CTX1 ist ein Abbauprodukt des
organischen Anteils des Knochens (Kollagen Typ 1), die bei Knochenabbau in
héherer Konzentration im Serum vorhanden ist. Es handelt sich damit ebenfalls um
einen Knochenabbaumarker. Eine erhéhte Konzentration von OPG und PINP im
Serum hingegen weisen auf Knochenaufbau hin. OPG ist ein Zytokinrezeptor und
gehort zu der Gruppe der TNF Rezeptoren. OPG verhindert die Osteoklasten- Osteo-
blasten-Interaktion, indem es den Oberflachenrezeptor der Osteoklasten (RANK)
besetzt und hemmt so deren Aktivierung. PINP ist das Propetid von Kollagen Typ 1,
stellt somit ein organisches Ausgangsprodukt des Knochenaufbaus dar und ist daher

bei Knochenaufbau vermehrt im Serum nachweisbar.

Fur die Konzentrationsmessung von RANKL und OPG wurde ein Kit der Firma Uscn
verwendet, die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der von der Firma vorgegebenen
Anleitung. Bei den restlichen Proteinen wurde jeweils ein Kit der Firma Cloud-Clone
Corp verwendet, auch hier erfolgte die Durchfihrung entsprechend der Anleitung. In
den Kits waren jeweils alle bendtigten Materialien enthalten, diese sind im Folgenden

aufgelistet:

— Beschichtete Platte mit 96 Vertiefungen (1x)
— Adhasive Schutzfolie zum Verschluss der Platte (4x)
— Standardprotein (lyophilisiert) (2x)

— Standardverdunnungspuffer (1x20 ml)

— Detektionsreagenz A (1x120 pl)

— Probenverdinnung A (1x6 ml)

— Detektionsreagenz B (1x 120ul)

— Probenverdinnung B (1x 6ml)

— TMB Substrat (1x9 ml)

— Stoppldsung (1x6 ml)

— Waschpuffer (1x20 ml)
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Zunachst wurden alle Bestandteile des Kits sowie das Serum auf Raumtemperatur
gebracht. Dann wurde 1ml der Standardverdinnung auf den Standard gegeben,
sodass eine Stockldsung mit einer Konzentration von 2000 pg/ml entstand. Diese
Stocklésung wurde zunachst auf eine Konzentration 200 pg/ml verdinnt. Daraus
wurde eine Standardreihe mit den folgenden Konzentrationen generiert: 200 pg/ml,

100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,12 pg/ml, 0 pg/ml.

Die Probenverdunnungen A und B wurden jeweils im Verhaltnis 1:1 mit destilliertem
Wasser verdinnt. Die Detektionsreagenzien A und B wurden daraufhin jeweils mit

der zugehorigen Probenverdunnung im Verhaltnis 1:100 verdunnt.
Der Waschpuffer wurde im Verhaltnis 1:30 mit destilliertem Wasser verdinnt.

Die Seren wurden je nach Kit in unterschiedliche Verdlinnungsverhaltnisse gebracht.
Fir den RANKL ELISA wurde eine flinffache Verdinnung des Serums hergestellt
(laut Anleitung empfohlen 40 pl Serum auf 160 pl 0,01 molarer PBS). Fur CTX1 und
OPG wurden die Seren unverdinnt verwendet. Fur PINP wurde eine 50fache
Verdinnung hergestellt (laut Anleitung empfohlen 10 pyl Serum auf 490 ul 0,01
molarer PBS).

Dann wurden 100 ul (bzw. 50 ul bei CTX1) sowohl der Standardreihe als auch der zu
untersuchenden Serenverdinnungen in die dafur festgelegten Vertiefungen der
Reaktionplatte gegeben. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden, wurde
zunachst der Inhalt verworfen und dann 100 ul des Detektionsreagenz A in jede
Vertiefung gegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde erneut der
Inhalt der Vertiefungen verworfen und es folgten drei Waschgange mit jeweils 350 pl
Waschlosung pro Vertiefung und pro Waschgang. Danach wurden jeweils 100 pl der
Detektionsreagenz B in jede Vertiefung gegeben. Das Detektionsreagenz enthalt
unter anderem die Peroxidase, die im weiteren Verlauf zum Farbumschlag des TMB
Substrates fuhrte. Nach einer weiteren Inkubationszeit von einer halben Stunde
folgten erneut funf Waschgange. Dann wurden jeweils 90 pl des TMB Substrates in
jede Vertiefung gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15-25 Minuten wurden
jeweils 50 ul der Stopplésung hinzugegeben. Die Stopplésung beendet zum einen
die Peroxidasereaktion und fuhrte zum anderen durch den Schwefelsduregehalt zu
einem Farbumschlag zu gelb. Unmittelbar nach der Zugabe der Stopplésung folgte
die Messung der optischen Dichte (OD) mit dem automatischen ELISA-Plattenleser

bei einer Wellenlange von 450 nm.
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Alle Inkubationen wurden bei 37 ° C im abgedunkelten Raum durchgefuhrt und dabei

war die Platte durch die adhasive Schutzfolie verschlossen.

Durch die Ergebnisse der Messung der optischen Dichte und den bekannten
Konzentrationen der Standardreihe konnte fir jeden ELISA eine Standardkurve
erstellt werden (Abb. 13B). Bei kompetitiven ELISAs nimmt die Konzentration mit
steigender optischen Dichte zu (Abb. 13B), bei nicht-kompetitiven ELISAs ist es
umgekehrt (nicht dargestellt). Mit Hilfe dieser Standardkurve konnten daraufhin bei
bekannter optischer Dichte die Konzentrationen der gesuchten Antigene im Serum

berechnet werden.

A Sandwich-ELISA Kompetitiv-ELISA B Standardkurve RANKL
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Abbildung 14: A Schematische Darstellung der ELISA; B Beispiel einer Standardkurve anhand
der Standardkurve von RANKL

Quelle: A http://archiv.aktuelle-wochenschau.de/2009/images/w30/abb2.gif
(19.04.2015); B eigene Darstellung

2.9 Genexpressionsanalyse

2.9.1 RNA-Isolation aus dem Knochen

Die Genexpressionsanalyse erfolgte aus Knochenmaterial. Dazu wurden die rechten

Femora der Mause verwendet, die das Kurzzeitlaufbandtraining absolviert hatten.

Zunachst wurde aus dem Knochen bei der Praparation das Knochenmark ausgespuilt
und die RNA aus dem knochenmarkfreien Knochen isoliert. Es ist aber nicht
auszuschlief3en, dass auch mRNA aus Zellen des Knochenmarks isoliert wurde. Fir
die Isolation der RNA wurde das RNeasy Plus Mini Kit von Quiagen verwendet.

Hierzu musste zunachst ein homogenes Lysat aus den fur die RNA-Isolation vorge-
sehenen Femora hergestellt werden. Zunachst wurden dazu die Knochen unter
Zugabe von flussigem Stickstoff und jeweils 600 ul RNA Plus-lysis Buffer sowie 6l
1%igem Mercaptoethanol, gemoérsert. Sowohl der Puffer als auch der Mercapto-
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ethanol haben eine starke RNAse-inaktivierende Wirkung und gewahrleisten so die
Isolation intakter RNA (Quiagen 2011).

Die so entstandene pulverformige Masse wurde dann mit Hilfe eines Spachtels in ein
RNAse freies 1,5 ml Eppendorfgefal® tberfihrt und auf Eis gestellt. Sobald diese
Masse wieder in einen fliissigen Zustand Ubergegangen war, wurden 600 pl Chloro-
form auf diese gegeben und das gesamte Gemisch bei 16000 x g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Dadurch entstanden drei Phasen. Die oberste Phase, in der sich die
RNA befand, wurde abpipettiert und auf eine gDNA Eliminator spin column gegeben.

Diese war dem Kit zu entnehmen und befand sich in einem 2ml Eppendorfgefal3.

Danach erfolgte die Durchfuhrung entsprechend der dem Kit beigefugten Anleitung
(Quiagen 2011).

Zunachst wurde die gDNA Eliminator spin column fir 30 sec bei 8000 x g zentrifu-
giert, um auch die letzten unerwinschten DNA Fragmente in der besagten Saule zu
isolieren. Diese wurde danach verworfen. Auf das sich am Boden des Eppendorf-
gefall befindliche Zentrifugat, in dem sich die gesuchte RNA befand, wurden dann
350 ul Ethanol (ungefahr dieselbe Menge wie die des Zentrifugats) gegeben. Das
gesamte Gemisch wurde nun auf die RNeasy spin column gegeben, die ebenfalls
dem Kit zu entnehmen war und sich in einem 2 ml Eppendorfgefaly befand. Das
Ethanol optimiert die Bindungseigenschaften der RNA an die Saule. Diese wird 15
sec bei 8000 x g zentrifugiert. Hier befand sich dann die zu isolierende RNA in
besagter Saule, sodass die Flussigkeit am Boden des Eppendorfgefall verworfen
wurde. Auf eine weitere Zentrifugation folgten drei Waschgange jeweils einmal mit
700 pl und zweimal mit 500 ul Buffer RPE. Beim letzten Waschgang betrug die

Zentrifugationszeit statt 15 Sekunden zwei Minuten.

Die so aufgereinigte RNA konnte abschlie3end, indem in zwei Durchgangen jeweils
30 pl RNAse freies Wasser auf die Saule gegeben wurden, aus der Saule in ein 1,5

ml Eppendorfgefald ausgewaschen und damit isoliert werden.

Die Konzentration der RNA wurde mittels NanoDrop Messung bestimmt. Die Reinheit
sowie der Grad der Degeneration der RNA wurden mittels Gelelektrophorese

untersucht.

Die isolierte RNA konnte so direkt weiterverwendet oder bei -80°C gelagert werden.
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2.9.2 cDNA Transkription

Fur die Transkription der RNA in cDNA wurde das Capacity cDNA Reverse
Transcription (RT) Kit der Firma Applied Biosystems verwendet. Die Durchflihrung

erfolgte entsprechend der dem Kit beigefugten Anleitung.

Die Komponenten des Kits sowie die RNA wurden zunachst auf Raumtemperatur
gebracht. Die RNA wurde dann bei bekannter Konzentration der einzelnen Proben

individuell so mit RNAse freiem Wasser verdunnt, dass 10 pl 500 ng RNA enthielten.

Auf 10 pl der verdunnten RNA wurden 10 pl des Mastmixes gegeben, der sich pro

Probe wie folgt zusammensetzte:

— 3,2 ul RNAse freies Wasser
— 2 Jl 10fach RT-Puffer

— 2 Jl 10x RT Random Primer
— 1 yl MultiScribe RT

— 1yl RNAse Inhibitor

— 0,8 pl 25x ANTP Mix

Das Gemisch wurde dann dem folgenden Thermocycler Programm unterzogen:

25°C far 10 Minuten

— 37°C fur 120 Minuten

85°C flur 5 Minuten

— Danach Lagerung bei 4°C fiur bis zu 24h

Die so synthetisierte cDNA konnte dann direkt weiterverwendet werden oder flr bis

zu sieben Tage bei -20°C gelagert werden.

2.9.3 TagqMan Realtime PCR (Geneexpression Assays)

Tabelle 3: Untersuchte Gene
Gen Bezeichnung Kodiertes Protein
TNFRSF11A RANK Receptor Activator of NF-kB
TNFSF11 RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand
TNFRSF11B OPG Osteoprotegerin
ALPL ALP Alkalische Phosphatase
ACP5 TRAP Tartrat-resistente saure Phosphatase
COL1A1 COL1A1 Collagen, Typ 1, a1
HIF1A HIF1A Hypoxie-induzierter Faktor 1 a

CTSK CTSK Kathepsin K
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Die Analyse der in cDNA umgeschriebenen RNA wurde mit Hilfe der TagMan Gene
Expression Assays durchgefuhrt. Die Gene, auf die die RNA untersucht wurde, sind

in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Zur groben Abgrenzung wurden die untersuchten Gene in Knochenauf- und -abbau-
marker unterteilt. OPG, ALP und COL1A1 werden zu den Knochenaufbaumarkern
gezahlt, RANK, RANKL, ALP, TRAP und CTSK dienen als Knochenabbaumarker.
Die Bedeutung von RANKL und OPG wurde bereits im Zuge der Proteinanalyse
ausfuhrlich erlautert (siehe ELISA). RANK ist ein Oberflachenprotein, das sich auf
der Oberflache der Osteoblasten befindet und der Osteoblasten-Osteoklasteninter-
aktion und damit auch der Osteoklastenaktivierung dient. TRAP wird von Osteoklas-
ten gebildet, korreliert demzufolge mit der Anzahl der Osteoklasten und kann daher
zum Nachweis einer erhdhten Knochenresorption eingesetzt werden. Cathepsin ist
eine Endoprotease, die ebenfalls von Osteoklasten gebildet wird und als Aktivitats-
marker der Osteoklasten gilt. Kollagen Typ 1a1 bildet die Grundsubstanz der organi-
schen Knochenmatrix und ist daher wesentliche Voraussetzung fir Knochenaufbau.
Die ALP liegt in unterschiedlichen Varianten im menschlichen Gewebe vor und flhrt
Uberall zu Dephosphorylierungen. Im Knochen flihrt diese Freisetzung von Phosphat-
gruppen zu Anlagerung derselben an die Knochenmatrix und damit wiederum zum
Knochenaufbau. HIF1a ist ein Protein, das bei mangelhafter Sauerstoffversorgung
des Gewebes vermehrt exprimiert wird und daher den Nachweis einer stattgehabten
Hypoxie liefert. Darlber hinaus flhrt es Uber Aktivierung von Osteoklasten zu

gesteigertem Knochenabbau.

Zunachst wurde die synthetisierte cDNA im Verhaltnis 1:5 verdinnt, um die Bestand-
teile des 2 x RT Mixes aus der Transkriptionsreaktion ausreichend zu verdinnen und
eine Konzentration an RNA-Aquivalenten herzustellen, die eine sensitive Detektion

der Expressionslevel ermoglicht.

Fur jedes der Gene wurden individuelle TagMan Premixes hergestellt. Der Haupt-
bestandteil dieses Premixes war der TagMan Assay Mix, der aus foward Primer,
revers Primer und fluoreszenzmarkierten Sonden bestand. Hauptsachlich wurden
hierflir sogenannte Ready-to-use.Assays verwendet, lediglich fir GAPDH und TRAP
wurden die self-made TagMan Assay Mixes aus jeweils 0,7 ul forward Primer, 0,7 pl
reverse Primer und 0,7 pl FAM Dye (fluoreszenzmarkierte Sonden) pro Assay

hergestellt.
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Die TagMan Premixes wurden dann aus folgenden Bestandteilen zusammengesetzt:
Fir die ready-to-use Assays:

— 1,1yl 20 x TagMan Assay Mix
— 11 pl 2 x TagMan Gene Expression Master Mix
— 4,4 yl RNase freies H20

Fir die self-made-Assays:

— 0,7 yl TagMan Assay Mix

— 11 pl TagMan Gene Expression Master Mix

— 4,8 ul RNase freies H20

Um Duplikate erstellen zu kdnnen, die wiederum zur Ermittlung eines Mittelwertes
bendtigt werden, wurde von jedem Assay-Mix die doppelte Volumenmenge in der
Zahl der zu testenden Proben in PCR-Tubes vorgelegt und jeweils 11 ul der verdinn-
ten cDNA (5,5 pl pro Assay) hinzugegeben. Nach grindlichem Vortexen und
Anzentrifugieren konnte dann das entstandene Gemisch auf eine Reaktionsplatte mit
96 Vertiefungen verteilt werden. Dabei wurden zur Erstellung von Duplikaten aus
jedem PCR-Tube, mit entsprechendem Assay-Proben-Gemisch, zwei Vertiefungen
beflllt (20ul pro Vertiefung).

Nachdem die Platte mit adhasiver Schutzfolie verschlossen und zentrifugiert wurde,
wurde sie im Schlitten des Messinstruments positioniert. Mit Hilfe der Software SDS
2.3 konnten den einzelnen Positionen auf der Platte die Proben-Assay-Kombinatio-
nen zugeordnet werden, um die sich anschlieRende Auswertung mit dem Programm

RQ Manager, zu erleichtern.

Bei der TagMan Genexpressions-Analyse mittels Real-time PCR wird die Expression
eines Zielgens mit Hilfe eines Fluoreszenzsignals quantifiziert. Der TagMan Assay
Mix besteht jeweils aus Genspezifischen vorwarts und rickwarts Primern und
fluoreszenzmarkierten Sonden, bei denen die Fluoreszenz jedoch zunachst noch
mittels eines Quenchers unterdrickt ist. Zu Beginn eines PCR-Zyklus lagert sich bei
55-65°C der Primer an das Zielgen, bei 68-72°C beginnt die Tag-Polymerase mit
der Elongation des komplementaren DNA-Stranges und stél3t dabei im Verlauf auf
die sich ebenfalls an das Zielgen fluoreszenzmarkierte Sonde. Diese wird im Verlauf
der weiteren Polymerisation zerteilt, der Fluoreszensfarbstoff vom Quencher getrennt
und es kommt zu einem Fluoreszenzsignal. Bei 94-96°C kommt es zur Denaturie-

rung des neu entstandenen Strangs von dem als Vorlage dienenden cDNA Strangs
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(Abb. 15A). Dieser Ablauf wurde automatisch durch zyklische Veranderungen der
Temperatur vierzigmal wiederholt. Gleichzeitig wird die Fluoreszenzstarke gemes-
sen, deren Zunahme uber den zeitlichen Verlauf der Zyklen automatisch grafisch
dargestellt wurde (Abb. 15B).

