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Abstract 1

1 Abstract

1.1 Zusammenfassung

Einleitung: Wirbelkdrperfrakturen fihren zu einer signifikanten Minderung der Lebens-
qualitat, einer erhohten Hospitalisierungsrate und einem erhéhten Mortalitatsrisiko. '
Sie entstehen haufig als klinische Manifestation einer Osteoporose. 56 Es kommt zu
atraumatischen Wirbelkorperfrakturen aufgrund einer erniedrigten Knochenmasse
durch Veranderungen im Knochenstoffwechsel. 78 Der Knochenstoffwechsel wird
mafgeblich durch die Osteozyten reguliert. ° In dieser Arbeit wurden die Osteozyten-
dichte - ein bislang kaum untersuchter Parameter - die Trabekelbreite und den Kno-
chenflacheanteil (BA/TA, %) von menschlichen Wirbelkdrpern histomorphologisch

quantitativ analysiert.

Methoden: 138 Stanzen von Wirbelkdpern aus Hals-, Brust- und Lendenwirbelsaule
von 12 Mannern und sieben Frauen wurden enthnommen und histologisch ausgewertet.
Es wurden die Osteozyten pro Flache ausgezahlt und die Trabekelbreite sowie die
Knochenflache von trabekularem Knochen gemessen. Die erhobenen Daten sind hin-
sichtlich alters- und geschlechtsabhangiger Unterschiede mit Korrelationsanalysen

und multiple lineare Regressionsanalysen analysiert worden.

Ergebnisse: Die Knochenstruktur verandert sich sowohl altersabhangig, als auch ge-
schlechterspezifisch und im Langsvergleich der Wirbelsaulenabschnitte (HWS, BWS
und LWS). Die Trabekelbreite ist in der Halswirbelsaule grofier als in Brust- und Len-
denwirbelsaule (HWS vs. BWS p= 0,006; HWS vs. LWS p= 0,003). Manner haben
breitere Trabekel als Frauen (p <0,001) und einen héheren Knochenflacheanteil
(p=0,025). Personen Uber 65 Jahre haben dinnere Trabekel (p <0,001) und eine klei-
nere BA/TA (%) (p <0,001) als jungere Personen. Signifikante alters-, geschlechts-
oder lageabhangige Unterschiede in der Osteozytendichte von menschlichen Wirbel-

korpern wurden nicht beobachtet.

Diskussion: In der Osteozytendichte konnten die erwarteten Unterschiede nicht nach-
gewiesen werden. Der Knochenflacheanteil und die Trabekeldicke zeigen sich deutli-
che alters- und geschlechtsabhangige Unterschiede, wobei die altersabhangigen Un-

terschiede signifikanter sind.
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1.2 Abstract

Introduction: Vertebral fractures lead to a significant reduction in quality of life, an in-
creased hospitalization rate and an increased risk of mortality. '-* They often occur as
a clinical manifestation of osteoporosis. >¢ Atraumatic vertebral body fractures occur
due to decreased bone mass caused by changes in bone metabolism. 72 Bone metab-
olism is significantly regulated by osteocytes. ° In this study, the osteocyte density - a
parameter that has been rarely investigated so far - the trabecular width and the bone
area density of human vertebral bodies were quantitatively histomorphological ana-

lyzed.

Methods: 138 specimens from cervical, thoracic, and lumbar vertebral bodies of 12
men and seven women were obtained and histologically analyzed. Osteocytes per
area were counted and trabecular width and bone area of trabecular bone were meas-
ured. The collected data has been analyzed for age- and sex-dependent differences

with correlation analysis and multiple linear regression analysis.

Results: Bone structure varies with age, gender and comparing longitudinal spine sec-
tions (cervical, thoracic and lumbar spine). Trabecular width is greater in the cervical
spine than in the thoracic and lumbar spine (cervical vs. thoracic spine p= 0.006; cer-
vical vs. lumbar spine p= 0.003). Men have wider trabeculae than women (p <0.001)
and a higher bone area density (p= 0.025). Individuals over 65 years have thinner
trabeculae (p <0.001) and smaller bone area density (%) (p <0.001) than younger in-
dividuals. Significant age-, sex- or position-dependent differences in osteocyte density

of human vertebral bodies were not observed.

Discussion: In osteocyte density, the expected differences in age or sex comparison
could not be shown. Regarding bone area density and trabecular thickness, significant
age- and sex-dependent differences are found. The age-dependent differences are

more prominent and have a higher significance.
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2 Einleitung

Wirbelkorperfrakturen sind die haufigste klinische Manifestation der Osteoporose. 56
Die Ermittlung von Inzidenzdaten zu Wirbelkérperfrakturen in Deutschland ist nur auf-
grund hochgerechneter Schatzungen maglich. 7 Dabei wird die Inzidenz von Wirbel-
korperfrakturen auf ungefahr 250.000 Osteoporose-assoziierte Wirbelkorperfrakturen
pro Jahr geschatzt. € Viele Wirbelkorperfrakturen werden nicht diagnostiziert, sodass
eine deutlich héhere Dunkelziffer anzunehmen ist. 619" Wirbelkdrperfrakturen erho-
hen das Risiko flr chronischen und akuten Rickenschmerz, rickenbedingte Funkti-
onseinschrankung und vermindern die Lebensqualitat signifikant. 34 Sie fiihren zu ei-
ner erhohten Hospitalisierungsrate und einem erhohten Mortalitatsrisiko. 2 Das gilt
sowohl fiir klinisch apparente, als auch klinisch inapparente Frakturen. %12 Dabei ist
auch die 6konomische Last, die das Gesundheitssystem tragen muss, nicht zu unter-
schatzen. 134 Durch das steigende Alter der Bevélkerung steigen Inzidenz und 6ko-

nomische Last stetig an und eine Trendwende ist nicht absehbar. 1516
2.1 Osteoporose

2.1.1 Definition der Osteoporose

Osteoporose wird laut der Leitlinie des Dachverbandes Osteologie als systemische
Skeletterkrankung definiert, die sich durch eine niedrige Knochenmasse und mikroar-
chitektonische Verschlechterung des Knochengewebes auliert. Sie flihrt zu einem

konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitat und zu einer erhéhten Frakturneigung. *

2.1.2 Epidemiologie und Atiologie der Osteoporose

In einer Studie aus dem Jahr 2015 lag die Ein-Jahres-Pravalenz der Osteoporose in
Deutschland bei Frauen tGber 18 Jahren bei 7,8 % und bei Mannern bei 2,0 %. Dabei
nimmt die Pravalenz mit steigendem Alter deutlich zu. Bei Frauen Uber 65 Jahren lag

die Pravalenz bei 24,0 %. 7

Grundsatzlich wird zwischen primarer und sekundarer Osteoporose unterschieden.
Bei der primaren Osteoporose gibt es keine zugrundeliegende andere Erkrankung. Zur
primaren Osteoporose gehoéren die (seltene) juvenile, die postmenopausale und die
senile Osteoporose. Die sekundare Osteoporose entsteht auf dem Boden einer ande-

ren Grunderkrankung, die den Knochenstoffwechsel beeinflusst, wie beispielsweise
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Hyperthyreose, Morbus Cushing oder Hypogonadismus. '® Eine weitere Unterschei-
dungsmadglichkeit der Osteoporose ist die Unterteilung in ,high-“ und ,low-turnover®
Osteoporose. Als ,high-turnover Osteoporose bezeichnet man eine Osteoporose mit
einem Verlust an trabekularer Knochendichte von >3 % jahrlich durch einen gesteiger-
ten Knochenumbau. Dies ist haufig bei der frihen postmenopausalen Osteoporose der
Fall. Im Gegensatz zeichnet sich die ,low-turnover® Osteoporose durch einen Verlust
trabekularer Knochendichte von <3 % jahrlich aus. Die spate postmenopausale Oste-

oporose ist typischer Weise eine ,low-turnover* Osteoporose. '°

2.1.3 Pathophysiologie der Osteoporose

Knochen unterliegt einem permanenten Umbau, dem sogenannten Remodelling. Da-
bei wird in einem dynamischen Prozess alter Knochen ab- und neuer Knochen aufge-

baut. 2021
Das Remodelling lasst verschiedene Phasen unterscheiden:

e In der Aktivierungsphase werden Osteoklasten an die Knochenoberflache re-
krutiert.

e In der Resorptionsphase kommt es zur Ausbildung einer Resorptionslakune
durch die Osteoklasten und dem Abbau von mineralisierter Knochensubstanz.

e In der Umkehrungsphase kommt es zur Apoptose der Osteoklasten und zur
Rekrutierung von Osteoblasten zur Knochenoberflache.

e In der Formationsphase bilden die Osteoblasten Osteoid und steuern die Mine-

ralisierung neuer Knochensubstanz. 2

Osteoporose ist eine systemische Erkrankung, bei der es beim Remodellingprozess
zu einem Missverhaltnis von Knochenauf- und -abbau, zugunsten des Knochenab-

baus. Es geht also insgesamt Knochensubstanz verloren. 18

Es sind verschiedene pathophysiologische Mechanismen bekannt, die dieses Miss-
verhaltnis verursachen. Diese Prozesse lassen sich in der Klinik nicht klar voneinander
trennen. Osteoporose wird als ein multikausaler Prozess angesehen, in dem verschie-

dene Mechanismen zusammenwirken und interagieren. 2223

Postmenopausale Osteoporose

Postmenopausal entwickeln 30 % aller Frauen eine klinisch relevante Osteoporose. °
Die Abnahme der Ovarialfunktion im Rahmen der Menopause hat zur Folge, dass die
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Ostrogen- und Progesteronspiegel sinken. 2425 Im Knochenstoffwechsel hemmt Ost-
rogen die Aktivierung und Differenzierung von Osteoklasten. Durch das Absinken des
Ostrogenspiegels fallt dieser hemmende Einfluss weg, es kommt zu einer verstarkten
Osteoklastenaktivitat und somit zu einem vermehrten Knochenabbau, wahrend die Os-
teoblastenaktivitat nicht gleichermallen gesteigert wird. Hierbei handelt es sich um
eine ,high-turnover® Osteoporose. 1926 Die postmenopausale Osteoporose zeichnet

sich besonders durch einen Verlust an Spongiosa aus. '°

Senile Osteoporose

Die senile Osteoporose betrifft meist Menschen ab dem 70. Lebensjahr. 27 Es kommt
zu einem kombinierten Knochenmasseverlust von Spongiosa und Kompakta. '° Insge-
samt handelt es sich um eine Atrophie des Knochens mit einer Rarefizierung der Trab-
ekel, einer ausgediunnten Kompakta und der Vermehrung von intraossarem Fettge-
webe. ?’ Die senile Osteoporose zeichnet sich durch eine Zunahme von Osteoklasten,
Mast- und Fettzellen und einer Abnahme von Osteoblasten, Osteozyten und Blutgefa-
Ren aus. 2’ Mit steigendem Alter wird die Wachstumshormonsekretion vermindert,
wodurch die Knochenformation verringert wird. Auch durch eine im Alter verringerte
Muskelmasse und reduzierte korperliche Mobilitat, kommt es zu einem verminderten
Joading“, was eine Steigerung des Knochenabbaus zur Folge hat. 27 Mit steigendem
Alter kommt es zu einer Verminderung der Calciumabsorption. Es wird von einer pri-
mar verminderten Calciumresorption im Verdauungstrakt ausgegangen und zusatzlich
von einer Calciummalabsorption durch die, mit steigendem Alter, verminderten 1,25-
Dihydroxy-Vitamin D Produktion in der Niere. 2?7 Die Calciumabsorption sinkt sogar
bei gleichbleibenden 1,25-Dihydroxy-Vitamin D Spiegeln bei Menschen uber 80 Jah-
ren ab. 2! Ein Calcium- und Vitamin D Mangel kann zu einem sekundaren Hyperpa-
rathyreoidismus flihren. 23 Ein sekundarer Hyperparathyreoidismus kann ebenfalls
durch eine chronische Niereninsuffizienz ausgeldst werden. Im Rahmen der Nierenin-
suffizienz kommt es zu einer verminderten Phosphatausscheidung und zu erhdhten
Phosphatspiegeln. Die erhdhten Phosphatspiegel stimulieren die Parathormon Sekre-
tion, was wiederum zu einer gesteigerten Calciumfreisetzung aus den Knochen fuhrt

und somit zu einem gesteigerten Knochenabbau. 192829
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2.1.4 Osteoporotische Frakturen