Die Anzahl der Zyklen, nach denen erstmals die Nachweisgrenze des Fluoreszenz-
signals Uberschritten wurde, legt die Software SDS 2.3 als sogenannten CT-Wert des
Assays fest. Je frUher diese Nachweisgrenze uberschritten wurde, umso niedriger
war demzufolge der CT-Wert und umso héher war die Konzentration des gesuchten
Gens in der cDNA.

GAPDH, das als sogenanntes Housekeeping-Gen in jeder Zelle gleich stark expri-
miert wird, diente als Referenzgen. Mit Hilfe des CT-Wertes dieses Referenzgens
konnten folgende Werte berechnet werden:

— ACT = CTJ[Zielgen] - CT[Referenzgen]

— AACT = ACT[Laufbandtraining] - ACT[Kontrollgruppe]
— Relative Expressionsanderung = 2[-AACT]

Rn vs. Cycle

HiIF1a

Teirg

CalcR

Cycle

Abbildung 15: A Schematische Darstellung des Ablaufs der TagMan Realtime PCR; B
exemplarische Darstellung der Fluoreszenzmessung bei der Realtime PCR

Quelle: A http://www.bio.davidson.edu 25.01.2015; B Abbildung aus dem RQ
Manager
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2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung so wie das Erstellen der Abbildungen erfolgte mit den
Programmen Excel und GraphPad Prism. Zur Feststellung der Normalverteilung der
Stichproben wurde der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Fur die Berechnung statisti-
scher Signifikanzen wurde bei normalverteilten Stichproben der T-Test, bei nicht-
normalverteilten Stichproben hingegen der Mann-Whitney Test angewendet. P-Werte
kleiner als 0.05 wurden dabei als statistisch signifikant betrachtet. Signifikanzen sind
in den Abbildungen wie folgt gekennzeichnet: *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005.
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3 Ergebnisse
3.1 Laufbandtraining

3.1.1 Gewichte — Physiologische Gewichtsentwicklung

An Hand des Korpergewichts kann die koérperliche Gesundheit der Mause kontrolliert
werden. Aus diesem Grund wurden die Mause sowohl vor Beginn des Laufband-
trainings als auch im Verlauf alle zwei Wochen gewogen. Eine fehlende Gewichts-
zunahme oder sogar eine Gewichtsabnahme sind Zeichen von Krankheit oder zu
grolRer korperlicher Belastung durch die Intervention. Alle Mause nahmen im Verlauf
sowohl des Kurzzeittrainings als auch des Langzeittrainings kontinuierlich an Gewicht
zu. Die absoluten Gewichte entsprachen in etwa den gleichaltrigen Kontrollen, die
kein Laufbandtraining absolvierten, sodass man hier von einer physiologischen
Gewichtsentwicklung sprechen kann. Die Mause waren durch das Laufbandtraining
also keiner unphysiologisch hohen oder gar schadlichen Belastung ausgesetzt. Der
Abbildung 16 ist die durchschnittliche Gewichtsentwicklung der Mause in den

unterschiedlichen Trainingsgruppen zu entnehmen.

404
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354 o Aufwarts

Kontrollen
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Abbildung 16: Gewichtsentwicklung

Das Liniendiagramm zeigt die Mittelwerte mit SEM der Korpergewichte der
unterschiedlichen Trainingsgruppen Uber den zeitlichen Verlauf der Trainingsphase.



3 Ergebnisse 48

3.1.2 Im Langzeitversuch betrugen die Trainingsgeschwindigkeiten 35-45 %
und 70-86 % der ermittelten Maximalgeschwindigkeiten.

Im Rahmen des Langzeitversuchs wurde der Run-to-Exhaustion-Test mehrmals

durchgefuihrt um gegebenenfalls die Geschwindigkeit im Intervalltraining an eine

veranderte Maximalgeschwindigkeit anzugleichen, da ein Trainingseffekt und damit

eine Erhohung der Maximalgeschwindigkeit nicht auszuschlie3en war.

Der erste RtET wurde am Ende der Eingewdhnungsphase durchgefiihrt, jeweils in
der Steigung in der vorab die Eingewdhnungsphase absolviert worden war und in der
auch nachfolgend das Training durchgefuhrt wurde. Es wurden folgende Maximal-
geschwindigkeiten ermittelt: Abwarts im Mittel 0,52 m/s, Eben im Mittel 0,54 m/s,
Aufwarts im Mittel 0,49 m/s (Abb. 17A). Aus Praktikabilitatsgriinden wurden die Mau-
se innerhalb ihrer Steigungsgruppe in zwei Gruppen a vier Mause aufgeteilt und zwar
in eine schnelle und eine langsame Gruppe. Dadurch ergaben sich neue durch-
schnittliche Maximalgeschwindigkeiten: Abwarts im Mittel in der schnellen Gruppe
0,57 m/s und in der langsamen Gruppe 0,46 m/s, Eben im Mittel in der schnellen
Gruppe 0,58 m/s und in der langsamen Gruppe 0,51 m/s, Aufwarts im Mittel in der
schnellen Gruppe 0,51 m/s und in der langsamen Gruppe 0,46 m/s (Tab. 4). Entspre-
chend wurden die Geschwindigkeiten wahrend des ersten Monats des Intervall-
trainings mit 80—-90 % und 40-50 % der ermittelten Maximalgeschwindigkeit festge-
legt. Leider konnten manche Mause — vorrangig in den zuvor als schnelle Gruppe de-
finierten Gruppen — mit diesen Geschwindigkeiten im Rahmen des Intervalltrainings
nicht mithalten, sodass die Geschwindigkeiten in einigen Gruppen zum Teil schon
sehr frih herabgesetzt und an die Mdglichkeiten der Mause angeglichen werden
mussten. Im Endeffekt absolvierten die Mause das Training im ersten Monat bei

folgenden Geschwindigkeiten:

Abwarts: in der schnellen Gruppe 0,4 m/s im schnellen und 0,2 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,38 m/s im schnellen und 0,2 m/s im langsa-
men Intervall (Abb. 17B); das entspricht 70 % und 35 % der Maximalgeschwindigkeit
in der schnellen und 86 % und 45 % der Maximalgeschwindigkeit in der langsamen

Gruppe.

Eben: in der schnellen Gruppe 0,42 m/s im schnellen und 0,21 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,4 m/s im schnellen und 0,2 m/s im langsa-
men Intervall (Abb. 17B); das entspricht 73 % und 36 % der Maximalgeschwindigkeit
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in der schnellen und 80 % und 40 % der Maximalgeschwindigkeit in der langsamen

Gruppe.

Aufwarts: in der schnellen Gruppe 0,4 m/s im schnellen und 0,2 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,38 m/s im schnellen und 0,19 m/s im
langsamen Intervall (Abb. 17B); das entspricht 80 % und 40 % der Maximalgeschwin-
digkeit in der schnellen und 86 % und 43 % der Maximalgeschwindigkeit in der

langsamen Gruppe.

Am Ende des ersten Monats des Intervalltrainings wurde erneut ein RtET durch-
gefuhrt. Hierbei wurden folgende Maximalgeschwindigkeiten ermittelt: Abwarts im
Mittel 0,58 m/s, Eben im Mittel 0,49 m/s, Aufwarts im Mittel 0,54 m/s (Abb. 17C).
Nach der erneuten Unterteilung in eine schnelle und eine langsame Gruppe ergaben
sich folgende Maximalgeschwindigkeiten: Abwarts im Mittel in der schnellen Gruppe
0,6 m/s und in der langsamen Gruppe 0,55 m/s, Eben im Mittel in der schnellen
Gruppe 0,51 m/s und in der langsamen Gruppe 0,47 m/s, Aufwarts im Mittel in der

schnellen Gruppe 0,56 m/s und in der langsamen Gruppe 0,51 m/s (Tab. 4).

Sowohl bei den Mausen, die abwarts, als auch bei denen, die aufwarts gelaufen
waren, kam es im Durchschnitt also zu einer Leistungssteigerung. In der Gruppe der
in der Ebene gelaufenen Mause kam es allerdings zu einer Abnahme der durch-
schnittichen Maximalgeschwindigkeit. In den meisten Fallen entsprach das indivi-
duelle Ergebnis des ersten RtEts dem des zweiten. Das bedeutet die Mause, bei
denen schon im ersten Test eine eher hohe Maximalgeschwindigkeit ermittelt worden
war und die entsprechend der schnellen Gruppe zugeordnet wurden, erwiesen sich
im Regelfall auch im zweiten Test als eher schnell und wurden erneut der schnellen
Gruppe zugeteilt. In Einzelfallen kam es allerdings auch zu einer nicht gruppenkon-
formen Leistungsabnahme, dann kam es gegebenenfalls auch zu einem Gruppen-
wechsel. Entsprechend der im zweiten RtET ermittelten Maximalgeschwindigkeiten
wurden die Geschwindigkeiten fur das Intervalltraining im zweiten Monat mit 80—
90 % im schnellen und 40-50 % im langsamen Intervall festgelegt. Auch im zweiten
Monat kam es dazu, dass die Mause zum Teil mit den festgelegten Geschwindigkei-
ten im Rahmen des Intervalltrainings nicht Schritt halten konnten, sodass die Ge-
schwindigkeiten erneut angepasst werden mussten. Im zweiten Monat absolvierten

die Mause das Training bei folgenden Geschwindigkeiten:
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Abwarts: in der schnellen Gruppe 0,42 m/s im schnellen und 0,21 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,38 m/s im schnellen und 0,2 m/s im langsa-
men Intervall (Abb. 17D); das entspricht 70 % und 35 % der Maximalgeschwindigkeit
in der schnellen und 70 % und 37 % der Maximalgeschwindigkeit in der langsamen

Gruppe.

Eben: in der schnellen Gruppe 0,42 m/s im schnellen und 0,21 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,38 m/s im schnellen und 0,19 m/s im lang-
samen Intervall (Abb. 17D); das entspricht 82 % und 41 % der Maximalgeschwindig-
keit in der schnellen und 80 % und 40 % der Maximalgeschwindigkeit in der

langsamen Gruppe.

Tabelle 4: Ubersicht iiber Geschwindigkeiten wihrend des Langzeitversuchs
1. Monat 1. Monat 2. Monat 2. Monat
1. RtET schnelles langsames 2. RtET schnelles langsames
Intervall Intervall Intervall Intervall
Abwarts 0,52 mis 0,58 m/s
komplett
Abwarts schnell 0,57 m/s 0,4 m/s 0,2 m/s 0,6 m/s 0,42 m/s 0,21 m/s
Abwarts 046 m/s 038m/s 02mis 055mis  038mis  02mis
langsam
Eben komplett 0,54 m/s 0,49 m/s
Eben schnell 0,58 m/s 0,42 m/s 0,21 m/s 0,51 m/s 0,42 m/s 0,21 m/s
Ebenlangsam 0,51 m/s 0,4 m/s 0,2m/s 0,47 m/s 0,38 m/s 0,19 m/s
Aufwarts 0,49 m/s 0,54 m/s
komplett
Aufwarts schnell 0,51 m/s 0,4 m/s 0,2 m/s 0,56 m/s 0,42 m/s 0,21 m/s
lAUfwa”S 046m/s 0,38m/s 0,19 m/s 051m/s 038m/is  0,19m/s
angsam

Aufwarts: in der schnellen Gruppe 0,42 m/s im schnellen und 0,21 m/s im langsamen
Intervall und in der langsamen Gruppe 0,38 m/s im schnellen und 0,19 m/s im lang-
samen Intervall (Abb. 17D); das entspricht 75 % und 37 % der Maximalgeschwindig-
keit in der schnellen und 76 % und 38 % der Maximalgeschwindigkeit in der
langsamen Gruppe.

Eine Maus der langsamen Abwarts Gruppe verweigerte aus nicht eruierbaren
Grinden ab der Mitte des zweiten Monats das Laufen komplett und wurde daher

frihzeitig aus dem Trainingsprogramm ausgeschlossen.
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Alle Geschwindigkeiten des Langzeittrainings sind noch einmal in Ubersichtlicher

Form der Tabelle 4 zu entnehmen.

In Abbildung 17 A und C ist im direkten Vergleich der unterschiedlichen Steigungs-
gruppen deutlich zu sehen, dass bei den in der Ebene gelaufenen Mausen zunachst
im ersten RtET im Mittel die hochste, im zweiten RtET im Mittel allerdings die
niedrigste Maximalgeschwindigkeit ermittelt wurde. Daruber hinaus zeigen Abbildung
17 A und C, dass die Gruppe der aufwarts gelaufenen Mause in beiden Tests die
geringsten interindividuellen Unterschiede bezuglich der Maximalgeschwindigkeit
aufweist. Abbildungen 17 B und D zeigen geringe Schwankungen im Bereich der im
Intervalltraining absolvierten Geschwindigkeiten. Sowohl im direkten Gruppenve-
rgleich als auch Uber den zeitlichen Verlauf sind die im Intervalltraining absolvierten
Geschwindigkeiten relativ stabil. Im Gesamtuberklick verdeutlicht Abbildung 17, dass
die Variabilitat eher im Bereich der Maximalgeschwindigkeit als in den im Intervall-
training absolvierten Geschwindigkeiten liegt. Desweiteren legt die Abbildung 17 den
direkten Vergleich der im RtET ermittelten Maximalgeschwindigkeiten mit den
Geschwindigkeiten des Intervalltrainings nahe. Sowohl in der Abbildung 17 als auch
in absoluten Zahlen (siehe oben) wird deutlich, dass der urspriinglich vorgegebene
Rahmen von 80-90 % und 40-50 % der Maximalgeschwindigkeit nicht immer einge-
halten werden konnte, die untere Grenze von 70 bzw. 35 % jedoch auch nicht

unterschritten wurde.
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Abbildung 17: Geschwindigkeiten wiahrend der RtETs und des Intervalltrainings im

3.1.3 Stetige Zunahme der Work Rate bei kontinuierlicher Gewichtszunahme

Die Work Rate ftrifft eine Aussage uUber die geleistete Arbeit im Verhaltnis zum
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A, C Die Boxplots zeigen die Mediane und Verteilung der Quartile sowie minimale
und maximale Werte der im ersten (A) und zweiten (C) Run-to-Exhaustion-Test
ermittelten Maximalgeschwindigkeiten der Mause, die das Langzeittraining absolvier-
ten, gemessen in m/s; dabei stehen die unterschiedlichen Steigungen des Lauf-
bandes im direkten Vergleich zueinander; B, D Mittelwert und Standardabweichung
der Geschwindigkeiten, mit der die Mause im Rahmen einer Trainingseinheit das
langsame und das schnelle Intervall absolvierten, angegeben in % der im Run-to-
Exhaustion-Test ermittelten Maximalgeschwindigkeit; die unterschiedlichen Steigun-
gen des Laufbandes im direkten Vergleich zueinander.

eigenen Koérpergewicht. Zur Ermittlung der Work Rate wird das Korpergewicht (hier in

Gramm) mit der maximal geleisteten Arbeit (hier Vmax) multipliziert.

Die Work Rate nimmt in allen Trainingsgruppen im Verlauf der Trainingsphase kon-

tinuierlich zu (Abb.18). Das ist zum Teil auf die gesteigerte Geschwindigkeit im

zweiten Monat des Langzeittrainings, vor allem aber auf die kontinuierliche Gewichts-

zunahme zurtckzufuhren. Dass die Trainingsgruppe, die in der Ebene gelaufen ist,

grundsatzlich eine um 1-2 g*m/s hdhere Work Rate aufweist, ist damit zu erklaren,

dass die Mause dieser Gruppe im Durchschnitt 2 g schwerer sind als die anderen
Gruppen (siehe auch Abb. 16).
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Die Steigung, bei der die Mause das Training absolviert haben, wird allerding in der
Work Rate nicht berucksichtigt.

16 - o Abwarts (n=8)
Eben {n=8)

= o Aufwarts (n=8)
£ 144 -4- Kurztraining (n=4) .
5 —
: A
E 12+ //i//f
- -
s _ —é
=

10 -

B T 1 ! '

| |
6 8 10 12 14 16
Alter (Wochen)

Abbildung 18: Work Rate

Das Liniendiagramm zeigt die Mittelwerte mit SEM der Work Rate der unterschied-
lichen Trainingsgruppen uber den zeitlichen Verlauf der Trainingsphase.

3.1.4 Knochenwerte der Femora im Langzeitversuch — Abnahme der
trabekularen Knochenmasse bei Zunahme der kortikalen Knochenmasse

Mit der Bezeichnung ,Knochenwerte“ sind im Folgenden immer die Ergebnisse der
MCT Untersuchung gemeint. Dabei handelt es sich bei jedem mittels uCT unter-

suchten Knochen um folgende Werte:

Fir den trabekularen Bereich: Bone Volume / Tissue Volume, Trabecular Number,
Trabecular Thickness, Trabecular Separation, Structur Model Index und fir den
kortikalen Bereich: Bone Area / Tissue Area Crossectional Thickness (ausfuhrliche

Erlauterung siehe Methodenteil).

Im Bereich des trabekularen Knochens ist in allen Steigungsgruppen eine signifikan-
te Abnahme der Knochenmasse im Vergleich zur gleichaltrigen untrainierten Kontroll-
gruppe zu verzeichnen (Abb. 19). Diese Abnahme der Knochenmasse ist besonders
ausgepragt bei den Mausen, die das Laufbandtraining bei einer negativen Steigung

absolvierten.
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Wahrend der Knochengewebeanteil am Gesamtgewebe (BV/TV, ein Volumen, das
im trabekularen Bereich dreidimensional bestimmt wird) in der untrainierten gleich-
altrigen Kontrollgruppe im Mittel 13,26 % betragt, betragt er in der Abwartsgruppe
4,12 %, in der Ebengruppe 6,7 % und in der Aufwartsgruppe 6,3 % (Abb. 19A). Die
Anzahl der Trabekel ist im Vergleich zur Kontrollgruppe lediglich in der Abwartsgrup-
pe signifikant erniedrigt (Abb. 19B), wohingegen die Dicke der Trabekel wiederum in
allen drei Steigungsruppen signifikant gegentber der Kontrollgruppe abgenommen
hat (Abb. 19C).

Die Femora der untrainierten gleichaltrigen Kontrollgruppe weisen im Mittel einen
SMI von 2,15 auf. Die Trabekel in den Femora der trainierten Gruppen neigen eher
zur Stabchenform und pragen so das Bild eines beinahe osteoporotischen
Knochens. Es ist daher naheliegend, dass der SMI in den trainierten Gruppen 2,74
(Abwarts) und 2,63 (Eben und Aufwarts) betragt und somit in allen Steigungsgruppen
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhdht ist (Abb. 19D). Im Bereich des korti-
kalen Knochens ist in den Gruppen Eben und Aufwarts eine signifikante Zunahme
der Knochenmasse im Vergleich zur gleichaltrigen untrainierten Kontroligruppe zu
verzeichnen. In der Gruppe der abwarts gelaufenen Mause sieht man allerdings nur

eine Tendenz zum kortikalen Knochenwachstum (Abb. 20).

Wahrend der Knochengewebeanteil am Gesamtgewebe (B.Ar /T.Ar, hier eine Flache,
die im kortikalen Bereich zweidimensional bestimmt wird) in der Kontrollgruppe im
Mittel 64,7 % betragt, betragt er Abwarts 68,0 %, Eben 70,9 % und Aufwarts 70,8 %
(Abb. 20A) und ist damit in der Eben- und Aufwartsgruppe signifikant erhdht. Auch in

der Abwartsgruppe ist eine deutliche Tendenz zu sehen.

Darlber hinaus ist die kortikale Dicke (Cs.Th) in den Gruppen Eben und Aufwarts
signifikant und in der Gruppe Abwarts tendenziell erhéht (Abb. 20B).
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Abbildung 20: Kortikale Knochenwerte der Femora nach Langzeittraining

A Bone Area / Tissue Area; B Crossectional Thickness; die Punkte stellen Einzel-
werte dar, die um die Mittelwerte (Linie) streuen, Laufgruppen (Abwarts, Eben und
Aufwarts) in direktem Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe. *p<0,05, **p<0,005,

***P<0,0005
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3.1.5 Knochenwerte der Tibiae im Langzeitversuch — Abnahme der
trabekularen sowie kortikalen Knochenmasse

Im Rahmen des Langzeitversuchs wurden neben den Femura auch die Tibiae als

erster langer Rohrenknochen in der Kette der unteren Extremitat, der den axialen

Stold mit jedem Laufschritt — besonders beim Abwartslaufen — abfangt, mittels uyCT

untersucht. Die Knochenabschnitte, in denen der trabekulare und kortikale Knochen

der Tibia betrachtet wurde, sind andere als beim Femur (siehe Methodenteil), die

ermittelten Werte hingegen sind dieselben.

In den Tibiae kommt es in allen drei Steigungsgruppen im Vergleich zur gleichaltrigen
untrainierten Kontrollgruppe zu einer signifikanten Abnahme sowohl im Bereich des
trabekularen (Abb. 21) als auch des kortikalen (Abb. 22) Knochens.

Der reprasentativste Wert des trabekularen Knochens BV/TV, der den Anteil des
Knochengewebes am Gesamtgewebe beschreibt, ist in allen drei Steigungsgruppen
im Vergleich zur gleichaltrigen untrainierten Kontrollgruppe signifikant erniedrigt
(Abb. 21A). Die Anzahl der Trabekel ist nur in der Gruppe der abwarts gelaufenen
Mause signifikant erniedrigt (Abb. 21B). Die Dicke der Trabekel hingegen ist nur in
den anderen beiden Gruppen signifikant vermindert (Abb.21C). Der SMI ist
ausschlielich in der Gruppe der aufwarts gelaufenen Mause signifikant erhdht und

deutet damit eine Entwicklung Richtung osteoporotischen Knochen an (Abb. 21D).

Im Bereich des kortikalen Knochens sind die Ergebnisse eindeutiger und einheitli-
cher: Sowohl der Anteil des Knochengewebes am Gesamtgewebe (B.Ar/T.Ar) als
auch die Dicke der Kortikalis (C.Th) hat in allen drei Steigungsgruppen im Vergleich

zur untrainierten Kontrollgruppe signifikant abgenommen (Abb. 22).
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Abbildung 21: Trabekuldre Knochenwerte der Tibiae nach Langzeittraining

A Bone Volume / Tissue Volume; B Trabecular Number; C Trabecular Thickness;
D SMI; die Punkte stellen Einzelwerte dar, die um die Mittelwerte (Linie) streuen,
Laufgruppen (Abwarts, Eben und Aufwarts) in direktem Vergleich zur untrainierten
Kontrollgruppe. *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005
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Abbildung 22: Kortikale Knochenwerte der Tibiae nach Langzeittraining

A Bone Area / Tissue Area; B Crossectional Thickness; die Punkte stellen
Einzelwerte dar, die um die Mittelwerte (Linie) streuen, Laufgruppen (Abwarts, Eben
und Aufwarts) in direktem Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe. *p<0,05,
**p<0,005, ***P<0,0005
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3.1.6 3-Punkt-Biege-Test der Femora im Langzeitversuch— Abnahme der
Maximalen Belastungskraft sowie der Biegespannung

Die Maximale Belastungskraft Fmax, bei der der Knochen bricht, ist in allen drei
Steigungsgruppen im Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe signifikant erniedrigt
(Abb. 23A). Das bedeutet, die Femora haben im Mittel bereits bei einer deutlich
geringeren Kraft nachgegeben und sind gebrochen. Wahrend die Maximale Belast-
barkeit der Femora der untrainierten Mause im Mittel 33,23 N betragt, betragt diese
in der Abwartsgruppe 22,95 N, in der Ebengruppe 23,88 N und in der Aufwarts-
gruppe 21,77N. In Anbetracht der Tatsache, dass die Maximale Belastbarkeit neben
anderen Faktoren maf3geblich von der Breite der Kortikalis abhangig ist und diese
zumindest in den Gruppen Eben und Aufwarts signifikant zugenommen hat, wirft die

eindeutige Abnahme der Belastbarkeit in allen Gruppen Fragen auf.

Aus diesem Grund wurde neben der Maximalen Belastbarkeit, die zu einem gewis-
sen Malde auch abhangig von der Geometrie des jeweiligen Knochens ist, auch die
Biegespannung bestimmt. Diese wird geometeiunabhangig berechnet und liefert
somit annahernd eine Aussage Uber die Qualitat des Knochenmaterials. Diese hat
ebenfalls in allen drei Steigungsgruppen im Vergleich zur untrainierten Kontroll-
gruppe signifikant abgenommen (Abb. 23B). Besonders ausgepragt ist die Abnahme
der Biegespannung in der Gruppe der abwarts gelaufenen Mause. Das lie3e sich
allerdings mit der in dieser Gruppe fehlenden Zunahme der kortikalen Knochens
erklaren. Dennoch kann insgesamt von Abnahme der Qualitdt des Knochenmaterials

bei allen trainierten Mausen ausgegangen werden.
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Abbildung 23: Ergebnisse des 3-Punkt-Biegetest nach Langzeitlaufbandtraining

A Maximale Belastungskraft; B Biegespannung; die Boxplots zeigen die Mediane und
Verteilung der Quartile sowie minimale und maximale Werte der Maximalen
Belastungskraft (A) bzw. der Biegespannung (B); die drei Steigungsgruppen in
direktem Vergleich; *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005
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3.1.7 ELISA - keine gesteigerte Expression der Regulatoren des
Knochenstoffwechsels auf Proteinebene nachweisbar

Mittels ELISA wurde in den Seren der trainierten (Langzeittraining) und untrainierten
Mause die Konzentration folgender am Knochenstoffwechsel beteiligter Proteine
bestimmt: RANK Ligand, Osteoprotegrin, Procollagen | N-Terminal Propetide. Dabei
ist RANKL eher als Marker fur Knochenabbau zu sehen, wahrend eine gesteigerte
Expression von PINP und OPG auf Knochenaufbau schlielen lasst. Darliber hinaus
wurde der Quotient aus RANKL und OPG bestimmt, der eine Aussage Uber das

Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau macht.

Die Konzentrationen der untersuchten Proteine sind in den Seren der trainierten
Tiere im Vergleich zu denen der Untrainierten weder signifikant erhéht noch
erniedrigt (Abb. 24). Auf Proteinebene konnte demnach kein gesteigerter Knochen-
stoffwechsel nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass hier lediglich Tendenzen zu
sehen sind, ist zum einen auf die zum Teil geringe Anzahl der Werte zum anderen

auf die grof3e Streuung der vorhandenen Werte zurtickzufihren.

Die Konzentration von RANKL zeigt in allen Steigungsgruppen eine leichte Tendenz
zur gesteigerten Expression, weist allerdings eine gro3e Streuung auf (Abb. 24A).
Auch OPG weist eine grofRe Streuung der Werte auf, besonders in der Gruppe der
abwarts gelaufenen Mause. Die Aufwartsgruppe tendiert zu eine verringerten
Expression von OPG im Vergleich zur Kontroligruppe (Abb. 24B). Die Konzentration
von PINP liegt bei einem Grol3teil der trainierten Tiere unterhalb der Nachweisgrenze
(Abb. 24C). Der Quotient aus RANKL und OPG ist in allen Steigungsgruppen im
Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe tendenziell erhéht (Abb. 24D). Dieses
Ergebnis spiegelt die Tendenzen der beiden einzelnen Proteine wieder und verdeut-

licht es. Allerdings weist entsprechend auch der Quotient eine grof3e Streuung auf.
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Abbildung 24: Ergebnisse der ELISA

A RANK Ligand; B Osteoprotegrin; C Procollagen | N-Terminal Propetide; D Quotient
aus RANK Ligand und Osteoprotegrin; die Boxplots zeigen die Mediane (Linie) sowie
minimale und maximale Werte der Konzentration des jeweiligen Proteins im Serum,
die durchgezogene Linie entspricht der jeweiligen Nachweisgrenze.

3.1.8 Im Kurzzeitversuch betrugen die Trainingsgeschwindigkeiten 71 % und
35 % der durchschnittlich ermittelten Maximalgeschwindigkeit.

Die Maximalgeschwindigkeit (Vmax), die im Run-to-Exhaustion-Test am Ende der
Eingewohnungsphase bestimmt wurde, betrug im Median 0,59 m/s (Abb. 25A). Das
Intervalltraining wurde begonnen mit Geschwindigkeiten, die 80 % und 40 % der
Maximalgeschwindigkeit entsprechen, das bedeutete in absoluten Zahlen 0,47 und
0,24 m/s. Jedoch konnten die Mause im Verlauf des Trainings nicht mit diesen er-
rechneten Geschwindigkeiten mithalten, sodass die Geschwindigkeiten herabgesetzt
und an das Leistungsniveau der Mause angepasst werden mussten. Die letztend-
lichen Trainingsgeschwindigkeiten betrugen 0,2 m/s im langsamen und 0,4 m/s im
schnellen Intervall, das entspricht ungefahr 71 % und 35 % der durchschnittlichen
Maximalgeschwindigkeit (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Geschwindigkeiten wiahrend des RtET und des Intervalltrainings im
Kurzzeitversuch
A Der Boxplot zeigt den Median und die Verteilung der Quartile sowie minimale und
maximale Werte der im Run-to-Exhaustion-Test ermittelten Maximalgeschwindig-
keiten der Mause, die im Verlauf das Kurzzeittraining absolvierten, gemessen in m/s;
B Mittelwert und Standardabweichung der Geschwindigkeiten, mit der die Mause im
Rahmen einer Trainingseinheit das langsame und das schnelle Intervall absolvierten.

3.1.9 Knochenwerte der Femora im Kurzzeitversuch — keine Veranderungen
der Knochenmasse im trabekularen und kortikalen Bereich

Auch im Rahmen des Kurzzeitversuchs wurden die Femora mittels uCT untersucht
und die oben aufgefuhrten Werte (siehe Knochenwerte der Femora im Langzeit-
training) ermittelt.

Bei den untersuchten Femora der Mause, die das Kurzzeittraining absolvierten, kam
es zu keiner signifikanten Veranderung der Knochenmasse im Vergleich zur gleich-
altrigen untrainierten Kontrollgruppe, weder im trabekularen noch im Kkortikalen
Bereich. Die reprasentativsten Werte fur den jeweiligen Knochenanteil sind in
Abbildung 26 dargestellt. Die restlichen der oben aufgefuhrten Werte waren ebenfalls

nicht signifikant verandert im Vergleich zur Kontrollgruppe (hier nicht dargestelit).
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Abbildung 26: Knochenwerte der Femora nach Kurzzeittraining

A BV / TV als reprasentativster Wert des trabekuldren Knochens; B B.Ar / T.Ar als
reprasentativster Wert des kortikalen Knochens; die Punkte stellen Einzelwerte dar,
die um die Mittelwerte (Linie) streuen, Laufgruppe (Abwarts) und untrainierte Kontroll-
gruppe in direktem Vergleich. *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005
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3.1.10 Knochenwerte der Humeri im Kurzzeitversuch — keine Veranderungen
der Knochenmasse im Bereich des trabekularen und kortikalen Bereich

Da bei negativer Steigung der axiale Stol3 im Bereich der Humeri besonders stark ist,
wurden im Rahmen des Kurzzeitversuchs auch diese mittels uCT untersucht. Hier
zeigte sich ebenfalls keine signifikante Veranderung der Knochenmasse im Vergleich
zur untrainierten Kontrollgruppe, weder im trabekularen noch im kortikalen Bereich.
Die reprasentativsten Werte flr den jeweiligen Knochenanteil sind in Abbildung 27
dargestellt. Die restlichen der oben aufgefihrten Werte waren ebenfalls nicht

signifikant verandert im Vergleich zur Kontrollgruppe (hier nicht dargestellt).

Auf Grund der groRen Streuung der Werte ist eine Aussage Uber Tendenzen nicht

sinnvoll.
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Abbildung 27: Knochenwerte der Humeri nach Kurzzeittraining

A BV / TV als reprasentativster Wert des trabekularen Knochens; B B.Ar / T.Ar als
reprasentativster Wert des kortikalen Knochens; die Punkte stellen Einzelwerte dar,
die um die Mittelwerte (Linie) streuen, Laufgruppe (Abwérts) und untrainierte
Kontrollgruppe in direktem Vergleich. *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005

3.1.11 RNA RT-PCR - keine signifikante Veranderung der Expression der
Regulatoren des Knochenstoffwechsels auf RNA-Ebene nachweisbar

Da auf Proteinebene im Rahmen des Langzeitversuchs keine Veranderungen der an

der Regulation des Knochenstoffwechsels beteiligten Faktoren nachgewiesen

werden konnte, fihrten wir im Rahmen des Kurzzeitversuchs eine Analyse dieser

Faktoren auf RNA-Ebene durch.