Aufgrund der erniedrigten Knochenmasse und der mikroarchitektonischen Verschlech-
terung der Knochenstruktur kommt es bei einer Osteoporose generell zu einer erhéh-
ten Frakturneigung. 7 Die haufigsten klinischen Manifestationen sind Wirbelkorperfrak-
turen, Oberschenkelhalsfrakturen und Frakturen des distalen Radius. %830 Bis zu
90 % aller Wirbelkdrperfrakturen bei alteren Frauen stehen in direktem Zusammen-

hang mit einer Osteoporose. 3

Wirbelkorperfrakturen

Osteoporotisch bedingte Wirbelkorperfrakturen entstehen haufig nach Niedrigrasanz-
traumata, wie einem Sturz aus Standhohe, oder sogar atraumatisch bei Alltagstatig-
keiten. 3233 Besonders bei atraumatische Wirbelkorperfrakturen handelt es sich meist
um Kompressionsfrakturen. Pradilektionsstellen sind die Lendenwirbelsaule und der
thorakolumbale Ubergang. 3* Osteoporotisch bedingte, atraumatische Halswirbelkor-

perfrakturen treten selten auf und werden nur in wenigen Fallberichten erwahnt. 3536

Auch in der Mikroarchitektur unterscheidet sich der Aufbau der Halswirbel von den
Brust- und Lendenwirbeln. Grote et.al. beschreiben, dass die Trabekelstruktur in Hals-
wirbeln deutlich dichter ist und auch im Alter weniger abnimmt, als die Trabekeldichte

von Brust- und Lendenwirbeln. 3°

2.1.5 Risikofaktoren fur osteoporotische Frakturen

Diverse Risikofaktoren beglnstigen das Auftreten einer osteoporotisch bedingten
Fraktur. Zu den Relevantesten zahlen das steigende Lebensalter, weibliches Ge-

schlecht, frihere Wirbelkorperfrakturen und ein erhdhtes Sturzrisiko.

e Ein steigendes Lebensalter gilt als wichtiger Risikofaktor flir das Auftreten von
Frakturen. 340 Pro Lebensjahrzehnt verdoppelt sich die Inzidenz von Wirbel-
korperfrakturen bei beiden Geschlechtern. 4142 Dabei ist das erhohte Risiko fiir
Frakturen mit steigendem Lebensalter unabhangig von einer erhdhten Sturzge-
fahr oder eine gesteigerte Immobilisation. 4344

e Frauen haben ein erhdhtes Frakturrisiko. Das gilt unabhangig vom Alter unter
anderem fiir HUft- und Wirbelkorperfrakturen. 4546

e Wirbelkorperfrakturen erhéhen das Risiko flr weitere osteoporotische Fraktu-

ren. Dabei steigt das Risiko mit Anzahl und Schweregrad der Frakturen und
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sowohl bei klinisch apparenten, als auch inapparenten Wirbelkorperfraktu-
ren.47-50

e Multiple intrinsische Sturze erhdohen das Risiko von Frakturen unabhangig von
Alter, Geschlecht oder Knochendichte. Mit intrinsischen Stlrzen sind Stirze ge-
meint, die ohne externe Einwirkung auftreten. 4351

e Weitere Risikofaktoren fur das Auftreten osteoporotischer Frakturen sind unter
anderem Immobilitat, eine verminderte Handgriffstarke, Nikotinabusus, COPD,
Untergewicht, Gewichtsabnahme, Vitamin D- & Calciummangel, Folsaureman-
gel, Vitamin B12 Mangel, Hyponatriamie, Endokrinologische Erkrankungen,
Rheumatologische Grunderkrankungen, Gastroenterologische Grunderkran-
kungen, Neurologische Grunderkrankungen, Herzinsuffizienz, Alkoholabusus,
eine alkoholische Lebererkrankung und bestimmte medikamentose Therapien,
wie Glukokortikoid Therapie oder die Gabe von Antidepressiva oder Aromata-

sehemmern. 7

2.1.6 KiIinik der Osteoporose

Klinisch wird die Osteoporose vor allem durch Frakturen auffallig. Dadurch kommt es
zu einer verminderten Lebensqualitat, akuten und chronischen Schmerzen und funkti-

onellen Einschrankungen. 7-52.53

Osteoporotische Frakturen fuhren zu einer erhéhten Mortalitat und einer erhdhten Hos-
pitalisierungsrate. Die Mortalitat ist im ersten Jahr nach der Fraktur am grof3ten und

sinkt mit der Zeit, die nach der Fraktur vergangen ist. 1,254

Eine bislang noch unklare Kausalitat besteht zwischen einer erniedrigten Knochen-

dichte und einem erhdhten kardiovaskularen Risiko. 2°

2.1.7 Diagnostik der Osteoporose

Zur Diagnostik der Osteoporose gehort im ersten Schritt eine ausflihrliche anamnesti-
sche Erhebung zu Frakturen in der Vorgeschichte und eine korperliche Untersuchung.
Ruckenschmerzen, GroRenminderung und Klopfschmerz Gber der Wirbelsaule kon-
nen Hinweise fur eine Wirbelkdrperfraktur sein. Auch mogliche Risikofaktoren, wie die
Einnahme bestimmter Medikamente oder der Beginn der Menopause bei Frauen, soll-
ten evaluiert werden. ” Anhand der bestehenden Risikofaktoren kann der FRAX-Score
(Fracture-Risk-Assessment-Tool) ermittelt werden. Der FRAX-Score gibt das absolute

10-Jahres-Risiko einer osteoporotischen Fraktur an. Neben dem FRAX-Score gibt es
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auch das DVO-Risikomodell, welches vom Dachverband Osteologie e.V. entwickelt

wurde. 7

Ab einem 10-Jahres Risiko von >20 % fir eine Schenkelhals- oder Wirbelkorperfraktur
sollte eine weitere Basisdiagnostik erfolgen. Ebenso ist bei Frauen ab dem 70. Le-
bensjahr und bei Mannern ab dem 80. Lebensjahr eine weitere Basisdiagnostik emp-

fohlen, unabhangig vom jeweiligen FRAX-Score. 71°

Eines der wichtigsten Tools der Basisdiagnostik der Osteoporose ist die DXA-Kno-
chendichtemessung (Dual X-ray-Absorptiometry, DXA). Sie gehort zur Basisdiagnostik
bei einem Verdacht auf Osteoporose. Bei der DXA-Messung wird die Knochendichte
(BMD, bone mineral density) im proximalen Femur und der Lendenwirbelsaule gemes-
sen. Anhand der gemessenen Knochendichte wird der sogenannte T-Score erstellt.
Der T-Score beschreibt wie viele Standardabweichungen die gemessene Knochen-
dichte von der Referenzdichte einer gesunden Population abweicht. Ab einem T-Score

< -2,5 spricht man von einer Osteoporose. 726

Neben der DXA-Messung der Knochendichte gibt es auch CT-basierte Knochendich-
temessungen. Besonders Q-CT-Messungen von Wirbelkdrpern kdnnen helfen das Ri-

siko flr Wirbelkorperfrakturen zu ermitteln. *

2.1.8 Prophylaxe und Therapie

Primarprophylaktische Basistherapie

Bei Patientinnen und Patienten mit einem erhdhten Risiko flr osteoporotische Fraktu-
ren werden sowohl eine medikamentdse Therapie, als auch andere prophylaktische
Maflnahmen empfohlen. Dazu gehoéren eine Vitamin D Substitution und ggf. eine Cal-
ciumsubstitution, wenn die Calciumzufuhr Uber die Ernahrung nicht ausreichend ge-
wahrleistet ist. Daneben werden lebensstilverandernde MaRnahmen empfohlen. Mo-
bilisationsubungen und Muskelstarkung konnen praventiv einem Knochenmassever-
lust entgegenwirken. Es wird ein BMI >20kg/m? und ein Alkohol- und Nikotinverzicht

empfohlen. 756

Indikationen zum Therapiebeqginn

Die Einleitung einer medikamentosen Therapie wird meist ab einem 10-Jahres-Frak-

turrisiko von >30 % empfohlen.

Ebenso wird eine Therapieeinleitung altersabhangig je nach T-Score empfohlen.



Einleitung 9

Tabelle 1 T-Score als Indikator fiir einen Therapiebeginn 757

Lebensalter in Niedrigster T-Score Mittelwert
Jahren
Q 3 -2,0bis2,5 -2,5bis3,0 -3,0bis-3,5 -3,5bis-4,0 <4,0

50-60 60-70 Nein Nein Nein Nein Ja
60-65 70-75 Nein Nein Nein Ja Ja
65-70 75-80 Nein Nein Ja Ja Ja
70-75 80-85 Nein Ja Ja Ja Ja
>75 >85 Ja Ja Ja Ja Ja

Eine Therapieeinleitung ist bereits ab einem T-Score < -2,0 empfohlen, wenn eine sin-
gulare hoéhergradige Wirbelkorperfraktur, multiple Wirbelkorperfrakturen oder eine

niedrig-traumatische proximale Femurfraktur bestehen. ’

Spezifische Therapie mit Antiosteoporotika

Antiosteoporotika sind Substanzen mit unterschiedlichen Wirkprinzipien. Sie hemmen

entweder den Knochenabbau oder fordern den Knochenaufbau.

Antiresorptive Substanzen hemmen die Osteoklasten Aktivitat und vermindern so den
Knochenabbau. Zu der Gruppe der antiresorptiven Substanzen gehoéren die Bisphos-
phonate (Alendronat, Ibandronat, Risedronat, Zoledronat), der Antikbrper Denosumab,

selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren und Ostrogenpraparate. 57

Bisphosphonate hemmen die Osteoklasten gesteuerte Knochenresorption und stei-
gern so die Knochendichte. Da Bisphosphonate in den Knochen eingelagert werden,

haben sie eine langanhaltende Wirkung bis zu 2 Jahre nach Therapieende. 26:57

Denosumab ist ein monoklonaler Antikdrper, der an RANK-Liganden (rezeptor-activa-
tor-of-nuclear-factor- kB-ligand) bindet und diesen inhibiert. >’ RANK-Ligand ist ein
Signalprotein, welches an den Rezeptor RANK Liganden (rezeptor-activator-of-nu-
clear-factor- kB) bindet, dadurch die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten
steigert und so den Knochenabbau férdert. 58 Durch die Inhibition des RANK-Liganden
wird der Knochenabbau gehemmt und die Knochendichte steigt an. Dieser Effekt ist

allerdings nur wahrend der Therapie mit Denosumab sichtbar. Innerhalb weniger



10 Einleitung

Monate nach Therapieende ist die Wirkung reversibel. Daher kann eine Erhaltungs-

therapie mit beispielsweise Bisphosphonaten im Anschluss sinnvoll sein. %7

Eine weitere Kategorie der antiresorptiven Substanzen sind hormonelle Praparate. Es
gibt selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren, wie beispielsweise Raloxifen, und eine
Hormonersatztherapie mit Ostrogenen. Diese verhindern den Knochenabbau auf-
grund eines Ostrogen-Defizits und sind eine Therapiemdglichkeit bei der post-

menopausalen Osteoporose. 26:57

Teriparatid hat eine osteoanabole Wirkung. Es bindet an den Parathormonrezeptor-1
auf Osteoblasten und Osteozyten und hat dort eine anabole Wirkung auf den Kno-
chenaufbau. Wie bei Denosumab, kommt es auch bei Teriparatid zu einer schnellen
Reversibilitat der Wirkung nach Therapieende. Auch hier ist gegebenenfalls eine An-

schlusstherapie mit beispielsweise Bisphosphonaten nétig. %7

Romosozumab ist ein monoklonaler Antikdper, der Sklerostin inhibiert. Sklerostin ist
ein hauptsachlich von Osteozyten produziertes Glykoprotein. Sklerostin hemmt den
Whnt-Signalweg. Sklerostin inhibiert die Osteoblasten Differenzierung und Funktion und
hat so einen katabolen Effekt auf den Knochenstoffwechsel. 57-%%60 Romosozumab bin-
det an Sklerostin und blockiert es, sodass Sklerostin nicht an LRP-5/6, zwei Lipopro-
tein-Rezeptor-related-Proteine, binden kann. Dadurch, dass es zu keiner Rezeptorblo-
ckade kommt, wird der Wnt-Signalweg nicht inhibiert. So kommt es zu einem osteo-

anabolen Effekt und einem gesteigerten Knochenwachstum. 5760

Therapie osteoporotischer Frakturen

Osteoporotische Frakturen kdnnen konservativ oder operativ therapiert werden. In je-
dem Fall ist eine Behandlung der Frakturschmerzen mit NSAR, Paracetamol, Meta-
mizol und/oder Opiaten sinnvoll. Gerade bei Wirbelkorperfrakturen, die konservativ
therapiert werden konnen, ist eine schnelle Mobilisierung zur Vermeidung von Folge-
komplikationen der Immobilitat wichtig. Wirbelsaulenaufrichtende Orthesen kdnnen

eine schmerzarme Mobilisation erleichtern. 7
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2.2 Knochenstoffwechsel

2.2.1 Knochenaufbau

Knochen besteht aus einer harten Knochenhulle, der Kortikalis und einem trabekularen
Knochennetzwerk, der Spongiosa. Die Kortikalis umhullt die Spongiosa und ist maf3-
geblich fur die Stabilitat verantwortlich. Die Spongiosa ist weniger kompakt als die Kor-
tikalis. Sie besteht aus einem Trabekelnetzwerk und ist fur die Elastizitat des Knochens
verantwortlich. AulRerdem senkt sie mafRgeblich das Gesamtgewicht des Knochens im
Vergleich zur kompakteren Kortikalis. Die Zwischenrdume der Spongiosa beherbergen

das Knochenmark. 20

Das Kortikalis/Spongiosa Verhaltnis verandert sich je nach Lokalisation. Die langen
Roéhrenknochen zeichnen sich durch eine verhaltnismallig dicke Kortikalis aus, wah-
rend Wirbelkorper eine eher dunne Kortikalis und einen hohen Anteil an trabekularem

Knochen haben. 75 % des Knochenstoffwechsels spielen sich in der Spongiosa ab. 2°

Knochen besteht zu 70 % aus anorganischer Substanz, vor allem aus Hydroxylapatit
und zu 30 % aus organischer Substanz. ° Die organische Knochensubstanz setzt sich
zusammen aus Knochenzellen und Kollagenfibrillen. Die anorganische Substanz wird
durch das Hydroxylapatit, einem Calciumphosphat, gebildet. Die organische Substanz
ist fir eine gewisse Elastizitat und Zugfestigkeit des Knochens verantwortlich, die an-

organische Substanz sorgt flr die Druckfestigkeit und Stabilitat. ®

Die Mineralisation von Hydroxylapatit erfolgt entlang der Kollagenfibrillen dadurch

passt sich der Knochen automatisch der Richtung der mechanischen Belastung an. °

2.2.2 Zellen des Knochenstoffwechsels

Die drei wichtigsten Zelltypen des Knochenstoffwechsels sind Osteoblasten, Osteo-

klasten und Osteozyten.

In jedem Knochen lauft ein permanenter Remodellingprozess ab. Dieser lasst sich in
funf Phasen untertrennen: Ruhephase, Aktivierungsphase, Resorptionsphase, Um-
kehrungsphase und Formationsphase.?! An dem Remodellingprozess sind Osteoblas-

ten, Osteoklasten und Osteozyten maRgeblich beteiligt. ®
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Osteoklasten

Osteoklasten sind spezielle, mehrkernige Makrophagen des Knochenstoffwechsels.
Sie entwickeln sich aus monozytaren Vorlauferzellen und sind fiir den Knochenabbau,
die Resorptionsphase, verantwortlich. 8" Osteoklasten sezernieren saure und lytisch

wirksame Enzyme und bauen so extrazelluldre, mineralisierte Knochenmatrix ab.
Osteoblasten

Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Vorlauferzellen. 2 Sie machen
circa 4-6% der Knochenzellen aus. ¢ Sie sind einkernige, kubische Zellen und verant-
wortlich fiir den Knochenaufbau. ® Dabei reihen sie sich palisadenartig aneinander und
sezernieren verschiedene extrazellulare Proteine wie Osteocalcin, Alkalische Phos-
phatase und Typ 1 Kollagen. % So produzieren sie eine extrazellulare Matrix, das
noch nicht mineralisierte Osteoid und induzieren die Mineralisierung zu Hydroxyapatit,

der anorganischen Knochensubstanz.%

Osteoblasten entwickeln sich entweder weiter zu Osteozyten, zu Saumzellen oder un-

tergehen einer Apoptose.546°
Saumzellen

Saumzellen (engl. ,lining cells®) sind Zellen, die sich aus Osteoblasten entwickeln und
der AulRenseite der mineralisierten Knochensubstanz anliegen. Sie schiitzen den Kno-
chen vor der Resorption durch Osteoklasten. Sie sind ein essentieller Teil der Ruhe-

phase im Remodellingprozess. %°

Osteozyten

Die meisten Osteoblasten entwickeln sich weiter zu Osteozyten. ° Osteozyten sind
eingemauert von mineralisierter Knochenmatrix. % Sie machen 90-95 % aller Kno-
chenzellen aus und werden bis zu 25 Jahre alt. %87 Osteozyten haben einen sternfor-
migen Zellkdrper, der sich in einer Lakune im Knochen befindet, und 40-100 lange
dendritische Fortsatze, die Uber Gap-Junctions miteinander verbunden sind. %58 Eben-
falls stehen sie mit dem Gefallsystem, den Knochenmarkszellen und den Saumzellen
in Verbindung. ° Das lakunokanalikulare System, in dem die Osteozyten eingebettet
sind, wird von kanalikularer Flussigkeit ausgeflllt, Uber die die Nahrstoffversorgung
gesichert ist und eine Kommunikation Uber Botenstoffe innerhalb des Netzwerkes

stattfinden kann. °
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Abbildung 1 Trabekelknochen einer Wirbelkdrperstanze mit Osteozyten und osteozytaren Fortsatzen. H.E. Far-

bung.

Lange Zeit wurden Osteozyten als eher inaktive und passive Zellen wahrgenommen.®
Das liegt unter anderem daran, dass Osteozyten und der osteozytare Stoffwechsel
schwer zu untersuchen sind, da sie in mineralisierte Matrix eingebettet sind. Es ist
methodisch leichter umsetzbar Knochenzellen von der Knochenoberflache zu extra-
hieren und zu untersuchen, wie beispielsweise Osteoblasten und Osteoklasten. %° Im
letzten Jahrzehnt rickten die Osteozyten deutlicher in den Fokus aktueller Forschung
und es ist mehr Uber die wichtigen regulatorischen Aufgaben der Osteozyten im Kno-

chenstoffwechsel bekannt geworden. 8

2.2.3 Die Rolle von Osteozyten im Knochenstoffwechsel

Die wohl bekannteste Funktion von Osteozyten ist ihre Funktion als Mechanosenso-
ren. 70 Sie erfiillen jedoch viele weitere Funktionen, wie die Regulation der Osteo-
blastogenese und den Knochenanabolismus. Sie regulieren die Osteoklastogenese,
den Knochenkatabolismus und die Mineralhomdostase im Knochen. ® Osteozyten fun-
gieren als endokrine Zellen und regulieren den Phosphatmetabolismus in verschiede-

nen Organen wie der Niere und den Nebenschilddriisen. 7°
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Osteozyten als Mechanosensoren

Osteozyten dienen im Knochen als Mechanosensoren. °7° Sie nehmen mechanische
Reize war und steuern den belastungsadaptierten Remodellingprozess, indem sie

knochenanabole- und katabole Mechanismen in Gang bringen. €7

Die genaue Funktionsweise der Mechanosensoren ist aktuell noch nicht vollstandig
geklart. Eine groRe Rolle wird der kanalikularen Flussigkeit, welche die Osteozyten
umsplilt, zugeschrieben. 6770 Diese Fliissigkeit reagiert sensibel auf Umwelteinfliisse.
Sie verandert sich also hinsichtlich Zusammensetzung, Flussigkeitsbewegung und os-
motischem Druck bei Stress und mechanischer Belastung. 7' Osteozyten sind in der
Lage diese Veranderungen der kanalikularen Flussigkeit wahrzunehmen. Wie genau
sie diese mechanischen Signale verarbeiten und in biochemische Signale umwandeln,
ist noch nicht vollends verstanden. Das dendritische Netzwerk und die Verbindung der