Da es wider Erwarten im Langzeitversuch zu einer Abnahme der trabekularen Kno-
chenmasse gekommen war, nutzten wir diesen Kurzzeitversuch daruber hinaus zur

Ursachenforschung. Eine mogliche Erklarung fir die Abnahme der Knochenmasse
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ist eine Hypoxie im Gewebe wahrend der anaeroben Phasen des Trainings. Durch
Hypoxie kommt es zur Aktivierung des HIF1a (Hypoxia induced factor 1 alpha), der
wiederum durch eine Aktivierung von Osteoklasten zur gesteigertem Knochenabbaus
fuhrt.

Aus diesem Grund wurde mittels Realtime PCR die Konzentration der RNA, die
HIF1a kodiert, bestimmt. DarUber hinaus wurde die Expression der RNA, die folgen-
de Proteine des Knochenstoffwechsels kodiert, untersucht: RANKL, Osteoprotegrin,
RANK, Collagen 1a1, Alkalische Phosphatase, Cathepsin K, TRAP. Diese gelten als
Marker fir den Knochenabbau (RANKL, RANK, AP, Cathepsin K, TRAP) bzw.
Knochenaufbau (OPG, Col1a1).

Die relative Expression ist in allen Fallen — aulRer bei Collagen 1a1 und der Alkali-
schen Phosphatase — Uber eins (Abb. 28). Das lasst auf eine leicht erhéhte Expres-
sion dieser betrachteten Gene schlieRen. Deutlichere Ergebnisse der RT-PCR in
diese angedeutete Richtung wirden zum einen eine Hypoxie und zum anderen eine
Aktivierung des Knochenstoffwechsels nahelegen. Allerdings sind Schwankungen
der relativen Expression um +/- eins als physiologische Schwankungen und als
Artefakte der Untersuchungsmethode zu werten, sodass weder die Hypoxie noch der

gesteigerte Knochenstoffwechsel eindeutig nachgewiesen werden konnten.

relativer
Expressionsunterschied
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Abbildung 28: Ergebnisse der TagMan Realtime PCR

Mittelwerte und Standardabweichungen des relativen Expressionsunterschied der
Faktoren auf RNA (HIF 1alpha, RANKL, OPG, RANK, Collagen 1a1, Alkalische
Phosphatase, Cathepsin K, TRAP); gestrichelte Linie: relative Expression =1, das
bedeutet es besteht kein Unterschied in der Expression im Vergleich zur gleich-
altrigen untrainierten Kontrolle.



3 Ergebnisse 64

3.1.12Zusammenfassung der Ergebnisse des Laufbandtrainings

Es kam zu einer physiologischen Gewichtsentwicklung, die der der gleichaltrigen

untrainierten Kontrollen entsprach.

Die Geschwindigkeiten, die im RtET ermittelt wurden, waren individuell sehr unter-
schiedlich und bedienten eine Bandbreite von 0,35 bis 0,7 m/s. In den Trainings-
einheiten wurden mit Geschwindigkeiten von 0,19 bis 0,21m/s im langsamen Intervall
und 0,38 bis 0,42 m/s im schnellen Intervall absolviert. Das entsprach je nach
Ergebnis im RtET 35 bis 45 % der Maximalgeschwindigkeit im langsamen und 70 bis
86 % im schnellen Intervall. Vor allem die Mause mit hoher Maximalgeschwindigkeit
im RtET waren im Intervalltraining nicht in der Lage mit der ermittelten Geschwin-

digkeit Schritt zu halten, sodass die Geschwindigkeit angepasst werden musste.

Im Rahmen des Langzeitversuchs kam es in den Femora der Mause aller Steigungs-
gruppen zu einer signifikanten Abnahme des trabekularen Knochens und in den
Gruppen Eben und Aufwarts zu einer signifikanten Zunahme des kortikalen Kno-
chens im Vergleich zur untrainierten Kontrollgruppe. DarUber hinaus konnte eine
Abnahme der trabekularen und kortikalen Knochenmasse in den Tibiae der

trainierten Mause aller Steigungsgruppen nachgewiesen werden.

Die Femora der trainierten Mause aller Steigungsgruppen wiesen im 3-Punkt-
Biegetest eine signifikant geringere Maximale Belastbarkeit sowie Biegespannung als

die der untrainierten Kontrollgruppe auf.

Im Serum der trainierten Mause konnte keine gesteigerte Expression der

Regulatoren des Knochenstoffwechsels auf Proteinebene nachgewiesen werden.

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse des Laufbandtrainings.
Femora Tibia Humeri Serum
Trabekularer Knochen ! 1 VAN
Kortikaler Knochen 1 1 PR
Maximale Belastungskraft !
Biegespannung !
Knochenaufbaumarker tendenziell 1 —
Knochenabbaumarker tendenziell 1 tendenziell 1

Im Kurzzeitversuch des Laufbandtrainings konnte weder eine signifikante Verande-

rung der Knochenmasse im Bereich des Femurs und des Humerus noch eine
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gesteigerte Expression der Regulatoren des Knochenstoffwechsels auf RNA Ebene

nachgewiesen werden.

Alle Werte sind in Zahlen im Anhang tabellarisch aufgefuhrt.

3.2 Pharmakologische Intervention

3.2.1 Gewichte — Leichte Gewichtsabnahme zu Beginn der pharmakologischen
Intervention mit anschlieBend rascher Erholung

Auch wahrend der pharmakologischen Intervention wurden regelmafige Gewichts-

kontrollen durchgeflhrt. Und zwar wurden die Mause vor jeder Injektion (alle 72

Stunden) gewogen, zum einen um URB 597 gewichtsadaptiert verabreichen zu

kdénnen und zum anderen um die korperliche Gesundheit der Mause zu Uberwachen.

Der genaue Verlauf der Gewichtsentwicklung Gber den Verlauf der Behandlung ist

der Abbildung 29 zu entnehmen.

Nach den ersten beiden Behandlungen kam es zu einer Gewichtsabnahme. Im Mittel
betrug diese Gewichtsabnahme 1,75 % des Ausgangsgewichtes. Im Verlauf kam es
allerdings zu einer raschen Gewichtsnormalisierung und einer nachfolgenden physio-
logischen Gewichtsentwicklung. Sowohl das geringe Ausmal} der Gewichtsabnahme
als auch die zeitnahe Gewichtsnormalisierung machen deutlich, dass es sich bei der

intraperitonealen URB 597 Applikation lediglich um eine geringe Belastung handelte.

35 4
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Abbildung 29: Gewichtsentwicklung

Das Liniendiagramm zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichung der Gewichte der
Mause in Gramm im Verlauf der pharmakologischen Intervention. Gewichtsabnahme
im Mittel von 1,75 % des Ausgangsgewichts nach den ersten beiden Injektionen,
danach physiologische Gewichtsentwicklung.
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3.2.2 Knochenwerte der Femora — keine Verdanderungen der Knochenmasse im
trabekularen Anteil, Zunahme der kortikalen Knochenmasse

Trabekular zeigt sich im yCT keine Veranderung der Knochenmasse. Sowohl der

Knochenanteil am Gesamtgewebe (BV/TV) als auch die Dicke und Anzahl der Trabe-

kel sowie der Structure Model Index, der eine Aussage Uber die Form der Trabekel

macht, sind im Vergleich zu den gleichaltrigen unbehandelten Kontrollgruppe

unverandert (Abb. 30).

Der kortikale Knochen hingegen hat in den Femora der pharmakologisch behandel-
ten Mause im Vergleich zu den gleichaltrigen unbehandelten Kontrollen signifikant
zugenommen. Und zwar zeigt sich sowohl eine signifikante Zunahme des Knochen-
anteils am Gesamtgewebe (B.Ar./T.Ar.) als auch der kortikalen Dicke (Cs.Th.)
(Abb.31).

Wahrend der Knochenanteil bei der Kontrollgruppe im Mittel 64,72 % am Gesamt-
gewebe betragt, betragt er in der behandelten Gruppe 69,56 % (Abb. 31A). Auch hier
fuhrt die isolierte Betrachtung des T.Ar (hier nicht dargestellt) zu der Erkenntnis, dass

der kortikale Knochen endosteal gewachsen ist.

Die kortikale Dicke betragt bei der Kontrollgruppe im Mittel 0,357 mm. In der
pharmakologisch behandelten Gruppe hingegen liegt die kortikale Dicke im Mittel bei
0,367 mm (Abb. 31B) und ist damit signifikant erhoht.
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Abbildung 30: Knochenwerte des trabekuldaren Knochens der Femora nach uCT-Analyse der
Mause, die iiber 28 Tage 10 Injektionen URB597 erhalten haben
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Abbildung 31: Knochenwerte des kortikalen Knochens der Femora nach uCT-Analyse der
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Mause, die iiber 28 Tage 10 Injektionen URB597 erhalten haben. *p<0,05,
**p<0,005, ***P<0,0005
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3.2.3 3-Punkt-Biege-Test der Femora — Abnahme der Belastungskraft sowie
der Biegespannung

Analog zu den Femora der Mause, die das Laufbandtraining absolvierten, kommt es

auch hier nach pharmakologischer Intervention sowohl zu einer signifikanten

Abnahme der Maximalen Belastungskraft als auch zu einer signifikanten Abnahme

der Biegespannung im Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe (Abb. 32).

Die Maximale Belastungskraft der Femora betragt bei der unbehandelten Kontroll-
gruppe im Mittel 33,23 N, die Femora der behandelten Mause hingegen brechen im
Mittel bei 23,72 N (Abb. 32A). Die unbehandelten Femora weisen im Mittel eine
Biegespannung von 146,7 N/mm?, die behandelten Femora eine Biegespannung von
119,95 N/mm? (Abb. 32B).

Obwohl die Knochenmasse kortikal nachweislich signifikant zugenommen hat,
brechen die Femora der behandelten Tiere im Test bei einer deutlich geringeren

Belastung und sind qualitativ minderwertiger im Vergleich zu denen der gleichaltrigen

Kontrollen.
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Abbildung 32: Ergebnisse des 3-Punkt-Biegetest nach pharmakologischer Intervention

A Maximale Belastungskraft; B Biegespannung; die Boxplots zeigen die Mediane und
Verteilung der Quartile sowie minimale und maximale Werte der Maximalen
Belastungskraft (A) bzw. der Biegespannung (B); *p<0,05, **p<0,005, ***P<0,0005
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es mittels osteoinduktivem Laufbandtraining sowie pharmako-
logischer Intervention Knochenmasse bei der jungen, gesunden mannlichen STR/ort
Maus aufzubauen, um im weitesten Sinne einen Beitrag zur Entwicklung einer
gelenkschonenden Osteoporoseprophylaxe und gegebenenfalls auch -therapie zu
leisten. Da der Einfluss einer Intervention auf den menschlichen Knochen nicht iso-
liert und unabhangig von anderen Einflussfaktoren betrachtet werden kann und der
menschliche Knochen daruber hinaus nach einer Intervention nicht im Detail mittels
histologischer Verfahren analysiert werden kann, entschieden wir uns fir das Maus-
modell. Die STR/ort Maus ist dabei auf Grund ihrer phanotypischen Alleinstellungs-
merkmale besonders gut fur die Untersuchung von Knochen und Gelenken und

deren Zusammenspiel geeignet.

Die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Arbeit bestatigen nur zum Teil die zu Be-
ginn aufgestellte Hypothese. Es gelang uns sowohl durch Langzeitlaufbandtraining
als auch durch pharmakologische Intervention im Bereich der Kortikalis Knochen-
masse aufzubauen. Im Bereich des trabekuldren Knochens mussten wir allerdings im
Rahmen des Langzeitlaufbandtrainings eine Knochenmasseabnahme verzeichnen.

Im Folgenden sollen einzelne Ergebnisse ausfuhrlich diskutiert werden.

4.1 Die Zunahme der kortikalen Knochenmasse kann als Zeichen einer
erhohten Sensibilitat der Kortikalis auf osteoinduktive Stimuli gedeutet
werden

Im Rahmen des Langzeitlaufbandtrainings kam es zu einer Zunahme der Knochen-

masse. Diese war allerdings ausschlief3lich im kortikalen Bereich der Femora der

Tiere, die das Laufbandtraining in der Ebene und aufwarts absolviert hatten, zu

verzeichnen. Die trabekulare Knochenmasse der Femora hingegen hat in allen drei

Steigungsgruppen signifikant abgenommen. Wie bereits zuvor aufgefallen war

scheint der kortikale Knochen sensibler fur osteoinduktive Stimuli zu sein und ent-

sprechend frihzeitiger und ausgepragter auf diese zu reagieren als der trabekulare

Knochen (lwamoto et al. 2005).

Dabei trifft der B.Ar./T.Ar. eine Aussage uber den Anteil des Knochens am gesamten
Gewebe. Betrachtet man den Wert T.Ar. isoliert, kann ermittelt werden, ob der Anteil

des kortikalen Knochens innen oder auRen zugenommen hat, sprich ob der Knochen
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endosteal oder periosteal gewachsen ist. Der T.Ar beschreibt den Durchmesser der
gesamten Gewebeflache. Hat dieser bei erhohtem B.Ar./T.Ar. zugenommen, kann
man von einem periostealen Wachstum des Knochens ausgehen. Bleibt T.Ar. jedoch
gleich oder nimmt ab bei erhéhtem Quotienten, hat das Wachstum des Knochens
endosteal stattgefunden. In diesem Fall ist T.Ar. im Vergleich zur untrainierten
Kontrollgruppe unverandert (nicht dargestellt). Daher kann von einem endostealen

Wachstum des kortikalen Knochens ausgegangen werden.

Auch frihere Untersuchungen lieferten Ergebnisse Uber die Zunahme der kortikalen
Knochenmasse (Wallace et al. 2007, Plochocki et al. 2009). In einer von Hamann et
al. 2012 durchgefuhrten Studie, bei der Ratten ein Ausdauertraining auf einem
abwarts geneigten Laufband absolviert hatten, war es hingegen ausschliel3lich zu
einer Zunahme der trabekularen Knochenmasse gekommen. Der kortikale Knochen

blieb dabei unverandert.

Darlber hinaus kénnen die Veranderungen der Knochenmasse als Zeichen einer
osteoporotischen Entwicklung gedeutet werden. Denn laut Ammann et al. 2003 geht
die Osteoporose neben der Reduktion der trabekularen Knochenmasse auch mit
einer Erweiterung des kortikalen Durchmessers (Cs.Th) einher. Auch der SMI, der in
allen Steigungsgruppen der trainierten Tiere deutlich gegen 3 geht, spricht fur eine

osteoporotische Entwicklung.

Desweiteren kann es ausgeldst durch das Laufbandtraining zu einer Umverteilung
des Knochenmaterials zugunsten der kortikalen Knochenmasse gekommen sein. Als
ein Grund fur die Umverteilung der Knochenmasse sollte mangelnde Kalzium- und
Vitamin D Zufuhr in Erwagung gezogen werden, sodass es nur auf Kosten des trabe-
kularen Knochens zu einer Zunahme der kortikalen Knochenmasse kommen konnte.
Denn die Bedeutung von Kalzium und Vitamin D fir die Struktur und Stabilitat des
Knochens ist bereits nachgewiesen (Amling et al. 2015, Carmeliet et al. 2015).
Allerdings wird das Futter, das die Tiere erhalten haben, auch an tragende Tiere
verfuttert, die bekanntlich einen besonders hohen Kalziumbedarf haben, was diese
Erklarung unwahrscheinlich macht. Das legt die Vermutung nahe, dass durch aulere
physikalische Reize, hier in Form des Laufbandtrainings, lediglich eine Umverteilung
der vorhandenen Knochenmasse mdglich ist, die absolute Knochenmasse und damit

die peak bone mass nicht beeinflusst werden kann.
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4.2 Die Rolle des trabekuldaren Knochens bei der Bruchfestigkeit bleibt
fraglich; die Qualitat des neu aufgebauten kortikalen Knochens scheint
mangelhaft zu sein

Der 3-Punkt-Biegetest lieferte sowohl bei den Tieren, die das Langzeittraining

absolviert hatten, als auch die, die der pharmakologischen Intervention unterzogen

worden waren, ein Uberraschendes Ergebnis. Obwohl zu erwarten ist, dass bereits
kleine Veranderungen der Knochenmasse im Bereich der Kortikalis zu grofen

Veranderungen in der Bruchfestigkeit fuhren (Turner et al. 2003), weisen die Femora

dieser Tiere trotz signifikant breiterer Kortikalis eine signifikant geringere Maximale

Belastungskraft sowie Biegespannung im Vergleich zu denen der untrainierten Tiere

auf. In frlheren Untersuchungen war es bereits sowohl zu gegenteiligen (Kohn et al.

2008) als auch ahnlichen Ergebnissen gekommen. So war beispielsweise bei einer

Studie von Takedo et al. 2012 ebenfalls eine unveranderte Belastbarkeit bei

signifikant erhdhter Knochenmasse nach Laufbandtraining aufgefallen.