Osteozyten liber Gap-Junctions scheinen eine groRe Rolle dabei zu spielen. 7°

Osteozyten als Requlatoren der Osteoblasten

Osteozyten beeinflussen die Aktivitat und Ausreifung von Osteoblasten. Diese wird
unter anderem durch den Wnt-/B-Cathenin-Signalweg gesteuert. Uber diesen Signal-
weg wird die Differenzierung osteoblastarer Vorlauferzellen zu reifen Osteoblasten re-
guliert und Osteoblastenaktivitat gesteuert. Osteozyten produzieren unter anderem
das Dickkopf-related Protein 1 (DKK-1) und Sklerostin. Beide Stoffe sind Inhibitoren
des Wnt-/B-Cathenin-Signalweges und hemmen so die Aktivierung und Differenzie-
rung der Osteoblasten. Sklerostin lagert sich an die Lipoprotein Rezeptor-related Pro-
teine 5/6 (LRP5/6) an und verhindert die Bindung des Wnt-Liganden an einen Schlus-
selrezeptor des Wnt-/B-Cathenin-Signalweges. °67-%° Die antikorpergesteuerte Inhibie-
rung von Sklerostin ist eine Therapieoption der Osteoporose. Romosozumab ist ein
monoklonaler Sklerostin-Antikérper, der durch die Blockade von Sklerostin osteoana-
bole Effekte hat. 57-60

Osteozyten als Requlatoren von Osteoklasten

Osteozyten regulieren auch den Knochenkatabolismus, indem sie die Osteoklastoge-
nese und die Osteoklastenaktivitat beeinflussen. Dies geschieht Uber den
RANK/RANKL-Signalweg. Osteozyten produzieren RANKL, welcher an RANK auf os-

teoklastaren Vorlauferzellen und Osteoklasten bindet. 96972 Dadurch kommt es zur
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Ausreifung der unreifen Osteoklasten und zu einer Aktivitatssteigerung. RANKL wird
nicht nur von Osteozyten produziert, sondern auch von Osteoblasten. Urspringlich
wurde daher davon ausgegangen, Osteoblasten seien die Hauptregulatoren der Os-
teoklastenaktivitat, mittlerweile sind die Osteozyten als SchllUsselregulatoren und
RANKL Produzenten identifiziert worden. %72 Neben RANKL produzieren die Osteozy-
ten ebenfalls Osteoprotegerin (OPG), der durch die Bindung an RANKL den
RANK/RANKL-Signalweg hemmt. Osteozyten sind also in der Lage die Osteoklasten-
aktivitat sowohl zu steigern, als auch zu hemmen. ° Dabei wird dem Sklerostin zuge-
schrieben, die RANKL Produktion zu steigern und die Osteoprotegerin Produktion zu
hemmen. Sklerostin bewirkt somit nicht nur eine Hemmung der Osteoblastenaktivitat,

sondern ebenfalls die Steigerung der Osteoklastenaktivitat.”

Osteozyten als Requlatoren der Mineralhombostase

Osteozyten regulieren die Mineralhomoostase im Knochen und im Kérper. Sie sind in
der Lage Calcium im Knochen einzulagern und bei Bedarf freizusetzen. Dabei sind
Osteozyten eigenstandig fahig Knochen auf- und abzubauen. Dabei kdnnen Osteozy-
ten zur Calciumbereitstellung Osteoklasten nachahmen und die perilakunare und pe-
rikanalikulare Matrix abbauen und in den Blutkreislauf abgeben. Diesen Prozess nennt
man osteozytare Osteolyse. Soll Calcium eingelagert werden, sind Osteozyten wie
Osteoblasten in der Lage diese perilakunare und perikanalikulare Matrix wieder aufzu-
bauen. 26974 Neben Calcium kann auch Phosphat in den Knochen ein- oder abgebaut

werden. °

Osteozyten als endokrine Zellen

Zur weiteren Regulation des Phosphathaushaltes produzieren Osteozyten den Wachs-
tumsfaktor FGF23. FGF23 reguliert die Phosphathomoostase in der Niere, indem es
die Expression eines Natrium-Phosphat-Co-Transporters im proximalen Tubulus
hemmt und so die Phosphatausscheidung steigert. 686° Ebenfalls hemmt FGF23 die
1-a-Hydroxylase und verhindert so die Umwandlung von 25-Hydroxy-Vitamin-D in den
aktiven Metaboliten 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D. Uber diesen Weg hemmen Osteozyten
die Phosphataufnahme. % Osteozyten und Osteoblasten produzieren auch Osteocal-
cin, ein Hormon mit verschiedenen Effekten. Osteocalcin ist ein Calcium-bindendes
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Hormon, welches den Glukosemetabolismus beeinflusst, die Testosteronsynthese sti-

muliert, zum Erhalt der Muskelmasse beitragt und kognitive Prozesse beeinflusst.®”®
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3 Ziel dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der quantitativen Untersuchung der Osteozy-
tendichte und der Trabekelstruktur in Wirbelkdrpern. Insgesamt wurde eine Kohorte
von 138 humanen Wirbelkorpern untersucht. Ausgangspunkt fur die Analyse der Os-
teozytendichte waren dabei aktuelle Literaturergebnisse, nach denen Osteozyten eine
zentrale Rolle im Knochenstoffwechsel einnehmen. %66.6%.71 |n der Halswirbels&ule sind
osteoporotischen Frakturen kaum beschrieben. 3536 Pradilektionsstellen fiir Frakturen
sind die Lendenwirbelséule und der thorakolumbale Ubergang. 3* Ebenso gibt es ei-
nige Studien, die alters- und geschlechtsabhangige Veranderungen der Mikroarchitek-

tur von Wirbelkérpern beschreiben. 3576-80

Daher war die Hypothese naheliegend, dass die Dichte der Osteozyten im Langsver-
lauf der Wirbelsaule beziehungsweise alters-/ geschlechtsabhangig variiert. Da sich
75 % des Knochenstoffwechsels in der Spongiosa abspielen, wurde in dieser Arbeit

der Fokus auf Veranderungen der Spongiosa gelegt. 2°

Die folgenden Fragen sollen in dieser Arbeit beantwortet werden:

e Variieren die Osteozytendichte, die Trabekelstruktur und der Knochenflachean-
teil zwischen Hals-, Brust- und Lendenwirbelsaule?

e Welche Korrelationen finden sich zwischen Osteozytendichte, Trabekelbreite
und Knochenflacheanteil?

e Variieren die Osteozytendichte, die Trabekelstruktur und der Knochenflachean-
teil zwischen Mannern und Frauen?

e Variieren die Osteozytendichte, die Trabekelstruktur und der Knochenflachean-
teil zwischen alten und jungen Menschen?

e Wie grol} ist der Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Trabekelbreite und
den Knochenflacheanteil?

e Welche Unterschiede zeigen sich in der Osteozytendichte und der Trabekel-
breite von Wirbelkdrpern bei unterschiedlichem Frakturrisiko?

e Welche Unterschiede in der Wirbelkorperstruktur gibt es zwischen Wildtieren
und Menschen?
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4 Material und Methoden

4.1 Design und Setting

Die Studie zum Einfluss der Osteozytendichte, Trabekelbreite und Knochenflache fur
die Entstehung von Osteoporose ist vom Januar 2020 bis April 2021 am Institut far
Anatomie der Universitat Rostock und dem Klinikum Sudstadt Rostock durchgefiihrt
worden. Dazu wurde der Aufbau von Wirbelkérpern histologisch anhand von post
mortem  entnommenen  Wirbelkorperproben von  Koérperspendenden  und
Polytraumatisierten untersucht. Die Proben wurden auf Unterschiede zwischen

den einzelnen Abschnitten der Wirbelsaule, Alter und Geschlecht analysiert.
4.2 Studienkohorte

4.2.1 Rekrutierung

Die humanen und tierischen Wirbelkorperstanzen stammen aus drei verschiedenen
Quellen. Wirbelkorperstanzen sind zum einen von Teilnehmenden des Korperspende-
programms der Universitatsmedizin Rostock entnommen worden. Diese gaben noch
zu ihren Lebzeiten ihr Einverstandnis, dass ihre Korper nach ihrem Tod der Wissen-
schaft und der Forschung zur Verfligung gestellt werden. Zum anderen stammen Wir-
belkdrperstanzen von Polytraumatisierten aus dem Institut fur Rechtsmedizin der Uni-
versitat Rostock. Desweiteren wurden noch Wirbelkoérperstanzen von einer Hirschkuh
und einem Wildschwein entnommen um zu untersuchen, inwieweit sich die Struktur
tierischer von menschlichen Wirbelkdrpern unterscheidet. Diese Tiere sind von Jagern

nach geltendem Jagdrecht waidgerecht erlegt worden

Es wurden aus insgesamt 24 Wirbelsaulen Stanzen entnommen. Dabei stammen 12
Wirbelsaulen von Koérperspendenden, zehn Wirbelsaulen von Polytraumatisierten aus
dem Institut fir Rechtsmedizin und zwei Wirbelsaulen von Wildtieren. Insgesamt wur-

den 172 Wirbelkorperstanzen gewonnen.

Als Ausschlusskriterien galten schwere Knochenerkrankungen (z.B. Knochentumore,
Knochenmetastasen, Morbus Paget), relevante anatomische Deformitaten, Wirbelfu-
sionen und vorrangegangene operative Eingriffe an der Wirbelsaule. Es sind drei von

den 22 humanen Wirbelsaulen nachtraglich ausgeschlossen worden. Griinde dafur
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waren Skeletthyperostosis, Wirbelsaulenmetastasen und fehlendes Knochenmaterial

in den enthommenen Stanzen.

4.3 Ethik

Die Untersuchung wurde von der zustandigen Ethikkommission der medizinischen Fa-
kultat an der Universitat Rostock gepruft und genehmigt (Nr. A 2017-0072).

4.4 Untersuchungskohorte

Tabelle 2 Anamnesedaten

Gesamtgruppe (N=19)

Alter (Jahre) 63,3+ 19,7
Geschlecht (mannlich/weiblich) 12/7

Body mass index (kg/m?) 26,7 + 8,6
Entnommene Wirbelkdrper C5,C6, T8, T12,L1,L2, L3
Anzahl untersuchter 92

Wirbelkorper (n)

Die Werte werden als Mittelwert + SD oder nur als Anzahl dargestellt.