Eine mogliche Erklarung fur die verminderte Bruchfestigkeit kann der Verlust der
trabekuldaren Knochenmasse sein. Auch bei der Osteoporose (Tervo et al. 2009)
kommt es vor allem zu einer Reduktion der trabekularen Knochenmasse, in den
seltensten Fallen wird die Kortikalis in Mitleidenschaft gezogen. Daruber hinaus fuhrt
Osteoporose haufig zu sogenannten pathologischen Frakturen (Frakturen ohne ada-
quates Trauma). Diese betreffen vor allem den Femurhals sowie die Wirbelkdrper.
Noch vor wenigen Jahren hat man diese beiden Tatsachen in direkten kausalen Zu-
sammenhang gebracht (Piscitelli et al. 2011, Horner et al. 2010, Stevens and Abrami
1964). Heutzutage wird dem trabekularen Knochenanteil allerdings nur noch eine
geringe Bedeutung bei der Bruchfestigkeit beigemessen (Holzer et al. 2009). Es ist
weiterhin bekannt, dass die Belastbarkeit bzw. die Bruchfestigkeit eines Rdhren-
knochens weitgehend von der Kortikalis abhangig ist. Dartber hinaus ist die Biege-
spannung und Maximale Belastungskraft der Tiere, die pharmakologisch behandelt
wurden, auch trotz unveranderter trabekuarer Knochenmasse herabgesetzt. Das
Ergebnis des 3-Punkt-Biegetests |asst daher eher darauf schlielen, dass die Breite
der Kortikalis zwar zugenommen, ihre Qualitédt dabei aber abgenommen hat. Eine
Ursache fur die mangelnde Qualitat konnte das schnelle Knochenwachstum sein.
Das Knochenwachstum setzt sich bekanntlich aus organischen und einer anorgani-
schen Phase zusammen. Entsprechend kann es zu einer mangel- oder fehlerhaften

Kalzifizierung gekommen sein. AulRerdem ist bereits bekannt, dass ein pharmakolo-
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gisch vorbehandelter Knochen ein erhdhtes Risiko aufweist zu frakturieren. So kam
es nach der Therapie mit Bisphosphonaten vermehrt zu Femurfrakturen (Abraham-
sen 2012 et al., Rizzoli et al 2011).

4.3 Der axiale StoB wirkt besonders auf distale Anteile der Knochenkette der
Extremitaten

Da die Kraft des axialen Stol3es auf die weiter distal gelegenen Knochen der unteren
Extremitat starker ist und hier folglich eine groRere osteoinduktive Wirkung zu
erwarten ist (lwamoto et al. 2005), wurde auch die Tibia der Tiere, die das Langzeit-
training absolviert hatten, entnommen und mittels yCT analysiert. Hier kam es
sowohl im trabekularen als auch kortikalen Bereich des Knochens bei allen drei Stei-
gungsgruppen zu einer signifikanten Abnahme der Knochenmasse. Allerdings wur-
den hier die proximalen Abschnitte der Tibia untersucht, wahrend in Vorversuchen in
den distalen Abschnitten der Tibiae von erwachsenen Frauen, die ein spezielles
Training mit Belastungskomponente absolviert hatten, eine Zunahme der Knochen-

masse beobachtet worden war (Lester et al. 2009).

Beim Abwartslaufen ist die Belastung bzw. der axiale Stol3 in den Vorderlaufen
besonders grof3, weshalb im Rahmen des Kurzzeitversuchs auch die Humeri der
Tiere entnommen und mittels yCT analysiert wurden. Auch hier kam es nicht zu einer

Veranderung der Knochenmasse.

4.4 Mogliche Ursachen fiir die Reduktion der trabekularen Knochenmasse
sind Hypoxie und Azidose, die auf eine hohe Intensitat der Trainingsform
zuriickzufuhren ist

In vorangegangenen Arbeiten wurden verschiedenste Trainingsformen (Ausdauer-

training / Intervalltraining, regelmaniges / unregelmaRiges Training, Klettern (Mori et

al. 2003), etc.) und deren Effekt auf den Knochen untersucht (...). Dabei wurde das

Training haufig unter besonderen Bedingungen durchgeflihrt — nach Ovariektomie

(Barengolts et al. 1992, Chang et al. 2011, Chen et al. 2010), bei glucokortikoidindu-

zierter Osteoporose (Musumeci et al. 2012), in Kombination mit Pharmaka (Starnes

et al. 2013, Takeda et al. 2012 und 2013). In den meisten dieser Falle lieferte die

DEXA-Messung eine Zunahme der BMD (Bone mineral density, Knochendichte), die

der Knochenmasse gleichgesetzt wurde (Hamann et al. 2012, Starnes et al. 2013,

Chang et al. 2011, Hind et al. 2006, Mori et al. 2003, Chen et al. 2010). Allerdings ist
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die Knochendichte ein Wert mit geringer Aussagekraft Uber die tatsachliche
Knochenmasse und es herrscht Uneinigkeit Uber die Verwendbarkeit dieses Wertes
(Turner et al. 2003). Zu einer Reduktion der Knochenmasse, wie es im trabekularen

Bereich in dieser Arbeit der Fall ist, ist es jedoch in den seltensten Fallen gekommen.

4.41 Hypoxie

Da dem Erreichen eines anaeroben Stoffwechsels wahrend des Laufbandtrainings
besondere Bedeutung beigemessen wurde, wurde eine Hypoxie im Gewebe als
mogliche Ursache fur die Abnahme der trabekularen Knochenmasse in Betracht
gezogen. Es wurde bereits nachgewiesen, dass es auch durch korperliche Belastung
bzw. sportliche Aktivitaten zu einer Hypoxie kommen kann (Cheng et al. 2010,
Vollaard et al. 2005, Garvey et al. 2012). Dabei ist besonders high intensity Training
pradestinierend fur eine gesteigerte HIF1a Expression (Lundby et al. 2005). Hypoxie
fuhrt zu einer vermehrten Expression von HIF1a (Pialoux et al. 2008 und 2009).
HIF1a wiederum fuhrt zu einer Aktivierung der Osteoklasten und folglich zu einem
Abbau von Knochenmasse (Miyauchi et al. 2013, Nomura et al. 2013). Aus diesem
Grund wurde im Rahmen des Kurzzeitversuchs neben Knochenauf- bzw. -abbau-
markern auch die Konzentration des HIF1a im Femur auf RNA Ebene bestimmt.
HierfUr wurden die Femora der trainierten Tiere eine halbe Stunde nach der letzten
Trainingseinheit enthommen. Auch hier konnte weder eine gesteigerte Aktivitat der
Regulatoren des Knochenstoffwechsels noch eine erhdhte Expression von HIF1a
nachgewiesen werden. Allerdings sind die Angaben zum optimalen Zeitpunkt der
Bestimmung von HIF1a sehr unterschiedlich (Lundby et al. 2005, Wang et al. 2007,
Pialoux et al. 2008 und 2009, Speth et al. 2014), weshalb es mdglich ist, dass die
Expression von HIF1a zum Zeitpunkt der Knochenentnahme noch nicht bzw. nicht

mehr maximal erhoht war.

4.4.2 Azidose

Darlber hinaus kann auch eine Laktatazidose als mogliche Ursache fur die
Knochenmasseabnahme in Erwagung gezogen werden. Wesentlicher Bestandteil
des anaeroben Trainings ist das Uberschreiten der sogenannten Laktatschwelle. Ab
einem Laktatwert von 2 mmol/l im Serum kann von einer anaeroben Stoffwechsel-
lage ausgegangen werden. Damit ist die Laktatschwelle gemeint (Cheetham et al.).

Bei der Laktatazidose handelt es sich um eine metabolische Azidose, die definiert
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wird als Serum pH < 7,35 bei gleichzeitig deutlich erhdhtem Laktat. Eine Azidose
kann ebenfalls zur Aktivierung von Osteoklasten und damit zum Knochenabbau
fuhren (Li et al. 2013, Takeuchi et al. 2013, Kato et al. 2013 und 2014). Jedoch
gestaltet sich die Kapillarblutentnahme bei der STR/ort Maus schwierig und ist mit
einer weiteren Teilnahme am Trainingsprogramm nicht vereinbar. Aul3erdem ist die
Laufgeschwindigkeit zwar eine ausreichende Variable um von einem anaeroben
Stoffwechsel ausgehen zu konnen (Hoydal et al. 2007), d. h. Laktat > 2 mmol/I, liefert
aber keine genaue Aussage uber die HOhe des Laktatspiegels bzw. Uber das

Erreichen einer azidotischen Stoffwechsellage.

4.4.3 Hohe Intensitat der gewahlten Trainingsform

Demzufolge besteht die Moglichkeit, dass die von uns gewahlte Trainingsform auf
Grund der hohen Trainingsintensitat zu einer Abnahme des trabekularen Knochens
gefuhrt hat. Sowohl die Dauer als auch die Haufigkeit der Trainingseinheiten sind
vergleichbar mit denen anderer Arbeiten. Jedoch fallen im Vergleich zu anderen
Trainingsprotokollen vor allem die hohen Geschwindigkeiten auf, die in der von uns
gewahlten Trainingsform absolviert wurden. In den meisten Arbeiten wurden die
Tiere einem deutlich moderateren Training unterzogen. Dartber hinaus handelt es
sich bei den meisten untersuchten Trainingsformen um ein Ausdauertraining mit
gleichbleibender Geschwindigkeit Uber die gesamte Dauer einer Trainingseinheit
(Takedo et al. 2012, Hamann et al. 2012, Barengolts et al. 1992, Chang et al. 2011,
Kohn et al. 2008). Robling et al. 2002 hingegen untersuchte eine Trainingsform, die
durch Belastungsspitzen gekennzeichnet war. Auch die Steigung des Laufbands
unterscheidet sich von denen anderer Protokolle. In einigen Arbeiten wurde das
Training bei einer leicht positiven Steigung durchgefiuhrt (Wallace et al. 2007, Starnes
et al. 2013, Kohn et al. 2008), in deutlich weniger Fallen absolvierten die Tiere das
Training bei einer negativen Steigung. So untersuchte Hamann et al. 2012 eine
Trainingsform, die bei 0° und -20° durchgefiihrt wurde. Die Femora der abwarts
gelaufenen Tiere wiesen hier eine deutlich erhdhte trabekuldare Knochenmasse
gegenuber denen der in der Ebene gelaufenen Tiere auf. Dabei blieb die kortikale
Knochenmasse unverandert. Unsere Untersuchungen hingegen ergaben einen
gegensatzlichen Befund: Wahrend die Femora der Tiere, die das Laufbandtraining
aufwarts und in der Ebene absolviert hatten eine signifikant erhdhte kortikale

Knochenmasse aufwiesen, zeigte die Kortikalis der Femora der abwarts gelaufenen
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Tiere keine Veranderungen gegenuber der gleichaltrigen untrainierten Kontrolle. In
allen Steigungsgruppen kam es zu einer signifikant verminderten trabekularen
Knochenmasse, die in der Gruppe der abwarts gelaufenen Tiere besonders ausge-
pragt war. So wird deutlich, dass die untersuchten variablen Trainingsformen unter
verschiedensten Bedingungen zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren, eine
allgemeingultige osteoinduktive Trainingsform jedoch noch nicht gefunden wurde. Es
ist jedoch auRerst unwahrscheinlich, dass das von uns gewahlte Laufbandtraining
eine zu hohe Belastung darstellte, da die Tiere eine physiologische Gewichts-

entwicklung zeigten und zu jeder Zeit freiwillig das Laufbandtraining absolvierten.

4.5 Die genetischen Grundlagen haben Einfluss auf die Wirkung des
Laufbandtrainings

Das Geschlecht sowie die Rasse der Tiere haben ebenfalls einen Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel. So haben wir in dieser Arbeit die STR/ort Maus gewahlt, die
einen Geschlechtsdimorphismus aufweist, der bereits ausfuhrlich erlautert wurde. Im
Vergleich zu den Weibchen weisen die Mannchen dieses Stammes eine verminderte
Knochenmasse auf, im Vergleich zu Mannchen des C57BI6 Stammes allerdings
haben sie eine deutlich erh6hte Knochenmasse (Pasold et al. 2012). Mannchen des
C57BI6 Stammes hingegen weisen gegenuber den stammesgleichen Weibchen eine
erhdhte Knochenmasse auf (Wallace et al. 2007). Folglich scheint der Knochenstoff-
wechsel genetisch veranlagt zu sein. DarlUber hinaus unterliegt der Knochenstoff-
wechsel einer geschlechtsspezifischen hormonellen Regulation (Almeida et al. 2013,
Manologas et al. 2013). Ostrogene und Androgene stimulieren den Knochenaufbau
bzw. hemmen den Knochenabbau. Daher sind vor allem postmenopausale Frauen
sowie Patienten, die einer Antiandrogenen Therapie unterzogen werden, von
osteoporotischen Knochenveranderungen betroffen (Rhee et al. 2015, Alibhai et al.
2015, Ahmadi et al. 2013, Davison et al. 2012). Auch reagieren die Geschlechter und
Rassen unterschiedlich auf osteoinduktives Laufbandtraining. In der Studie von
Wallace et al. 2007 werden gleichaltrige C57BI6 Mannchen und Weibchen einem
identischen Laufbandtraining unterzogen. Die Zunahme der Knochenmasse ist in
den Femora der Mannchen deutlich starker ausgepragt als in denen der Weibchen.
In einer noch nicht veroéffentlichten Arbeit wurde der Effekt des hier entwickelten
Langzeitlaufbandtrainings auf den Knochen von STR/ort Weibchen untersucht. Dabei

kam es zu einer signifikanten Zunahme sowohl des kortikalen als auch des trabe-
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kularen Knochens. Diese Ergebnisse legen den Verdacht nahe, dass die Auspra-
gung des Knochenaufbaus abhangig von der urspringlich vorhandenen Knochen-
masse ist. Das bedeutet bei erhdohter Knochenmasse vor der Intervention ist auch die
Zunahme der Knochenmasse starker ausgepragt. Dagegen sprechen allerdings die
Ergebnisse der Arbeiten von Cheng et al. 2010, Chang et al. 2011, Barengolts et al.
1992, Jung et al. 2014. Hier kam es bei ovariektomierten Tieren, deren Ausgangs-
knochenmasse gegenuber gleichaltrigen Kontrollen reduziert war, durch unterschied-
lichste Trainingsformen zu einer deutlichen Zunahme der Knochenmasse. Jedoch ist
die durch Ovariektomie verursachte Knochenstoffwechselstérung weder genetisch
veranlagt noch Folge einer physiologischen Veranderung, sondern rein exogen
verursacht. Sie ahmt den Zustand der Postmenopause nach, dem allerdings im
physiologischen Rahmen der Prozess der Menopause vorausgeht, der durch
Anpassungsvorgange gekennzeichnet ist. Da dieser Prozess Ubersprungen wurde,
entspricht der Zustand nicht dem der Postmenopause und hat somit Krankheitswert.
Daher kann man schlussfolgern, dass der Knochenstoffwechsel, der unter physiologi-
schen Umstanden reduziert ist, weniger sensibel auf osteoinduktives Laufband-

training reagiert als der krankheitsbedingt reduzierte Knochenstoffwechsel.

Da die trainierten Tiere einer anderen Kohorte entstammen als die der Kontroll-
gruppe, ist es moglich, dass es im Verlauf zu phanotypischen Veranderungen des
Knochenaufbaus im STR/ort Mausstamm gekommen ist, die die Unterschiede
zwischen den trainierten und untrainierten Tieren im Bereich des kortikalen und

trabekularen Knochens erklaren wiirden.

4.6 Das Alter der Tiere ist sinnvoll gewahlt

Das Alter der Mause, in dem sie das Training absolvierten bzw. der pharmakologi-
schen Intervention unterzogen wurden, entspricht dem anderer Arbeiten. Dabei
gelten Mause mit acht Wochen als adoleszente bis ausgewachsene Tiere (Plochocki
et al. 2009, Kohn et al. 2008, Wallace et al. 2007). Es ist bereits bekannt, dass die
peak bone mass in der zweiten bis dritten Lebensdekade erreicht wird (Tenforde et
al. 2011) und diese einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung spaterer
osteoporotischer Frakturen hat. So ist eine hohe peak bone mass mit einem deutlich
erniedrigtem Risiko verbunden im spateren Lebensverlauf eine osteoporotische
Fraktur zu erleiden (Coli 2013, Ebeling et al. 2013). Durch die Erndhrung, Mineral-

substitutionen und korperliche Aktivitat kann im Verlauf der Kindheit und der Adoles-
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zenz auf die peak bone mass und damit auch auf das osteoporotische Risiko Einfluss
genommen werden (Mitchell et al. 2015, Harvey et al. 2014, Hind et al. 2006). Vor
diesem Hintergrund ist das Alter von sechs Wochen mit Beginn der Eingewdhnungs-
phase richtig gewahlt, um den Einfluss des Laufbandtrainings auf die peak bone

mass zu untersuchen.

Daruber hinaus war es wichtig ein Lebensalter zu wahlen, in dem die Tiere gesund
sind und keine beginnenden Gelenkveranderungen aufweisen. Zum einen wurde das
Laufbandtraining bei einer beginnenden Osteoarthrose gegebenenfalls eine zu hohe
Belastung darstellen, zum anderen fihrt eine manifeste Arthrose zu Veranderungen
des subchondralen Knochens. Eine uber die subchondralen Anteile hinaus gehende
Knochenveranderung (Lowitz et al. 2014, Coster et al. 2013, Yerges-Armstrong et al
2013.) kann nicht ausgeschlossen werden und so hatte die Wirkung des Laufband-
trainings auf den Knochen nicht isoliert betrachtet werden kdénnen. Daher ist der

Zeitpunkt unserer Intervention durchaus sinnvoll gewahlt.

4.7 Der eigentliche Knochenaufbau findet erst in der Erhaltungsphase statt

Es ist bereits bekannt, dass aufgebaute Knochenmasse auch nach Reduktion der
Anzahl der Trainingseinheiten erhalten bleibt (Wu et al. 2004). Aus diesem Grund
wurde angenommen, dass der Knochenauf- bzw. abbau innerhalb des ersten Monats
des Langzeitversuchs (Aufbauphase) stattgefunden hatte und es im zweiten Monat
lediglich zu einer Erhaltung der veranderten Knochenmasse (Erhaltungsphase) kam.
Zur Bestatigung dieser Annahme wurde noch ein Kurzzeitversuch angeschlossen.
Dieser wurde im Vergleich zum Langzeitversuch um die Erhaltungsphase verkirzt.
Hier kam es weder zu einer signifikanten Veranderung der trabekularen noch der
kortikalen Knochenmasse. Das legt die Vermutung nahe, dass es zwar bereits in der
ersten Trainingsphase zu einer Aktivierung des Stoffwechsels kommt, die Ergebnisse
des aktivierten Knochenumsatzes aber erst nach der anschlieRenden Erhaltungs-

phase messbar werden.
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4.8 Physiologische Fluktuationen der Knochenmasse zwischen den Kohorten

Die Knochen der Tiere, die dem Langzeitversuch unterzogen wurden — vor allem
diejenigen, die das Training bei einer negativen Steigung absolviert hatten — wiesen
im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe sowohl im trabekularen als auch im korti-
kalen Bereich deutliche Veranderungen auf. Die Knochen der Tiere, die das Lauf-
bandtraining im Kurzzeitversuch absolvierten, zeigten gegenuber denselben Kontrol-
len keine Veranderungen weder im Bereich des trabekularen noch im Bereich des

kortikalen Knochens.

Da die Tiere der Kontrollgruppe, der Gruppe des Langzeitversuchs und der des Kurz-
zeitversuchs unterschiedlichen Kohorten entstammten, sind auch physiologische
Fluktuationen der Knochenmasse von einer Kohorte zur nachsten nicht auszuschlie-
Ren. Daher wird es fur kinftige Experimente unumganglich sein, Versuchs- und

Kontrolltiere aus derselben Kohorte zu rekrutieren.

4.9 Die Regulatoren des Knochenstoffwechsels sind weder auf Protein- noch
auf RNA-Ebene nachweisbar erhdht

Im Rahmen des Langzeitversuchs wurde die Konzentration der Knochenauf- bzw.
Knochenabbaumarker im Serum der Tiere mittels ELISA bestimmt. Da jedoch auf
Grund technischer Schwierigkeiten bei der retroorbitalen Blutentnahme nicht von
allen Tieren ausreichend Serum zur Verfigung stand, korreliert die Anzahl der Werte
zum Teil nicht mit Anzahl der Tiere, die das Langzeitlaufbandtraining absolvierten.
Aullerdem kam es innerhalb der ermittelten Werte zu einer gro3en Streuung. Aus
diesen Grinden konnte in einigen Fallen keine Korrelation berechnet werden. Die
Tatsache, dass PINP bei einem Grof3teil der trainierten Tiere unter der Nachweis-
grenze liegt, ist am ehesten auf ein fehlerhaftes ELISA-Kit oder eine falsche Ver-
dinnung bei der Durchfihrung zurtckzufihren. Auf Grund der deutlich veranderten
Knochenmasse im Bereich des trabekularen und des kortikalen Knochens im
Vergleich zu den gleichaltrigen untrainierten Kontrollen, hatten wir eigentlich mit einer
gesteigerten Expression sowohl der Knochenaufbau- als auch abbaumarker gerech-
net. Allerdings ist es wahrscheinlich, dass der Knochenauf- bzw. abbau bereits im
Verlauf der Erhaltungsphase abgeschlossen war und der Knochenstoffwechsel am
Ende der Trainingsphase bereits wieder ein physiologisches Niveau erreicht hatte.
Maoglich ist jedoch auch, dass der Zeitpunkt der Blutentnahme falsch gewahlt wurde.

Falls Regulatoren des Knochenstoffwechsels unmittelbar nach dem osteoinduktiven
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Training erhoht sind, kann uns eine mogliche gesteigerte Expression entgangen sein,
da die Blutentnahme im Rahmen des Langzeitversuchs 24 Stunden nach dem

letzten Training durchgefuhrt wurde.

Analog dazu wurde im Rahmen des Kurzzeitversuchs die Konzentration der
Knochenauf- bzw. Knochenabbaumarker im Knochengewebe auf RNA-Ebene mittels
RT-PCR bestimmt. Auch hier konnte keine signifikant gesteigerte Expression detek-
tiert werden. Ahnlich wie bei der Bestimmung des HIF1a differieren die Angaben zum
idealen Zeitpunkt der RNA Isolation, sodass eine Bestimmung zum falschen
Zeitpunkt auch hier in Erwagung gezogen werden muss. Allerdings ist es durch das
Kurzzeitlaufbandtraining nicht zu einer Veranderung der Knochenmasse im Vergleich
zu den gleichaltrigen untrainierten Kontrollen gekommen, weshalb eine gesteigerte

Expression der Knochenauf- bzw. abbaumarker nicht zu erwarten war.

4.10 Modulatoren an endogenen Cannabinoidrezeptoren haben eine
osteoinduktive Wirkung

Es stehen verschiedenste Pharmaka zur Verfligung, bei denen eine agonistische
Wirkung an den endogenen Cannabinoidrezeptoren nachgewiesen wurde und die
damit potentiell osteoinduktiv sind. Wir wahlten den auf Carbamatbasis entwickelten
FAAH-Inhibitor URB597, dessen anxiolytische und analgetische Wirkung bereits
bekannt, dessen potentiell osteoinduktive Wirkung jedoch weitgehend unerforscht ist.
URB597 hemmt die endogene Fatty Acid Amidohydrolase und damit den Abbau von
Anandamiden. Anandamide gehoéren zu den endogenen Cannabinoiden und binden
an die entsprechenden Rezeptoren. In vitro ist nachgewiesen, dass die Aktivierung
des endogenen Cannabinoidrezeptors CB2 Uber den p42/44 MAPK Signaltransduk-
tionsweg zu einer Stimulation der Osteoblastendifferenzierung fihrt (Schmuhl et al.
2013).

Wir konnten eine signifikante Zunahme der kortikalen Knochenmasse bei unveran-
dertem trabekularen Knochen gegenuber den gleichaltrigen Kontrollen verzeichnen.
Diese Tatsache bestatigt erneut, dass der kortikale Knochen sensibler auf osteo-
induktive Stimuli zu reagieren scheint als der trabekulare Knochen (lwamoto et al.
2005). Allerdings weist der Knochen auch hier eine deutlich herabgesetzte Bruch-
festigkeit auf, was auf eine mdgliche mangelhafte Qualitdt des neu gebildeten

Knochens zuriickzufiihren ist.
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Neben URB597 sind auch andere Pharmaka mit agonistischer Wirkung an den
Cannabinoidrezeptoren bekannt. So ist HU308 beispielsweise ein spezifischer CB2
Rezeptoragonist, der in C57BI6 Mausen die Ovariektomie bedingte Reduktion der
trabekularen und kortikalen Knochenmasse abschwacht (Sophocleous et al. 2011,
Ofek et al. 2006). Daruber hinaus fuhrt die Therapie mit dem pflanzlichen Cannabi-
noid Cannabidiol nach exogen induzierter Parodontose zu einem verminderten
Knochenverlust im Bereich der Mandibula (Napimoga et al. 2009). Allerdings wurde
zuvor nur die Wirkung der Cannabinoide in einem pathologischen Zustand unter-
sucht. In den genannten Fallen wurde zunachst eine Situation geschaffen, die mit
einer krankheitsbedingten Reduktion der Knochenmasse einhergeht, wahrend wir die
Wirkung des FAAH-Inhibitors in einem vollkommen gesunden Tier untersucht haben.
Gegebenenfalls ist die Wirkung von FAAH-Inhibitoren in einem kranken Organismus
ausgepragter. AuRerdem sollte auch die Wirkung von direkten Agonisten an Canna-
binoidrezeptoren auf den Knochen in gesunden Tieren untersucht werden. Da Tiere,
denen der CB1 Rezeptor fehlt, nach Ovariektomie vermindert an Knochenschwund
leiden, lag der Verdacht nahe, dass auch Antagonisten an Cannabinoidrezeptoren
eine osteoinduktive bzw. osteoprotektive Wirkung haben. Idris et al. konnte 2005 den
Verdacht bestatigen. So konnte durch eine pharmakologische Blockade des CB1
Rezeptors mittels AM251 und SR144528 bei ovariektomierten Tieren ebenfalls einen
verminderten Knochenverlust bewirkt werden. Folglich sind die Wirkung der Canna-
binoidrezeptoren sowie die Regulation ihrer Expression noch nicht abschlieRend
erforscht (Di Marzo et al. 2008).

In einigen Arbeiten wurde eine Pharmakotherapie mit einem Trainingsprogramm
kombiniert. Hierbei kam es zu einer Augmentation der osteoinduktiven Wirkung
(Starnes et al. 2013, Takeda et al. 2012). Daher bietet sich auch hier die Kombina-

tion der beiden osteoinduktiven Verfahren an.

Zu Beginn der pharmakologischen Intervention kam es bei den Tieren zu einer deutli-
chen Gewichtsabnahme, die auf eine koérperliche Belastung schlieRen lasst. Leider
kann nicht differenziert werden, ob die Belastung auf die intraperitoneale Injektion im
Allgemeinen oder auf die Applikation des FAAH-Inhibitors im Speziellen zurlckzufih-
ren ist, da der Kontrollgruppe kein Vehicle verabreicht wurde. Neben der Gewichts-
abnahme konnten weder Verhaltensauffalligkeiten noch aul3ere Merkmale, die auf
eine Belastungssituation schlief3en lassen, verzeichnet werden. Die intraperitoneale

Injektion ist eine gangige und gut erforschte Applikationsform in der Tierforschung.
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Bei der Dosierung des FAAH-Inhibitors hielten wir uns an die Literatur, die hierzu
einheitliche Angaben macht (Clapper et al.2009, Haller et al. 2006 und 2008, Patel et
al. 2006, Kathuria et al 2002, Vacondio et al. 2011 und Zaniewka et al. 2006).

4.11 Die osteoinduktive Therapie sollte auch in die palliative Therapie bei
malignombedingten Knochenveranderungen integriert werden

Nicht nur die primare und sekundare Osteoporose sondern auch andere Knochen-
erkrankungen flhren zu einer Instabilitdat des Knochenmaterials. Knochenmetasta-
sen, die vor allem im Rahmen eines medullaren Schilddrisenkarzinom, eines Mam-
ma-, Bronchial-, Nebennieren- und Prostatakarzinom auftreten, fihren zwar nicht zu
einer generalisierten Abnahme der Knochendichte im Sinne einer Osteoporose, aber
durch die Infiltration des Knochens mit maligne entartetem Fremdgewebe wird auch
hier der Knochen lokal instabil. Diese lokale Instabilitat fihrt zu pathologischen Frak-
turen. Je nach Primartumor unterscheidet sich auch die Lokalisierung der sekunda-
ren Knochenmetastasen, so metastasieren Prostatakarzinome vorrangig in den
Bereich der unteren Lendenwirbelsaule. Daher sollten in nachfolgenden Versuchen
auch die Lendenwirbelsaulen der Tiere entnommen und sowohl die Knochendichte
als auch die Bruchfestigkeit ermittelt werden, um den Einfluss des Laufbandtrainings
sowie der pharmakologischen Intervention nicht nur auf die langen Rohrenknochen
der Extremitaten sondern auch auf die Wirbelkorper zu untersuchen. Damit konnte
ein Beitrag zur palliativen Therapie metastasierter Malignomerkrankungen geleistet

werden.
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5 Fazit und Ausblick

Bis heute existiert keine einheitliche Empfehlung uber die Modalitat und die Intensitat
der Bewegungsprophylaxe und -therapie bei Osteoporose. Diese Arbeit hat die
komplexen Reaktionen des Knochenstoffwechsels auf die unterschiedlichen thera-
peutischen Ansatze gezeigt und verdeutlicht, dass der Knochen als reaktives Gewe-
be noch weitgehend unerforscht ist. Sie liefert aber auch viele neue Erkenntnisse, die
bei der Entwicklung einer multimodalen Osteoporoseprophylaxe und -therapie hilf-
reich sein kdnnen. Es ist uns gelungen eine Form des Laufbandtrainings zu
entwickeln, die im Bereich der Kortikalis zu einer Knochenmassezunahme fuhrt.
DarlUber hinaus haben wir die osteoinduktive Wirkung des FAAH-Inhibitors URB597
nachgewiesen. Allerdings sind wir bei unseren Untersuchungen auch auf unerwar-
tete Ergebnisse gestoRRen, die deutlich machen, dass wir noch weit von einer

allumfassenden Osteoporosetherapie entfernt sind.

Daher sollten weitere Varianten des Laufbandtrainings und deren Effekte auf den
Knochen untersucht werden. Von besonderem Interesse ware in diesem Zusammen-
hang, ob moderatere Trainingsformen denselben Effekt auf den Knochen haben oder
sogar zusatzlich die Entstehung des trabekularen Knochens fordern. Dabei sollte
zum einen eine geringere Peakgeschwindigkeit (ca. 60 % der Vmax) bei gleich-
bleibender Trainingshaufigkeit und zum anderen eine geringere Trainingshaufigkeit

(dreimal pro Woche) bei gleichbleibender Peakgeschwindigkeit untersucht werden.

Desweiteren ware eine eindeutigere Differenzierung und Interpretation der Effekte
der unterschiedlichen Steigungen wiinschenswert. Diese lasst sich vermutlich durch
extremere Auspragungen der Steigungen (+ und — 20°) des Laufbands erreichen.
Dadurch konnte der Effekt von axialem Sto3 bei negativer Steigung und vom

Muskelzug bei positiver Steigung deutlicher differenziert werden.

Bezuglich der pharmakologischen Intervention sollten wie bereits erwahnt andere
Substanzen (z.B. Cannabidiol), Dosierungen sowie unterschiedliche Zeitpunkte der
Applikation und der Knochenentnahme untersucht werden. Neben dem bereits
gewahlten Applikationszeitpunkt bietet es sich ebenfalls an, die Applikation in den
spateren Lebensverlauf durchzufihren, wenn die Knochenmasse altersbedingt redu-
zZiert ist bzw. die ersten arthrotischen Gelenkveranderungen aufgetreten sind. Ebenso
kann auch der Zeitpunkt der Knochenentnahme im Verhaltnis zum Applikations-

zeitpunkt variiert werden. Zusammenfassend wird eines der Ubergeordneten Ziele
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nachfolgender Untersuchungen der Weg zu noch deutlicherem Aufbau von Knochen-

masse und zu signifikanter Zunahme des trabekularen Knochenmaterials sein.

Daruber hinaus sollte eine Kombination aus Laufbandtraining und pharmakologischer
Intervention durchgefuhrt werden, um gegebenenfalls die osteoinduktive Wirkung

beider Komponenten noch zu steigern.

Sollte es in zukunftigen Untersuchungen zu einer signifikanten Zunahme des
trabekularen Knochens kommen, sollte der 3-Punkt-Biegetest mit der Fragestellung
nach Maximaler Belastungskraft und Biegespannung wiederholt werden. Damit kann
der Einfluss des trabekularen Knochens auf die Belastbarkeit und Biegespannung
untersucht und gegebenenfalls die erhdhte Belastbarkeit des Knochens durch

gesteigerte trabekulare Knochenmasse nachgewiesen werden.

Auffallig ist das gemeinsame Auftreten einer verminderten Knochenmasse gegen-
Uber den stammesgleichen Weibchen und Arthrose bei den Mannchen des STR/ort
Mausstammes. Die Mannchen haben gegentber den Weibchen sowohl eine deutlich
verminderte Knochendichte als auch ein deutlich erhdhtes Risiko mit zunehmendem
Alter arthrotische Veranderungen der Kniegelenke zu entwickeln. Die Weibchen des-
selben Mausstammes hingegen weisen eine stark erhohte Knochendichte sowohl
des trabekularen als auch des kortikalen Knochens auf und haben in Vergleich zu
den Mannchen ein deutlich geringeres Risiko arthrotische Gelenkveranderungen zu
entwickeln. Im Fall dieses Mausstammes scheint die erhohte Knochendichte einen
prophylaktischen Effekt auf die Entstehung arthrotischer Gelenkveranderungen zu

haben.