Es sind 19 humane Wirbelsaulen untersucht und ausgewertet worden. Die Wirbelsau-
len der Kdrperspendenden sind zusatzlich zu den histologischen Untersuchungen mit
dem Q-CT analysiert worden. Das Q-CT dient der Messung des Knochenmineralge-
halts und zur Bestimmung von Wirbelkérperfrakturen. Von den Koérperspendenden
sind jeweils zwei Halswirbel (C5, C6), zwei Brustwirbel (T8, T12) und zwei Lendenwir-
bel (L1, L3) untersucht worden und von den Polytraumatisierten wurden zwei Brust-
wirbel (T8, T12) und zwei Lendenwirbel (L1, L2) untersucht.

Urspringlich wurden 22 humane Wirbelsaulen entnommen. Drei Wirbelsaulen sind
von der Auswertung ausgeschlossen worden. Griinde dafiur waren Wirbelsaulenmeta-
stasen, eine diffuse idiopathische Skeletthyperostosis und fehlendes Knochenmaterial

in den enthommenen Stanzen.

Bei den eingeschlossenen Personen handelt es sich um neun Korperspendende und
zehn Polytraumatisierte. Die Personen sind im Durchschnitt 63,3 + 19,7 Jahre alt. Die

Koérperspendenden bilden die Subgruppe der =65-Jahrigen mit einem
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durchschnittlichen Alter von 82 + 5 Jahren. Die Polytraumatisierten sind durchschnitt-
lich 46,6 + 9,2 Jahre alt und bilden somit die Subgruppe der <65-Jahrigen.

Die untersuchten Personen teilen sich in 12 Manner und sieben Frauen. Das Durch-
schnittsalter der mannlichen Personen ist 56 + 19,7 Jahre, wahrend das der Frauen
75,7 £ 9,1 Jahre betragt. Der Body-Mass-Index (BMI) der Manner ist mit 29,4 + 9,2
kg/m?im Bereich der Praadipositas. Die Frauen befinden sich mit einem BMI von 22,2

+ 4,6 kg/m? im Normalgewicht. 8’



/

Material und Methoden

Gesamtprobenkohorte

(172 WK)

21

} ~

12 Korperspendende
(120 WK)

10 Polytraumatisierte
(40 WK)

Q-CT Untersuchung

Exkludiert: 3
Personen

(18 WK) *'

v

102 WK histologisch
untersucht

Exkludiert:

3 WK*2

v

2 Tiere
- Wildschwein und Hirschkuh -
(12 WK)

53 Stanzen

(C5, C6, T8, T12, L1, L3)

40 Stanzen histologisch
untersucht

(T8, T12, L1, L2)

' !

1 1 WK*3

Exkludiert:

!

Zwei vollstandige WS
im Langsvergleich

46 WK = 92 Schnitte

(C1-L5)

Humane Gesamtkohorte
histologisch untersucht

92 WK = 184 Schnitte

(C5,C6, T8, T12, L1, L2, L3)

Tierische Wirbelkdrper
histologisch untersucht

12 WK = 24 Schnitte

(C5,C6, T8, T12, L1, L3)

Insgesamt:

150 WK = 300 Schnitte

WK= Wirbelkdrper; WS= Wirbelsaule; *! unvollstandige Proben, Metastasen, Skeletthyperostosis; *2 kein trabeku-
larer Knochen enthalten; *3 keine Probenentnahme von Halswirbeln méglich.

Abbildung 2: FlielRschema der Untersuchungskohorte
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4.5 Probengewinnung

4.5.1 Gewinnung der Proben von den Korperspendenden

Die jeweiligen Leichname der Kdrperspendenden wurden post mortem mit einer 96 %i-
gen Ethanolldésung perfundiert und anschlie3end in einer 0,5 %-igen wassrigen Phe-
nollésung aufbewahrt. Die Entnahme der Wirbelsaulen erfolgte durch einen erfahrenen
Praparator. Dieser hat die Wirbelsaulen sorgfaltig freiprapariert und schlie3lich von
dorsal entnommen. Die entnommenen Wirbelsaulen wurde bis zur Bildgebung und
Wirbelkdrperpunktion bei 4°C in 70 %-igem Ethanol gelagert. Die Wirbelkorperstanzen
sind von ventral mit einer Jamshidi-Nadel® (8 Gauge, 3.263mm) entnommen worden.
Es wurden Proben von Hals-, Brust-, und Lendenwirbelsaule enthommen. Diese wur-
den in 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefalen in 4 %-iger Formaldehydlésung fir die wei-

teren Untersuchungen bei 4°C aufbewahrt.

4.5.2 Probengewinnung von Polytraumatisierten

Die Proben von den Wirbelsaulen der Polytraumatisierten aus dem Institut fur Rechts-
medizin sind nicht mit einem bildgebenden Verfahren untersucht worden. Die Wirbel-
kérperstanzen von den Polytraumatisierten wurden im Rahmen der durchgeflihrten
Obduktionen von ventral mit einer Jamshidi-Nadel® (8 Gauge, 3.263mm) gewonnen.

Das weitere Vorgehen entsprach dem der Proben von den Kdrperspendenden.

Es sind keine Proben von Halswirbelkérpern gewonnen worden, da es wahrend der
Obduktion nicht moglich war von ventral an die Halswirbel zu gelangen. Durch die
obduzierenden, unabhangigen Rechtsmediziner und Rechtsmedizinerinnen wurden

schwere Wirbelkorperfrakturen oder -deformitaten ausgeschlossen.

4.5.3 Probengewinnung von tierischen Proben

Die Wirbelsaulen von der Hirschkuh und dem Wildschwein wurden sorgfaltig freipra-
pariert und von dorsal enthommen. Die Entnahme der Wirbelkdrperstanzen erfolgte
mit einer Jamshidi-Nadel® (8 Gauge, 3.263mm). Aus den frei praparierten Wirbelkor-
pern wurden mediale Proben von ventral enthommen. Es wurden Proben von Hals-,
Brust- und Lendenwirbelsaule entnommen. Diese sind in 1,5ml Eppendorf Reaktions-
gefallen in 4 %-iger Formaldehydlésung fur die weiteren Untersuchungen bei 4°C auf-

bewahrt worden.



Material und Methoden 23

4.6 Bildgebende Diagnostik mit CT und Q-CT

Bei den entnommenen zwolf Wirbelsdulen von den Korperspendenden ist ein hoch-
auflosendes Spiral-CT (GE-Revolution EVO/64 Zeilen CT/ laterales Scanogramm, axi-
ale Schichtdicke <1mm, axiale und sagittale Reformation mit einer Schichtdicke von
2mm) durchgefiihrt worden. Die Detektion und Gradeinteilung von Wirbelkérperdefor-
mitaten erfolgten durch zwei unabhangige Radiologen. Neun Wirbelsaulen von Kor-
perspendenden wurden weiter ausgewertet. Mithilfe eines Q-CTs (GE-Revolution EVO
/ 64 Zeilen Computertomograph; Mindways Software 3D Volumetric Q-CT Spine, Aus-
tin, Texas, USA) konnte die spongiése Knochendichte (BMD, mg/cm3) ermittelt wer-
den. Dafur wurde im Volumenblock auf Hohe von Lendenwirbelkdrper 1,2 und 3 der
Mittelwert der Knochendichte festgelegt. Dieser Wert dient der Abschatzung einer vor-
liegenden Osteoporose. Bei Knochendichten von 80 - 110 mg/cm? spricht man von
einem geringen Frakturrisiko, bei Knochendichten von 50 - 80 mg/cm?® von einem ma-
Rig erhdhten Frakturrisiko und bei einer Knochendichte von <50 mg/cm?® von einem
deutlich erhéhten Frakturrisiko.8? In der Kohorte (n=9) der Kérperspendenden ist eine
durchschnittliche Knochendichte von 53,0 + 13,9 mg/cm?® (MW + SD) gefunden wor-
den. Die WHO-Definition der Osteoporose bezieht sich auf T-Scores, die mithilfe der
DXA-Messung ermittelt werden. Die mit dem Q-CT ermittelte Knochendichte kann
nicht in DXA T-Scores Ubertragen werden.®3 Somit war es nicht moglich zu ermitteln,
ob bei den Korperspendenden eine Osteoporose gemalyt WHO-Definition vorliegt. Die
gemessene Knochendichte von durchschnittliche 53,0 mg/cm? spricht jedoch fir ein

relevant erhohtes Frakturrisiko und das Vorliegen einer Osteoporose. 83

4.7 Probenvorbereitung fur die histologische Untersuchungen

Nach der Fixierung in 4 %-iger Formaldehydldsung fir mindestens 24 Stunden wurden
die Proben drei Wochen bei Raumtemperatur in EDTA/Tris (10g EDTA Dinatriumsalz-
Dihydrat, C. Roth 8043.1, 3,3g Tris, C. Roth 4855,2 und 100ml A. dest.) auf einem
Kreisschuttler (KS501 digital, IKA GmbH & Co., Staufen) entkalkt. Der pH-Wert wurde
auf 7,3 bis 7,4 eingestellt.

Die EDTA-L6sung wurde einmalig nach 24 Stunden ausgetauscht und danach einmal

pro Woche.

Im weiteren Verlauf wurden die Proben sechs bis zwolf Stunden in destilliertem Was-

ser (A. dest.) gespult bevor mit der Entwasserung begonnen wurde.
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Fir die Entwasserung wurden die Proben fur 16 Stunden in 50 %-igen Ethanol (Etha-
nol 50 %, 70 %, 96 % Walter CMP, WAL641 6025; Ethanol 100 % Walter CMP,
WAL642 6025) und zwei Stunden in 70 %-igem Ethanol gelagert. AnschlieRend wur-
den sie in die Histokinette (DDM-P 800, Medim GmbH, Gilching, Deutschlang) Uber-
fuhrt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %, 100
% Ethanol fir je zwei Stunden) entwassert. Als Intermedium wurde Xylol (Roth,
9713.4) verwendet. Die Proben wurden insgesamt sechs Stunden in Xylol gelagert.
Dabei wurde die Flussigkeit alle zwei Stunden gewechselt. Die Proben wurden in rei-

nem Paraffin bei 57 bis 60°C mit zweimaligem Wechsel fur je zwei Stunden gelagert.

Die Proben wurden mithilfe einer Ausgiel3station (EG 1150 H, Leica, Wetzlar, Deutsch-
land) und einer Kihlplatte (IG 1150 C, Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland) in Form-

chen mit Paraffin bei 57 bis 60°C ausgegossen.

Das Schneiden erfolgte an einem Rotationsmikrotom (RM 2255, Leica GmbH, Wetzlar,

Deutschland). Dabei wurden 5 um dinne Schnitte angefertigt.