Daher drangt sich die Frage formlich auf, ob ein Zusammenhang zwischen der
Pathogenese der Osteoporose und der Arthrose besteht. Welchen Einfluss hat die
Knochendichte auf die Entstehung arthrotischer Veranderungen der Gelenke? Hat
eine erhohte Knochendichte eine protektive Wirkung auf mogliche Abnutzungs-

erscheinungen des Gelenkknorpels?

Weiterfuhrend kann daraus die Frage nach der Entwicklung einer Arthroseprophylaxe
und eines gemeinsamen therapeutischen Ansatzes abgeleitet werden. Kann durch
die Erhéhung der Knochendichte das Auftreten von Arthrose oder das Fortschreiten

einer bereits manifesten Arthrose verhindert werden?
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Dazu mussen in nachfolgenden Versuchen, die auf eine Zunahme der Knochendich-
te abzielen, neben den Knochen auch die entsprechenden Gelenke histologisch auf
arthrotische Veranderungen der knorpeligen Strukturen und des subchondralen

Knochens untersucht werden.
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Tabelle 6: Gewichte der Tiere — Langzeitlaufbandtraining

Gewichte in g

Kontrollen 6 Wochen 11 Wochen 13 Wochen 16 Wochen

M2 (P_S5) 16,7 39,3
M3 (P_S6) 23 34,4
M4 (P_S7) 23,6 34,8
M5 (P_S13) 20,4 44,6
M6 (P_S14) 18,7 26,52 39,34 37,29
M7 (P_S15) 24,3 25,69 37,50 35,31
M8 (P_S16) 24,4 33,57 36,94 38,95
M9 (P_S17) 25,9 34,00 34,51 33,32

STR_M1 (1187)
STR_M2 (1188)
STR_M4 (1191)

Mittelwert 22,125 29,945 37,073 37,246
Standardabw. 3,190 4,450 1,992 3,673

Gewichte in g

Abwarts 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 12 Wochen 14 Wochen 16 Wochen
M1 (968) 25,9 24 26,9 27,5
M2 (957) 26,3 28 30,2 31,5 35,1
M3 (962) 30,5 30,2 31,6 33,4 35,5
M4 (969) 31,9 32,4 34,5 34,8 38,2
M5 (958) 26,3 26,6 29,4 30,4 32
M6 (959) 24,6 27 28,9 30,7 31,9
M7 (961) 27 26,5 29,9 33,1 35,5
M8 (970) 30,2 31,8 35,5 35,7 38
Mittelwert 27,838 28,313 30,863 32,138 35,171
Standardabw. 2,641 2,905 2,887 2,654 2,522

Gewichte in g

Eben 6 Wochen 8 Wochen 10Wochen 12 Wochen 14 Wochen 16 Wochen

1 (966) 21,9 24 26 26,9 27 29,2
M2 (977) 29,6 30,2 34,7 37,8 39,2 41,5
M3 (978) 26,2 28,9 33 35,4 38,6 40,4
M4 (979) 25,8 26,6 29,2 32,8 34,9 37,5
M5 (1002) 23,9 26,5 31 31,1 33 34,5
M6 (1008) 23,6 26,8 29 30,3 30,9 35,3
M7 (1010) 24,2 29,2 32,2 33,9 35,6 36,7
M8 (1015) 23,6 30 33,1 34 37,5 37,9
Mittelwert 24,850 27,775 31,025 32,775 34,588 36,625

Standardabw. 2,343 2,149 2,823 3,346 4,152 3,814




7 Anhang 96
Gewichte in g
Aufwarts 6 Wochen 8 Wochen 10Wochen 12Wochen 14 Wochen 16 Wochen
M1 (1001) 24,9 31,2 33,7 35,4 35,9 36,4
M2 (1003) 21,9 22,3 24,8 27 28,7 28,6
M3 (1006) 23,4 26 27,4 27,8 30 31,1
M4 (1009) 18,3 21,3 24 25,9 27,7 27,8
M5 (1000) 247 26,6 31,8 341 36,4 37,6
M6 (1004) 241 28,6 30 31,8 32,5 32,4
M7 (1005) 24,4 26,5 30,8 32,2 32,8 34,1
M8 (1016) 241 28 31,8 33,2 35,7 37,2
Mittelwert 23,225 26,313 29,288 30,925 32,463 33,150
Standardabw. 2,202 3,238 3,516 3,548 3,398 3,813
Tabelle 7: Knochenwerte der Femora — Langzeitlaufbandtraining
Knochenwerte yCT-Analyse Femora
Kontrollen B_\//'(I)'V '_I'b.Th _ Th.N _B.Ar.z .T.Ar.z B.Ar/;I'.Ar Qs.Th SMI
in % inmm in1/mm inmm in mm in % in mm
M2 (P_S5) 20,134 0,087 2,314 1,629 2,384 68,315 0,378 2,161
M3 (P_S6) 10,663 0,093 1,147 1,382 2,146 64,412 0,378 1,994
M4 (P_S7) 25,128 0,098 2,561 1,455 2,244 64,851 0,357 1,746
M5 (P_S13) 12,548 0,092 1,368 1,963 2,800 70,104 0,315 2,170
M6 (P_S14) 4,589 0,084 0,549 1,307 2,312 56,553 0,314 2,766
M7 (P_S15) 8,596 0,089 0,963 1,490 2,552 58,377 0,332 2,030
M8 (P_S16) 8,727 0,081 1,074 1,446 2,504 57,745 0,332 2,210
M9 (P_S17) 14,047 0,091 1,548 1,731 2,538 68,196 0,322 1,850
STR_M1 (1187) 9,876 0,088 1,121 1,986 2,901 68,452 0,406 2,337
STR_M2 (1188) 24,780 0,115 2,162 2,128 2,982 71,350 0,445 1,963
STR_M4 (1191) 6,772 0,079 0,858 1,598 2,511 63,612 0,348 2,384
Mittelwert 13,260 0,091 1,424 1,647 2,534 64,724 0,357 2,146
Standardabw. 7,069 0,010 0,651 0,273 0,267 5,185 0,042 0,283
Abwarts BV/;I’V Tb.Th . Th.N _B.Ar. _T.Ar. B./_-\r/T.Ar Qs.Th SMI
in % in mm in1/mm  in mm? in mm? in % in mm
M1 (968) 6,002 0,073 0,825 1,668 2,266 73,608 0,413 2,585
M2 (957) 1,440 0,065 0,222 1,455 2,220 65,562 0,347 2,807
M3 (962) 1,897 0,063 0,300 1,487 2,245 66,223 0,346 2,726
M4 (969) 3,986 0,086 0,461 1,525 2,220 68,689 0,356 2,755
M5 (958) 2,656 0,061 0,437 1,672 2,450 68,247 0,349 2,799
M6 (959) 5,281 0,076 0,696 1,230 2,052 59,943 0,298 2,364
M7 (961) 9,923 0,089 1,116 1,852 2,518 73,531 0,410 2,796
M8 (970) 1,744 0,070 0,251 1,808 2,642 68,404 0,388 3,088
Mittelwert 4,116 0,073 0,538 1,587 2,327 68,026 0,363 2,740
Standardabw. 2,891 0,010 0,315 0,204 0,193 4,420 0,038 0,206
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Eben B_V/;I'V _Tb.Th _ Th.N _B.Ar. .T.Ar. B._Ar/T.Ar Qs.Th SMI
in % in mm in 1/mm_ in mm? in mm? in % in mm
M1 (966) 5,623 0,070 0,808 1,420 2,200 64,536 0,342 2,637
M2 (977) 6,631 0,069 0,964 1,729 2,581 66,990 0,384 2,705
M3 (978) 10,792 0,082 1,312 1,806 2,353 76,760 0,420 2,508
M4 (979) 7,960 0,072 1,101 1,726 2,382 72,459 0,375 2,525
M5 (1002) 4,826 0,065 0,740 1,482 2,034 72,859 0,360 2,730
M6 (1008) 2,900 0,072 0,405 1,477 2,208 66,878 0,347 2,791
M7 (1010) 4,080 0,078 0,526 1,893 2,578 73,442 0,391 2,762
M8 (1015) 10,473 0,072 1,445 1,688 2,313 72,977 0,383 2,357
Mittelwert 6,661 0,072 0,913 1,653 2,331 70,863 0,375 2,627
Standardabw. 2,892 0,005 0,364 0,173 0,188 4,198 0,026 0,151
s BT N e BATA ST
M1 (1001) 9,892 0,069 1,441 1,666 2,261 73,674 0,382 2,410
M2 (1003) 2,938 0,058 0,504 1,276 1,895 67,347 0,324 2,624
M3 (1006) 2,824 0,064 0,442 1,525 2,090 72,953 0,372 2,820
M4 (1009) 4,674 0,067 0,702 1,450 2,077 69,799 0,354 2,585
M5 (1000) 6,951 0,074 0,941 1,649 2,250 73,280 0,377 2,732
M6 (1004) 6,879 0,085 0,809 1,530 2,206 69,337 0,361 2,733
M7 (1005) 6,691 0,072 0,924 1,588 2,245 70,727 0,378 2,771
M8 (1016) 9,616 0,071 1,360 1,626 2,359 68,912 0,384 2,370
Mittelwert 6,308 0,070 0,890 1,539 2,173 70,754 0,366 2,631
Standardabw. 2,695 0,008 0,362 0,128 0,146 2,320 0,020 0,167
Tabelle 8: Knochenwerte der Tibiae — Langzeitlaufbandtraining
Knochenwerte yCT-Analyse Tibiae
Kontrollen B_V/;I'V _Tb.Th _ Th.N .B.Ar. .T.Ar. B.Ar/T.A _Cs.Th SMI
in % inmm in1/mm inmm? in mm? rin % in mm
M2 (P_S5) 54,423 0,129 4,235 1,797 2,187 82,161 0,363 0,187
M3 (P_S6) 67,738 0,152 4,456 1,654 2,325 71,168 0,342 1,242
M4 (P_S7) 61,489 0,127 4,859 1,710 2,084 82,065 0,346 0,967
5(P_S13) 50,837 0,156 3,269 1,539 2,003 76,843 0,313 0,207
6 (P_S14) 22,279 0,119 1,873 1,321 1,905 69,373 0,293 1,703
7 (P_S15) 40,712 0,158 2,573 1,528 2,173 70,331 0,321 0,930
8 (P_S16) 27,554 0,188 1,468 1,516 2,318 65,384 0,314 2,198
M9 (P_S17) 38,272 0,104 3,687 1,418 2,044 69,354 0,308 1,096
STR_M1 (1187)
STR_M2 (1188)
STR_M4 (1191)
Mittelwert 45,413 0,141 3,302 1,560 2,130 73,335 0,325 1,066
Standardabw. 16,012 0,027 1,237 0,155 0,149 6,267 0,023 0,682
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aowars —— %lel im ntimm mmme nmme rm%  mmm M
M1 (968) 28,818 0,146 1,973 1,293 2,121 60,986 0,280 1,443
M2 (957) 26,432 0,157 1,684 1,368 2,130 64,256 0,293 1,749
M3 (962) 20,672 0,093 2,224 1,511 2,444 61,820 0,302 1,076
M4 (969) 33,729 0,155 2,178 1,557 2,580 60,340 0,315 0,843
M5 (958) 21,059 0,118 1,789 1,352 2,110 64,071 0,295 1,672
M6 (959) 17,157 0,107 1,602 1,403 2,306 60,846 0,297 1,794
M7 (961) 23,947 0,126 1,900 1,397 2,343 59,619 0,290 1,518
M8 (970) 30,514 0,119 2,575 1,470 2,387 61,562 0,293 1,155
Mittelwert 25,291 0,128 1,990 1,419 2,303 61,687 0,296 1,406

Standardabw. 5,599 0,023 0,322 0,087 0,171 1,674 0,010 0,347

Eben B_V/'(I)'V '_I'b.Th _ Tb.N . B.Ar. .T.Ar. B.Ar/T.A _Cs.Th SMI
in % inmm in1/mm in mm? inmm? rin% in mm

M1 (966) 24,054 0,099 2,438 1,310 2,060 63,605 0,282 1,627
M2 (977) 29,530 0,104 2,832 1,474 2,375 62,060 0,298 0,966
M3 (978) 32,003 0,111 2,884 1,384 2,122 65,186 0,296 1,072
M4 (979) 28,897 0,094 3,058 1,406 2,163 64,990 0,302 1,257
M5 (1002) 28,126 0,105 2,679 1,340 2,116 63,305 0,294 1,296
M6 (1008) 61,585 0,212 2,899 1,433 2,326 61,587 0,289 1,296
M7 (1010) 24,408 0,116 2,101 1,491 2,470 60,367 0,292 1,806
M8 (1015) 34,182 0,122 2,811 1,421 2,226 63,823 0,300 1,151
Mittelwert 32,848 0,120 2,713 1,407 2,232 63,115 0,294 1,309

Standardabw. 12,105 0,038 0,307 0,062 0,144 1,673 0,006 0,280
Aufwirts BV/;I’V Tb.Th . Th.N .B.Ar. .T.Ar. B./—_\r/T.A Qs.Th SMI

in % inmm in1/mm inmm?2 in mm? rin % in mm

M1 (1001) 31,767 0,106 3,011 1,449 2,195 66,021 0,293 1,501
M2 (1003) 24,682 0,092 2,698 1,279 1,931 66,244 0,284 1,411
M3 (1006) 19,356 0,086 2,242 1,336 2,004 66,667 0,292 1,818
M4 (1009) 29,891 0,117 2,551 1,175 1,893 62,066 0,268 1,410
M5 (1000) 32,783 0,132 2,489 1,362 2,061 66,071 0,285 1,653
M6 (1004) 20,984 0,097 2,168 1,391 1,985 70,076 0,300 1,935
M7 (1005) 11,285 0,067 1,674 1,378 2,087 65,996 0,293 2,230
M8 (1016) 22,101 0,087 2,539 1,396 2,052 68,054 0,295 1,679
Mittelwert 24,106 0,098 2,421 1,346 2,026 66,399 0,289 1,705

Standardabw. 7,255 0,020 0,399 0,085 0,095 2,253 0,010 0,283




7 Anhang

Tabelle 9: Ergebnisse des 3-Punkt-Biegetests — Langzeitlaufbandtraining
3-Punkt-Biegetest
Maximale Biegespannung
Kontrollen Belastungskraft in N/mm2
Fmaxin N
M2 (P_S5)
M3 (P_S6)
M4 (P_S7)
M5 (P_S13) 38,543 158,317
M6 (P_S14) 27,900 141,881
M7 (P_S15) 32,060 146,303
M8 (P_S16) 33,145 142,431
M9 (P_S17) 34,509 144,547
STR_M1 (1187)
STR_M2 (1188)
STR_M4 (1191)
Mittelwert 33,231 146,696
Standardabw. 3,862 6,730
N Maximale Biegespannung
Abwarts Belastungskraft i N/mm?
Fmaxin N
M1 (968) 18,040 112,605
M2 (957) 25,492 136,270
M3 (962) 22,742 115,918
M4 (969) 25,886 120,598
M5 (958) 22,504 128,033
M6 (959) 22,183 122,655
M7 (961) 19,929 111,047
M8 (970) 26,783 111,413
Mittelwert 22,945 119,817
Standardabw. 3,020 8,957
Maximale Biegespannung
Eben Belastungskraft 1 N/mm?
Fmaxin N
1 (966) 20,928 118,441
M2 (977) 25,165 120,797
M3 (978) 23,683 119,982
M4 (979) 24,573 114,592
M5 (1002) 22,757 142,760
M6 (1008) 21,874 132,465
M7 (1010) 26,067 123,990
M8 (1015) 26,006 141,169
Mittelwert 23,882 126,775

Standardabw. 1,908 10,708
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N Maximale Biegespannung
Aufwarts Belastungskraft o N/mm?2
FmaxinN
M1 (1001) 26,233 141,825
M2 (1003) 20,441 142,259
M3 (1006) 21,172 124,919
M4 (1009) 20,615 123,980
M5 (1000) 22,890 134,925
M6 (1004) 20,235 122,388
M7 (1005) 22,394 126,993
M8 (1016) 20,200 109,450
Mittelwert 21,773 128,342