Abbildung 3 Rotationsmikrotom und Wirbelkdrperstanze im Paraffinblock

Von jedem Wirbelkdrper wurden jeweils zwei Schnitte angefertigt, die zwischen 300um
und 500pm voneinander entfernt waren. So konnten fur die spatere Auswertung zwei
verschiedene Regionen desselben Wirbelkdrpers genutzt werden. Die Schnitte wur-
den erst in ein Wasserbad bei Raumtemperatur und anschlie3end in ein warmes Was-
serbad (HI 1210, Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland) Gberfuhrt, wo sie sich bei 47°C
strecken konnten. Mithilfe von einem Haarpinsel konnten die Schnitte auf beschichtete
Objekttrager (Menzel Glaser Superfrost Plus, Thermo Scientific, Braunschweig,

Deutschland) aufgezogen werden. Die Praparate kamen zum Trocknen auf eine
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Heizplatte (Medax 14800, MC Labor OHG, Albstadt, Deutschland) bei max. 38°C und
Uber Nacht in einen Warmeschrank (WTB-Binder 9010-0006, Binder GmbH, Tuttlin-

gen, Deutschland) um bei max. 38-40°C auszutrocknen.

4.8 Histologische Farbungen

Die Proben wurden in zwei Ubersichtsfarbungen (Hadmatoxylin Eosin, H.E.; Azan) fir
die weitere lichtmikroskopische Verwendung gefarbt. Dafur wurden alle Schnitte ent-

paraffiniert.

Die Schnitte wurden zunachst zweimal fur jeweils zehn Minuten in Xylol eingelegt, an-
schlieRend fur jeweils drei Minuten mit einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %,
90 %, 80 %, 70 % Ethanol) rehydriert und dreimal fur drei Minuten in A. dest. gespult.

Nun erfolgte die H.E.- bzw. die Azanfarbung nach Romais. 84

Nach der Farbung sind die Schnitte wieder dehydriert worden. Dafur sind sie jeweils
zwei Minuten durch eine aufsteigende Alkoholreihe (80 %, 90 %, 96 %, 96 %, 100 %,

100 % Ethanol) gezogen worden und ruhten danach dreimal zehn Minuten in Xylol.

Zum Schutz wurden die Schnitte mit dem Eindeckmedium Depex (Serva, 18243.02)
und Deckglasern (Menzel Glaser 24 x 50mm, Thermo Scientific GmbH, Hagen,

Deutschland) abgedeckt und anschlielRend in Objekttragerkasten aufbewahrt.

4.8.1 Hamatoxylin Eosin Farbung nach Mayer

Alle Schnitte wurden zunachst mit einer Hamatoxylin Eosin (H.E.) Farbung gefarbt. Die
H.E. Farbung bietet einen guten Uberblick tber die Strukturen. Hier kdnnen Zellkerne
und Cytoplasma voneinander unterschieden werden. Hamatoxylin ist der Kernfarbstoff
und farbt die Zellkerne blau an. Eosin ist ein roter Farbstoff und farbt das Cytoplasma

rot an. &

Die Schnitte wurden flr zehn Minuten in Hamatoxylin (Mayer's hemalaun solution
Merck, 1.00317.1000) gefarbt. AnschlieRend wurden die Schnitte erst kurz in Salz-
saure (HCI-Alkohol, 70 % Ethanol + 1 % hydrochloric acid (37 %)) und dann fur 15

Minuten mit Leitungswasser ausgewaschen.

Die Schnitte wurden in destilliertem Wasser gespult und anschlieRend mit Eosin (0,2
% Eosin Y (Merck, 1.00317.1000)) in destilliertem Wasser und einem Tropfen Essig-
saure (J.T. Baker, 6052) pro 100ml Lésung)) fur zwei Minuten gefarbt. Nachdem die
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Schnitte kurz in destilliertem Wasser gespult wurden, kamen sie unter mikroskopischer
Kontrolle fur acht bis 15 Minuten in 70 %-ige Ethanollésung, bis die gewlnschte Inten-
sitat erreicht war. Die Schnitte wurden durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert

und anschliefend eingedeckelt.
Es sind insgesamt 154 Wirbelkorper H.E. gefarbt worden.

Das genaue Farbeprotokoll findet sich im Anhang.

500 pm

Abbildung 4: Digitalisierte Wirbelkdrperstanze in 100-facher Vergréerung, H.E. Farbung.

4.8.2 Azan Farbung nach Heidenhain

Die Azan Farbung besteht aus den beiden Farbstoffen Azokarmin G und Anilinblau-

Orange. Azokarmin farbt Zellkerne rot und Anilinblau farbt Bindegewebe blau ein. &

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte acht Minuten in 0,1 %-iger Azokarmin-
G-Kernfarbung (Sigma-Aldrich, A1091 — 10g) bei 60°C gefarbt. Danach wurden sie
kurz in A. dest. gesplilt, circa zehn Sekunden in 0,1 %-igem Anilin Alkohol (C. Roth,
9846.1) differenziert und eine Minute in 1%-iger Essigsaure (J.T. Baker, 6052) ausge-
waschen. Nach einer mikroskopischen Kontrolle wurden sie 45 bis 50 Minuten in 5 %-
iger Phosphorwolframsaure (Merck 1005830.100) gebeizt, kurz in destilliertem Wasser
gespult und dann zwolf Minuten in einem Anilinblau-Orange-Essigsauregemisch (Ani-
linblau: Sigma Aldrich 415049 — 25g; Orange G: Merck, 1.15925.0025) gefarbt. Nach
einer weiteren Spulung mit destilliertem Wasser erfolgte der Farbumschlag von braun
zu klarem blau in 96 %-igem Ethanol. Die Schnitte wurden finf Minuten in 100 %-igem
Ethanol gelagert und danach erneut mit dem Mikroskop kontrolliert. Nun wurden die

Schnitte der aufsteigenden Alkoholreihe zugefuhrt und anschlieRend eingedeckelt.
Es sind insgesamt 154 Wirbelkdrper Azan gefarbt worden.

Das genaue Farbeprotokoll findet sich im Anhang.
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Abbildung 5: Digitalisierte Wirbelkérperstanze, Azan Farbung.

4.9 Histomorphometrie

4.9.1 Digitalisierung der Schnitte

Die Proben wurden mithilfe des Leica Mikroskops DM6 B (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) in einer 100-fachen VergroRerung durchmikroskopiert. Einige
Schnitte wurden fur eine detailliertere Ansicht auch in 200-fachen Vergro3erung mik-
roskopiert. Mit dem Programm Leica LAS X (Leica Applikation Suite X, Leica Micro-
systems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden die Schnitte anschliel3end digitalisiert.

Insgesamt sind 300 Schnitte digitalisiert worden.

Die Schnitte wurden Ubersichtsweise in einer 100-fachen VergréRerung mit dem Leica
Mikroskop DM6 abgescannt, sodass sich der ganze Schnitt auf einem Bild befand.
Einige Schnitte wurden fur detailliertere Ansichten auch in einer 200-fachen VergroRe-
rung abfotografiert. AnschlieRend wurden diese Bilder als .jpeg und .tiff gespeichert.
Einige Schnitte wurde in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie der Universitat
Marburg mit einem Digital Slide Scanner (XX) eingescannt und als .svs Datei gespei-
chert.

4.9.2 Histomorphometrische Auswertung

Die Histomorphometrie beschreibt die quantitative Untersuchung von mikroskopischen
Strukturen hinsichtlich ihres Aufbaus.

Nach einer Durchsicht aller Azan und H.E. gefarbten Schnitte wurde entschieden, dass
die histomorphometrische Auswerten an den H.E. gefarbten Stanzen erfolgt. Grund fir
diese Entscheidung war die bessere Erkennbarkeit der Osteozyten und Lakunen bei

dieser Farbung.
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300 pm

Abbildung 6 Trabekelknochen eines Wirbelkdrpers. Links H.E. Farbung, Recht Azan Farbung.

Histologische Schnitte sind ein zweidimensionales Abbild von dreidimensionalen
Strukturen. Innerhalb dieser zweidimensionalen Strukturen gibt es drei primare Mess-
groRen: Flache (Ar), Lange bzw. Umfang (Pm) und die Anzahl (n). 8 Es wurde sich in
dieser histomorphometrischen Auswertung der trabekularen Struktur der Wirbelkdrper

ausschlieBlich auf diese zweidimensionalen Messgrof3en beschrankt.

Dabei wurden die Parameter Osteozytendichte pro Trabekelflache (Ot.N, 1/mm?), die
Breite der Trabekel (Tb.Wi, yum) und der Anteil der Knochenflache an der Gesamtfla-
che (BA/TA, %) gemessen.

Osteozytendichte

Zur Bestimmung der Osteozytendichte sind die Flachen der einzelnen Trabekel und
die Anzahl der dortigen Osteozyten (Ot) untersucht worden. Zu der Osteozytenzahl
wurden zum einen Zellen gezahlt, bei denen der Zellkern gut und sicher identifizierbar
war. Zum anderen wurden auch eindeutig erkennbare leere Lakunen ohne enthaltenen
Zellkern hinzugezahlt. Als sicherer Indikator daflr, dass es sich um eine leere Lakune
und nicht um ein Artefakt handelt, dienten vorhandene osteozytare Fortsatze (Vgl. Abb
8). Da alle entnommenen Proben von bereits verstorbenen Personen stammen, ist
nicht sicher zu bestimmen gewesen, ob die Osteozyten in vivo abgestorben sind oder
ob es sich um postmortale autolytische Prozesse handelt. Dunstan et. al haben in einer
Studie untersucht, inwieweit sich die Anzahl der leeren Lakunen mit dem Alter veran-
dert. Sie haben herausgefunden, dass das Verhaltnis von vitalen Osteozyten und lee-
ren Lakunen in Wirbelkdrpern annahrend gleich bleibt und sich auch im Alter nicht
verandert. 8 Das ist der Grund, weshalb in dieser Arbeit sowohl vitale Osteozyten als

auch leere Lakunen zusammen die Gruppe der Osteozytenzahl (Ot.N) bilden.
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Abbildung 7 Trabekelknochen eines Wirbelkdrpers. 1= Osteozyt mit Zellkern; 2= leere Lakune; 3= Osteozytenfort-

satze, H.E. Farbung.

Trabekelbreite

Die Trabekelbreite (Tb.Wi, um) beschreibt die Dicke von einzelnen Trabekeln. Sie ist
bei allen Stanzen gemessen worden. Dafur wurden die Flacheninhalte (A) und die Um-

fange (Pm) von intakten Trabekeln ermittelt.
Die Trabekelbreite ist das zweidimensionale Korrelat der Trabekeldicke (Tb.Th). 8688
Es errechnet sich aus:

Th.Wi= (2 x B.Ar) / B.Pm

Knochenflacheanteil

Der prozentuale Anteil von trabekularem Knochen an der Gesamtflache (BA/TA, %) ist
das zweidimensionale Korrelat des Knochenvolumenanteils (BV/TV, %). Wenn die Ge-
samtform der Knochenstanzen in der Weiterverarbeitung intakt geblieben ist, konnte
die trabekulare Knochenflache ermittelt werden. Dazu wurde zum einen die Gesamt-
flache von trabekularem Knochen in Quadratmillimetern und zum anderen die Gesamt-
flache der Stanze in Quadratmillimetern gemessen. Daraus wurde der prozentuale An-
teil der Knochenflache an der Gesamtflache errechnet.¢ Es wurde der Knochenfla-
cheanteil von 84 Wirbelkorpern ermittelt.
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4.9.3 ImageJ

Die histomorphometrische Auswertung der Schnitte erfolgte mit dem Bildbearbeitungs-
programm Fiji/lmage J (Version 1.53f, Wayne Resband, National Institute of Mental
Health, USA). Mit diesem Programm ist es unter anderem mdglich, Flachen und Um-

fange auszumessen und Zellen zu zahlen.

4.9.4 Ausmessen der Knochenflachen und Umfangen

Zum Ausmessen der Flachen der einzelnen Knochentrabekel wurden die einzelnen

Bilder als .tiff Datei in Image J gedffnet.

Nun mussten die einzelnen Knochenflachen sicher identifiziert, markiert und abge-
grenzt werden. Daflir wurde zuerst ein binares schwarz-weil} Bild erstellt und dann das
»threshold-tools” genutzt. Mithilfe dieses Tools ist es moglich einen Cut-off Wert fest-
zulegen und so das Bild in zwei Phasen ,schwarz® und ,weil3 einzuteilen. Da die kno-
chernen Flachen eine andere Farbzusammensetzung haben als das umliegende Kno-
chenmark, werden die Knochentrabekel automatisch erkannt. Jetzt mussten nur noch

die einzelnen Trabekel markiert und als ,region of interest” (ROI) gesetzt werden. Da-

nach hat das Programm die einzelnen Flachen und Umfange berechnet.

500 um ) ' )

Abbildung 8 Binargefarbte Stanze aus einem Wirbelkorper, H.E. Farbung.
Manchmal gelang es dem Programm nicht sicher die Knochenstrukturen von der Um-

gebung abzugrenzen. In so einem Fall wurde die Knochenflache manuell mit dem ,po-

lygonal-selection-tool“ umfahren.
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4.9.5 Auszahlen der Osteozyten

Die Osteozyten wurden mithilfe des ,multipoint tools markiert oder mit einem manuel-
len Zellzahler jeweils flr die schon umfahrene Knochenflache ausgezahlt. Die Anzahl
der ausgezahlten Osteozyten wurden jeweils ins Verhaltnis zur Flache der einzelnen
Trabekel gesetzt. Das ist der Wert der Osteozytendichte (Ot.N/B.Ar, 1/mm?).

Abbildung 9 Trabekelknochen eines Wirbelkdrpers binar eingefarbt mithilfe des ,threshold-tools* und Osteozyten
(Pfeil), H.E. Farbung.

4.10 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten sind mit dem statistischen Softwarepaket SPSS, Version 23.0
(SPSS Inc., Chicago, USA) analysiert worden. Die Merkmalsbeschreibung der quanti-
tativen Messwerte erfolgte als Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Anzahl
(n) der verfugbaren Daten. Die Beobachtungen wurden mithilfe des Intervalls Mittel-
wert + Standardabweichung (MW + SD) dargestellt.

Fur weitere Analysen wurde zuerst der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung ange-
wandt. Gruppenvergleiche fur nicht-normalverteilte Gruppen sind mit dem Kruskal-
Wallis-Test durchgefiihrt worden. Bei normalverteilten Gruppen ist fir einen Gruppen-
vergleich die einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) zum Einsatz gekommen. Waren
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Ergebnisse statistisch signifikant, sind paarweise Vergleiche oder der Post-hoc-Test

durchgefuihrt worden.

Fur Vergleiche von zwei Gruppen mit nicht-normalverteilten Werten ist der Mann-U-
Whitney-Rangsummentest benutzt worden. Fir den Vergleich von zwei Gruppen mit
normalverteilten Werten wurde der unabhangige t-Test genutzt. Korrelationsanalysen
sind in Abhangigkeit des Skalenniveaus durchgefuhrt worden. Bei metrischem Skalen-
niveau und einer bivariaten Korrelationsanalyse ist der Pearson-Korrelationskoeffizient

genutzt worden.

Regressionsanalysen wurden als multiple lineare Regressionsanalysen durchgefihrt.

Ein p-Wert von <0,05 wird als statistisch signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Variiert die Osteozytendichte, die Trabekelstruktur und der Knochen-

flacheanteil zwischen Hals-, Brust- und Lendenwirbelsaule?

Bei allen 92 humanen Wirbelkdrpern wurde die Osteozytendichte pro Quadratmillime-
ter Trabekelknochen (Ot.N, 1/mm?) und die Trabekelbreite (Tb.Wi, um) bestimmt. Bei
72 Proben (66,2 %) waren Knochen und umgebendes Knochenmark intakt, sodass
zusatzlich noch der Knochenflacheanteil (BA/TA, %) bestimmt wurde. Es sind Langs-
vergleiche zwischen den einzelnen Abschnitten der Wirbelsaule (HWS, BWS, LWS)
durchgefiihrt worden. Es wurden zusatzlich zur Gesamtkohorte auch noch die Sub-
gruppen Geschlecht (Manner vs. Frauen) und Alter (<65 Jahre vs. 265 Jahre) getrennt

untersucht.

5.1.1 Keine Unterschiede in der Osteozytendichte zwischen HWS, BWS und LWS

Die Osteozytendichte in trabekuldrem Knochen von Hals-, Brust- und Lendenwirbel-
korpern ist untersucht worden. Insgesamt sind 1389 Trabekel und eine Trabekelflache
von 252,6 mm? (HWS: 36,5mm?, BWS: 98,4mm?; LWS: 117,3mm?) ausgezahlt wor-

den.

Tabelle 3 Osteozytendichte in HWS, BWS und LWS

Gruppen-
Parameter Gruppe Gesamt HWS BWS LWS vergleich
MW + SD p-Wert
292+49  290+58 292+49 292+47
Gesamt N=92 n=18 n=36 n=38 0,987A
Osteozyten 292+54 307182 288155 291+48
(1/mm?) Manner n=53 n=6 n=23 n=24 0,753~
& 292+43 281144 298+38 295+46
Anzahl WK Frauen n=39 n=12 n=13 n=14 0,588~
(n) 292152 28959 295146
<65 Jahre n=39 - n=19 n=20 0,942A
291+48  290+58 295436 290+49
265 Jahre n=53 n=18 n=17 n=18 0,747~

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WS, Wirbelsaule; HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsaule;
LWS, Lendenwirbelsaule; -, keine Daten vorhanden; WK, Wirbelkdrper; A= Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA).
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Osteozyten/mm?
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Gesamt Manner Frauen <65 Jahre =265 Jahre

m Gesamt HWS mBWS mLWS

HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelséule; LWS, Lendenwirbelsaule.

Diagramm 1 Osteozytendichte in HWS, BWS und LWS

In der Halswirbelsaule finden sich 290 Osteozyten/mm? und in der Brust- und Lenden-
wirbelsaule jeweils 292 Osteozyten/mm?. Bei den Osteozytendichten in Hals-, Brust-
und Lendenwirbelsaule zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Gesamtgruppe
(p-Wert 0,987).

Auch in den Subgruppen (Manner vs. Frauen; <65 Jahre vs. 265 Jahre) zeigen sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wirbelsaulenabschnitten.
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5.1.2 Breitere Trabekel in der Halswirbelsaule

35

Es ist gemessen worden, wie breit die Trabekel in den einzelnen Wirbelsaulenab-

schnitten sind. Es sind insgesamt 1866 Trabekel mit einer Gesamttrabekelflache von
232,1mm? (HWS: 33,5mm?; BWS: 82,2mm?, LWS: 116,4mm?) in die Auswertung ein-

bezogen worden.

Tabelle 4 Trabekelbreite in HWS, BWS und LWS

HWS HWS BWS
Para- Gruppe Gesamt HWS BWS LWS VS. VS. VS.
meter BWS LWS LWS
MW £ SD p-Wert
82,6+21,0 101,4+26,2 79,1+17,6 77,0+16,0
Gesamt N=92 n=18 n=36 n=38 0,006%X 0,003k  1,000K
Th.Wi 86,0x17,6 104,5+19,1 85,0x17,7 82,5+14,7
(um) Manner n=53 n=6 n=23 n=24 0,065 0,065  0,065K
& 78,0+24,3 99,9+29.8 68,8+12,3 67,7+14,0
An- Frauen n=39 n=12 n=13 n=14 0,032k 0,020k  1,000K
zahl <65 87,4+14,7 88,3+16,5 86,5+13,2
WK Jahre n=39 - n=19 n=20 - - 0,667
(n) 265 79,1241 101,4+26,2 68,9+12,7 66,5+11,8
Jahre n=53 n=18 n=17 n=18 0,001  <0,001K  1,000K

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WS, Wirbelsdule; HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsaule;
LWS, Lendenwirbelsaule; -, keine Daten vorhanden; WK, Wirbelkdrper; K= Kruscal-Wallis-Test; M= Mann-Whitney-

U-Test.
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* =p <0,050; ** = p <0,005; HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsdule; LWS, Lendenwirbelsaule

Diagramm 2 Trabekelbreite in HWS, BWS und LWS.
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In der Halswirbelsaule sind die Trabekel im Schnitt 101,4um breit. In der Brustwirbel-
saule haben die Trabekel eine Breite von 79,1um und in der Lendenwirbelsaule
77,0pm.

Die Trabekelbreite ist in der Halswirbelsaule somit signifikant hoher als in der Brust-
bzw. Lendenwirbelsaule (HWS vs. BWS p-Wert 0,006; HWS vs. LWS p-Wert 0,003).
Zwischen der Brust- und Lendenwirbelsaule findet sich kein Unterschied in der Trab-
ekelbreite (p-Wert 1,000). Auch bei Frauen und 265-Jahrigen findet sich die signifikant
hohere Trabekelbreite zwischen der Halswirbelsaule und der Brust- und Lendenwir-

belsaule.

In der Gruppe der Manner gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Ab-
schnitten der Wirbelsaule (p-Wert 0,065). Es zeigt sich hier die Tendenz einer hoheren
Trabekelbreite in der Halswirbelsaule im Vergleich zu Brust- und Lendenwirbelsaule.
Da es fur die Gruppe der <65-Jahrigen keine Daten fur die Trabekelbreite der Halswir-

bel gibt, kann hier keine Aussage getroffen werden.

5.1.3 Der Knochenflacheanteil ist in den verschiedenen Abschnitten der Wirbelsaule

gleich

Es wurde untersucht, ob der Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache in der

Halswirbelsaule signifikant groRer ist, als in der Brust- und Lendenwirbelsaule.