Standardabw. 2,065 10,979

Tabelle 10: Ergebnisse der ELISAs - Langzeitlaufbandtraining

ELISA
Kontrollen PF')'; /'fn'ln R‘;’;‘/Kn; in On';?m'ln RANKL/OPG
M2 (P_S5)
M3 (P_S6)
M4 (P_S7)
M5 (P_S13)
M6 (P_S14) 13.44 7.75
M7 (P_S15) 12,03 1178 13 0,009
M8 (P_S16) 83,49 16,6 133 0,012
M9 (P_S17) 57,75 35,2
STR_M1 (1187)
STR_M2 (1188)
STR_M4 (1191)
Mittelwert 41,678 17,833 1315 0,011
Standardabw. 35,038 12,130 0,021 0,002
Abwéirts PF')'; /F:n'ln RAp';'/Krh in ?]Z?m'ln RANKL/OPG
M1 (968) 16,41 34,73 0,72 0,048
M2 (957) 13,86 32,04
M3 (962) 17,31 3,65 167 0,002
M4 (969) 22,35 20,69 2,28 0,009
M5 (958) 15.99 45,81 2,01 0,023
M6 (959) 14,04 49,33
M7 (961) 18,93 38,08 146 0,026
M8 (970) 16,2 35,67 113 0,032
Mittelwert 16,886 32,500 1,545 0,023

Standardabw. 2,751 14,534 0,571 0,016
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PINP in RANKL in OPG in

Eben pg/ml pg/ml ng/ml RANKL/OPG
M1 (966) 14,67 26,92 1,05 0,026
M2 (977) 12,84 30,5 1,79 0,017
M3 (978) 103,77 38,61
M4 (979) 16,86 8,87 1,96 0,005
M5 (1002) 61,2 28,48
M6 (1008) 20,61 24,76 0,97 0,026
M7 (1010) 20,13 18,44 0,84 0,022
M8 (1015) 16,41 18,24 1,18 0,015
Mittelwert 33,311 24,353 1,298 0,018
Standardabw. 32,514 9,078 0,463 0,008
Aufwarts Pr')'; P n R’;’;'/Kn';l in %me'ln RANKL/OPG
M1 (1001) 11,46 24,02 1,21 0,020
M2 (1003) 62,73 53,84
M3 (1006) 21,09 14,54
M4 (1009) 23,37 31,71
M5 (1000) 19,17 33,79 0,64 0,053
M6 (1004) 11,46 16,05
M7 (1005) 18,93 26,86 0,87 0,031
M8 (1016) 13,44 26,59 0,78 0,034
Mittelwert 22,706 28,425 0,875 0,034
Standardabw. 16,778 12,286 0,243 0,014
Tabelle 11: Gewichte der Tiere — Kurzzeitlaufbandtraining
Gewichte in g
Kontrollen 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 12 Wochen
KK M1 (1143) 28,3
KK M2 (1144) 29,4
KK M3 (1145) 29,9
KK M4 (1150) 32
KK M5 (1163) 33,15
Mittelwert 30,550
Standardabw. 1,979
Kurzzeittraining Gewichte in g
K M1 (1159) 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 12 Wochen
K M2 (1160) 23,1 27,3 28,3 29,26
K M3 (1161) 22,7 254 29,2 31,5
K M4 (1162) 20,5 24,9 27,2 29,66
Mittelwert 24,6 27,6 29,2 32,35
Mittelwert 22,725 26,300 28,475 30,693

Standardabw. 1,694 1,349 0,950 1,474
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Tabelle 12: Knochenwerte der Femora — Kurzzeitlaufbandtraining

Knochenwerte uCT-Analyse Femora

BV/TV Tb.Th Tb.N B.Ar. T.Ar.  B.Ar/T.Ar Cs.Th

Kontrollen in % in mm in1/mm inmm? in mm? in % in mm SMI
KK M1 (1143) 1,730 0,056 0,307 1,343 2,007 66,883 0,313 2,986
KK M2 (1144) 1,342 0,057 0,237 1,281 2,094 61,147 0,307 2,852
KK M3 (1145) 5,204 0,068 0,760 1,412 2,185 64,639 0,337 2,686
KK M4 (1150) 13,123 0,102 1,283 1,634 2,247 72,716 0,385 2,638

KK M5 (1163) 6,720 0,066 1,013 1,460 2,272 64,252 0,343 2,699

Mittelwert 5,624 0,070 0,720 1,426 2,161 65,927 0,337 2,772
Standardabw. 4,773 0,019 0,449 0,135 0,110 4,310 0,031 0,144

BVITV Tb.Th Tb.N B.Ar. T.Ar.  B.ArTAr Cs.Th

. . . . . . ) SMI
in % in mm in1/mm  in mm?2 in mm?2 in % in mm

Kurzzeittraining

K M1 (1159) 4,486 0,073 0,619 1,375 2,247 61,186 0,325 2,311
K M2 (1160) 4,011 0,078 0,516 1,449 2,268 63,861 0,341 2,794
K M3 (1161) 8,034 0,064 1,263 1,485 2,088 71,119 0,356 2,511
K M4 (1162) 6,809 0,068 1,002 1,416 2,263 62,571 0,334 2,547

Mittelwert 5,835 0,070 0,850 1,431 2,217 64,684 0,339 2,540
Standardabw. 1,908 0,006 0,346 0,047 0,086 4,427 0,013 0,198

Tabelle 13: Knochenwerte der Humeri — Kurzzeitlaufbandtraining

Knochenwerte yCT-Analyse Humeri

Kontrollen BV/TV Tb.Th Tb.N B.Ar. T.Ar. B.Ar/T.A Cs.Th
in % in mm in1/mm  in mm?2 in mm? rin % in mm SMI

KKM1(1143) 32601 0,094 3456 0874 1,336 65433 0,282 1,618
KKM2(1144) 44770 0111 4,032 0840 1,334 62,927 0273 1272
KKM3(1145) 42696 0,114 3,761 0919 1,304 70499 0,322 1,461
KKM4 (1150) 43395 0,118 3,691 1,105 1,317 3,185 0410 0,973
KKMS5(1163) 52048 0122 4294 0953 1322 25834 0316 1,098

Mittelwert 43,142 0112 3,847 00938 17323 40,976 0,321 1,284
Standardabw. 7017 0010 0,323 0,103 0013 34,765 0,054 0,262

e BV/TV Tb.Th Tb.N B.Ar. T.Ar. B.Ar/T.A Cs.Th
Kurzzeittraining - . . ; s 2 o . SMI
in % in mm in1/mm in mm in mm rin % in mm

K M1 (1159) 44,792 0,114 3,921 0,967 1,460 66,212 0,284 1,167
K M2 (1160) 41,415 0,116 3,556 0,937 1,499 62,525 0,310 1,359
K M3 (1161) 56,579 0,136 4,161 1,009 1,411 71,544 0,355 1,075
K M4 (1162) 48,196 0,123 3,913 1,036 1,594 64,966 0,321 1,228

Mittelwert 47,746 0,122 3,888 0,987 1,491 66,312 0,318 1,207
Standardabw. 6,507 0,010 0,249 0,044 0,078 3,810 0,029 0,119
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Tabelle 14: Ergebnisse der RT-PCR — DeltaCT Werte
RNA Femora - deltaCT Werte
Kontrollen HIF1alpha RANKL OPG RANK Col1al ALP Cathepsin K TRAP 5b
KK M1 (1143) 3,270 6,854 4,229 5854 -5381 2,093 1,158 1,605
KK M2 (1144) 2,378 5,941 4,241 5241 -5475 1,028 -0,004 -0,464
KK M3 (1145) 2,684 6,294 4660 5990 -4,082 2,203 1,022 0,899
KK M4 (1150) 3,108 7490 4,358 6,759 -5,885 0,184 0,990
KK M5 (1163) 4,028 8,272 4,739 7,734 -3,540 2,809 0,952
Mittelwert 3,093 6,970 4,445 6,316 -4,873 1,663 0,824 0,680
Standardabw. 0,629 0,935 0,239 0,960 1,006 1,046 0,469 1,052
Kurzzeittraining HIF1alpha RANKL OPG RANK Collal ALP Cathepsin K TRAP 5b
K M1 (1159) 2,568 6,035 4,373 6,470 -4,039 2,450 0,941 1,206
K M2 (1160) 2,613 6,317 3,502 5839 -5082 1,536 -0,252 -0,089
K M3 (1161) 1,549 5,675 3,237 5445 -4857 1,350 -0,401 -0,328
K M4 (1162) 2,728 7,106 3,715 5569 -5127 1,857 -0,372 -0,661
Mittelwert 2,364 6,284 3,707 5831 -4,776 1,798 -0,021 0,032
Standardabw. 0,548 0,608 0485 0457 0,506 0,483 0,645 0,817
Tabelle 15: Ergebnisse der RT-PCR - Relativer Expressionsunterschied
RNA Femora - Relativer Expressivitatsunterschied
Kurzzeittraining HIF1alpha RANKL OPG RANK Collal ALP Cathepsin K TRAP 5b
K M1 (1159) 1,440 1,912 1,051 0,898 0,561 0,580 0,922 0,694
K M2 (1160) 1,395 1,572 1,923 1,391 1,156 1,092 2,108 1,704
KM3 (1161) 2,917 2454 2,311 1,828 0,989 1,243 2,338 2,011
K M4 (1162) 1,288 0,910 1659 1,678 1,193 0,875 2,291 2,533
Mittelwert 1,760 1,712 1,736 1,449 0,975 0,947 1,915 1,736
Standardabw. 0,774 0,646 0529 0,409 0,290 0,288 0,669 0,774
Tabelle 16: Gewichte der Tiere iiber den Verlauf der pharmakologischen Intervention
Gewichte wahrend der Intervention in g
URB597 4.Tag 7.Tag T1§§ ;g’g ng ;29'] ngg T2a59 28.Tag 42. Tag
M1 (1030) 31,7 32,0 32,0 32,5 32,4 32,8 33,2 33,6 35,3 36,8
M2 (1031) 26,9 26,3 25,7 26,1 26,7 26,4 27,0 26,0 26,7 30,3
M3 27,1 26,9 26,0 26,7 27,1 26,7 28,0 27,4 28,1 33,7
M4 27,8 28,2 27,5 29,2 29,7 30,5 31,9 31,5 33,1 34,3
M5 27,6 27,4 26,9 27,20 28,00 28,0 28,0 28,0 27,9 28,9
M6 29,7 29,5 29,3 30,2 311 31,1 31,0 30,7 31,3 34,5
M7 30,8 30,6 30,0 30,2 30,6 30,5 30,8 30,9 31,5 35,1
M8 29,2 29,3 27,7 28,7 29,1 29,3 29,0 28,6 29,2 32,6
M9 28,5 27,7 26,8 27,5 28,5 29,1 29,6 30,0 30,7 33,3
M10 26,8 26,7 27,6 27,7 28,2 28,1 29,2 30,1 31,7 33,6
Mittelwert 28,610 28,460 27,950 28,600 29,140 29,250 29,770 29,680 30,550 33,310
Standardabw. 1,701 1,852 1,947 1,959 1,814 2,019 1,937 2217 2,615 2,286
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Tabelle 17: Knochenwerte der Femora — pharmakologische Intervention

Knochenwerte uCT-Analyse Femora

URB 597 BV/TV Tb.Th  Tb.N B.Ar TAr. . BArTAr CsTh SMI
in % inmm___in1/mm__inmm?>  in mm? in % in mm

M1 (1030) 7,912 0,085 0,929 1,625 2,332 69,662 0,379 2,623
M2 (1031) 10,236 0,104 0,986 1,233 1,891 65,191 0,321 2,695

M3 7,245 0,083 0,869 1,530 2,222 68,859 0,372 2,458
M4 13,255 0,108 1,229 1,672 2,425 68,950 0,369 2,306
M5 9,274 0,088 1,053 1,644 2,397 73,620 0,375 2,416
M6 7,515 0,086 0,878 1,615 2,194 71,958 0,392 2,668
M7 9,624 0,071 1,340 1,677 2,331 66,064 0,352 2,376
M8 8,622 0,081 1,066 1,508 2,283 76,602 0,402 2,305
M9 32,620 0,096 3,401 1,731 2,259 68,590 0,366 1,486
M10 7,371 0,096 0,765 1,473 2,229 66,095 0,338 2,219

Mittelwert 11,357 0,090 1,252 1,571 2,256 69,559 0,367 2,355
Standardabw. 7,685 0,011 0,775 0,144 0,149 3,605 0,024 0,346

Tabelle 18: Ergebnisse des 3-Punkt-Biegetests — pharmakologische Intervention
3-Punkt-Biegetest
Maximale Biegespannung
URB 597 Belastungskraft in N/mm?2
Fmaxin N
M1 (1030) 25,823 122,260
M2 (1031) 21,246 128,309
M3 21,386 118,835
M4 24,807 111,977
M5 21,661 97,008
M6 24,529 137,956
M7 25,658 122,754
M8 24,457 120,595
M9 24,101 119,243
M10 23,574 120,581
Mittelwert 23,724 119,952

Standardabw. 1,717 10,540
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8 Thesen

1. Osteoporose ist die haufigste Knochenerkrankung des alten Menschen und
gewinnt unter anderem auf Grund des demografischen Wandels zunehmend an
Bedeutung. Allerdings ist ihre Prophylaxe und Therapie in einigen Bereichen noch
insuffizient und ist daher Gegenstand aktueller Forschung. Bekannt ist mittlerweile,
dass die maximale Knochendichte (peak bone mass), die in der zweiten bis dritten
Lebensdekade vorliegt, entscheidend fur die Entstehung osteoporotischer Frakturen
im Alter ist und durch verschiedene MalRnahmen (Ernahrung, kérperliche Aktivitat,
Pharmaka) beeinflusst werden kann. Daher ist vor allem die Prophylaxe der Osteo-

porose in den Vordergrund des Forschungsinteresses geruckt.

2. Die STR/ort-Maus eignet sich auf Grund ihres auRergewohnlichen Knochen- und
Gelenkphanotyps insbesondere zur Untersuchung von Knochen- und Gelenk-

erkrankungen und deren Interaktion.

3. Ziel dieser Arbeit ist es sowohl ein spezielles Laufbandtraining als auch eine
pharmakologische Therapie zu entwickeln, die im Mausmodell in gesundem Knochen
zu einem aktiven Knochenaufbau fuhren, um damit der Prophylaxe und Therapie der

Osteoporose einen Schritt naher zu kommen.

4. Bei dem Laufbandtraining handelt es sich um ein Intervalltraining, das sich durch
Belastungsspitzen in Form von Geschwindigkeitsspitzen und Erholungsphasen aus-
zeichnet. Die Belastungsgrenze wird durch einen sogenannten Run-to-Exhaustion-
Test ermittelt. Aullerdem wird das Training in unterschiedlichen Steigungen des
Laufbandes absolviert. Vom anaeroben Stoffwechsel in den Belastungsspitzen sowie
dem axialen Stol} bei negativer Steigung wird der osteoinduktive Effekt des Trainings
erwartet. Die Tiere absolvieren dieses Training im Rahmen eines Langzeitversuchs

uber acht und im Rahmen eines Kurzzeitversuchs Uber vier Wochen.

5. Die pharmakologische Intervention wird mit dem FAAH-Inhibitor URB 597 durch-
gefuhrt, der Uber die Hemmung des Anandamidabbaus die Konzentration endogener
Cannabinoide erhoht. Diese hatten in vorangegangenen Untersuchungen bereits
eine osteoinduktive Wirkung gezeigt. Die Intervention wird Uber eine wiederholte
intraperitoneale Applikation Gber vier Wochen durchgefihrt.
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6. Die entnommenen Knochen sowie das Serum der Tiere werden verschiedenen
Untersuchungsmethoden zur Beurteilung der Knochenmasse, der Materialqualitat

und der Aktivitat des Knochenstoffwechsels unterzogen.

7. Die Tiere absolvieren das Training bei einer physiologischen Gewichtsentwicklung

und zeigen individuell sehr unterschiedliche Belastungsgrenzen.

8. Im Rahmen des Langzeitversuchs lasst sich bei einigen Steigungsgruppen eine
signifikante Zunahme des kortikalen Knochens bei regelhafter Abnahme des trabeku-
laren Knochens in allen Gruppen im Bereich der Femora verzeichnen. In den Tibiae
kommt es in beiden Knochenanteilen zu einer Abnahme der Knochenmasse. Im
Rahmen des Kurzzeitversuchs kommt es in allen untersuchten Knochen in beiden

Knochenanteilen zu keiner signifikanten Knochenmasseveranderung.

9. In den Untersuchungen der Materialqualitat zeigt sich nach Laufbandtraining im
Langzeitversuch eine deutlich herabgesetzte Belastbarkeit (Maximale Belastungs-

kraft und Biegespannung) der untersuchten Femora.

10. Weder im Serum noch im Knochenmaterial ist nach dem Laufbandtraining eine

erhohte Aktivitat des Knochenstoffwechsels messbar.

11. Nach pharmakologischer Intervention weisen die Femora eine signifikant erhohte
kortikale Knochenmasse bei gleichbleibender trabekularer Knochenmasse auf.

Daruber hinaus zeigt sich eine deutlich herabgesetzte Belastbarkeit derselben.
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9 Selbstandigkeitserklarung

Ich versichere hiermit, an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit mit dem Thema:
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