Tabelle 5 Knochenflacheanteil in HWS, BWS und LWS

Gruppen-
Parameter Gruppe Gesamt HWS BWS LWS vergleich
MW £ SD p-Wert
Gesamt 15,2+5,1 13,614,5 15,015,4 16,2+4,9
N=72 n=13 n=31 n=28 0,250k
BA/TA % Manner 15,945,3 10,0+3,5 16,015,5 16,8+4,8
& n=45 n=3 n=22 n=20 0,100k
Anzahl Frauen 14,0+4,6 14,7+4,3 12,7+4.8 14,7+4,9
WK (n) n=27 n=10 n=9 n=8 0,303k
<65 17,81+4,8 18,615,3 17,814,7
Jahre n=32 - n=16 n=16 0,6517
265 12,943,8 13,6+4,5 11,3+2,0 14,114 ,4
Jahre n=40 n=13 n=15 n=12 0,146X

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WS, Wirbelsaule; HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsaule;

LWS, Lendenwirbelsaule; -, keine Daten vorhanden; WK, Wirbelkérper; K= Kruskal-Wallace Test.
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BA/TA %

Gesamt Manner Frauen <65 Jahre =66 Jahre
m Gesamt "mHWS mBWS =mLWS

HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsaule; LWS, Lendenwirbelsaule.

Diagramm 3 Knochenflacheanteil in HWS, BWS und LWS

Der Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache betragt durchschnittlich 15,2 %.
Der Knochenflacheanteil der Halswirbelsaule nimmt 13,6 %, die der Brustwirbelsaule
15,0 % und die der Lendenwirbelsaule 16,2 % der Gesamtflache ein. Der prozentuale
Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache unterscheidet sich nicht zwischen den
einzelnen Abschnitten der Wirbelsaule (p-Wert 0,250). Auch in den Subgruppen findet
sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Knochenflachenanteil von Hals-,

Brust- und Lendenwirbelsaule.

5.2 Welche Korrelationen finden sich zwischen Osteozytendichte, Trab-

ekelbreite und Knochenflacheanteil?

Um weitere Zusammenhange im strukturellen Aufbau der Wirbelsaulen verstehen zu
kénnen, wurden Korrelationsanalysen nach Pearson durchgefihrt. Es wurde unter-
sucht, ob die Osteozytendichte, die Trabekelbreite und der Knochenflacheanteil mitei-

nander korrelieren.
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Tabelle 6 Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen Osteozytendichte, Trabekelbreite und Knochenflacheanteil

0,478**

ns= nicht signifikant; * = p-Wert <0,05; ** = p-Wert <0,001.

Korrelation von Trabekelbreite und Osteozytendichte
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Diagramm 4 Korrelation von Trabekelbreite und Osteozytendichte

Es zeigt sich eine geringe negative Korrelation zwischen der Osteozytendichte und der
Trabekelbreite. Je breiter die Trabekel, desto weniger Osteozyten/mm? finden sich im
trabekularen Knochen. Der Korrelationskoeffizient betragt -0,275 bei einem p-Wert von
0,008.
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Keine Korrelation von Knochenflacheanteil und Osteozytendichte
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Diagramm 5 Korrelation von Knochenflacheanteil und Osteozytendichte

Zwischen dem Knochenflacheanteil und der Osteozytendichte gibt es keine signifi-
kante Korrelation. Dennoch sieht man in dem Streudiagramm 5 eine gewisse Tendenz,
die sich mit den Korrelationen von Trabekelbreite und Osteozytendichte deckt. Der p-

Wert bei der Korrelationsanalyse betragt 0,082.

Korrelation von Knochenflacheanteil und Trabekelbreite

30

BATA %

40 60 80 100 120 140
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Diagramm 6 Korrelation von Knochenflacheanteil und Trabekelbreite
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Bei der Korrelationsanalyse von Knochenflacheanteil und Trabekelbreite zeigt sich
eine ausgepragte Korrelation. Je breiter die Trabekel sind, desto grélier ist der Anteil
der Knochenflache an der Gesamtflache. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,478.
Der p-Wert ist <0,001.

5.3 Variieren die Osteozytendichte, die Trabekelbreite und der Knochen-

flacheanteil zwischen Mannern und Frauen?

Tabelle 7 Anamnesetabelle Geschlechtervergleich

Anzahl Patient*innen | Wirbelkérper | Alter BMI

(n) (n) (Jahre) (kg/m?)
Manner 12 47 56 + 20 29,4 +9,2
Frauen 7 27 76 +£9 222+46

Die Werte werden als Mittelwert + SD oder nur als Anzahl dargestellt.

Insgesamt sind die Osteozytendichte und die Trabekelbreite von 72 Brust- und Len-
denwirbelkorpern und der Knochenflacheanteil von 59 Brust- und Lendenwirbelkor-
pern von insgesamt 21 Personen untersucht worden. Die Halswirbel wurden von die-
ser Untersuchung ausgeschlossen, da nicht von allen Personen Stanzen der Halswir-

bel entnommen werden konnten und die Vergleichbarkeit somit nicht gegeben ist.

5.3.1 Die Osteozytendichte ist bei Mannern und Frauen gleich

Es wurde die Osteozytendichte auf geschlechtsabhangige Unterschiede untersucht.
Dabei wurde die Osteozytendichte in Trabekelknochen von Brust- und Lendenwirbeln
gemessen und sowohl in der Gesamtkohorte, als auch in nach Alter aufgetrennten

Subgruppen analysiert.
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Tabelle 8 Osteozytendichte zwischen Mannern und Frauen

MW £ SD p-Wert
290151 296142
n=47 n=27 0,531T
294154 27930
n=35 n=4 0,5927
277+39 300443
n=12 n=23 0,1357

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WK, Wirbelkdrper; T= T-Test bei unabhangigen Stichproben.
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Diagramm 7 Osteozytendichte zwischen Mannern und Frauen

Die durchschnittliche Osteozytendichte von Mannern betragt 290 Osteozyten/mm? und
die von Frauen 296 Osteozyten/mm?. Der Vergleich der Osteozytendichte von Man-
nern und Frauen ergibt keinen signifikanten Unterschied (p-Wert 0,531). Auch in den
Untergruppen (<65 Jahre vs. 265 Jahre) finden sich keine Unterschiede in der Osteo-

zytendichte.
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5.3.2 Trabekelbreite ist bei Mannern gréfRer als bei Frauen

Es wurde untersucht, ob die Trabekel von Mannern und Frauen unterschiedlich breit
sind. Die Trabekelbreite von Brust- und Lendenwirbeln gemessen und sowohl in der

Gesamtkohorte, als auch in den nach Alter aufgetrennten Subgruppen analysiert.

Tabelle 9 Trabekelbreite zwischen Mannern und Frauen

MW £ SD p-Wert
83,7+16,1 68,3+13,0
n=47 n=27 <0,001M
87,9+15,1 82,8+10,8
n=35 n=4 0,460M
71,4+12,6 65,7+11,7
n=12 n=23 0,362M

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WK, Wirbelkdrper; M= Mann-Whitney-U-Test.
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Diagramm 8 Trabekelbreite zwischen Mannern und Frauen

Die Trabekelbreite unterscheidet sich zwischen Mannern und Frauen (p-Wert <0,001).
Manner haben eine breitere Trabekel (83,7um) als Frauen (68,3um). Dieser Unter-
schied findet sich weder in der Subgruppe der unter 65-Jahrigen (p-Wert 0,460), noch
in der Gruppe der Uber 65-Jahrigen (p-Wert 0,362).
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5.3.3 Kein Unterschied beim Knochenflacheanteil zwischen Mannern und Frauen

Der Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache wurde untersucht und hinsichtlich
geschlechtsabhangiger Unterschiede analysiert. Es wurde der Knochenflacheanteil
von Brust- und Lendenwirbeln gemessen und sowohl in der Gesamtkohorte, als auch

in nach Alter aufgetrennten Subgruppen analysiert.

Tabelle 10 Knochenflacheanteil zwischen Mannern und Frauen

MW £ SD p-Wert
16,415,1 13,614,8
n=42 n=17 0,025M
17,814,9 20,415,5
n=28 n=4 0,305M
13,414,5 11,6+1,9
n=14 n=13 0,239M

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WK, Wirbelkdrper; M= Mann-Whitney-U Test.
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Diagramm 9 Knochenflacheanteil zwischen Mannern und Frauen

Der Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache betragt bei Mannern im Durch-

schnitt 16,4 % und bei den Frauen 13,6 %. Damit ist der Knochenflacheanteil bei
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Mannern signifikant hoher als bei Frauen (p-Wert 0,025). Dieser signifikante Unter-
schied zeigt sich nur in der Gesamtgruppe. In den Subgruppen der unter 65-Jahrigen
und der Uber 65-Jahrigen zeigen sich keine Unterschiede in dem Knochenflacheanteil
(<65-Jahre p-Wert 0,305; 265-Jahre p-Wert 0,239).

5.4 Variieren die Osteozytendichte, die Trabekelstruktur und der Kno-

chenflacheanteil altersabhangig?

Tabelle 11 Anamnesedaten Altersvergleich

Patient*innen | Wirbelkdrper | Alter Geschlecht | BMI

(n) (n) (Jahre) | (m/w) (kg/m?)
<65 Jahre 10 39 47 £9,2 9/1 30,1+94
=65 Jahre 9 35 82+5,0 3/6 23,0+£5,6

Die Werte werden als Mittelwert + SD oder nur als Anzahl dargestellt.

Um altersabhangige Unterschiede in der Osteozytendichte, der Trabekelstruktur und
dem Knochenflacheanteil von Brust- und Lendenwirbelkdrpern zu untersuchen, wur-
den die Osteozytendichte und Trabekelbreite von insgesamt 72 Wirbeln untersucht.
Der Vergleich des Knochenflacheanteils zwischen alteren und jingeren Personen ist
anhand der Daten von 59 Wirbelkdrpern durchgefihrt worden. Auch hier sind die Pro-
ben von Halswirbeln ausgeschlossen worden, um eine Vergleichbarkeit der Kohorten
zu garantieren. Die Gesamtkohorte teilt sich in unter und Gber 65-Jahrige. Die Gruppe
der unter 65-Jahrigen besteht aus zehn Personen. Das durchschnittliche Alter betragt
47 + 9,2 Jahre. Die Gruppe der uber 65-Jahrigen besteht aus neun Personen, welche
im Durchschnitt 82 + 5,0 Jahre alt sind.

5.4.1 Keine Unterschiede in der Osteozytendichte zwischen unter und tber 65-Jahri-

gen

Die Osteozytendichte wurde auf altersabhangige Unterschiede untersucht. Dabei wur-
den Osteozytendichte in Trabekelknochen von Brust- und Lendenwirbeln gemessen
und sowohl in der Gesamtkohorte, als auch in nach Geschlecht aufgetrennten Sub-

gruppen analysiert.
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Tabelle 12 Osteozytendichte im Altersvergleich

_ <65 Jahre 265 Jahre <65 vs. 265

MW £ SD p-Wert
292452 292443
n=39 n=35 0,9897
294154 277+38
n=35 n=12 0,3327
279+30 300443
n=4 n=23 0,3617

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. BWS, Brustwirbelsaule; LWS, Lendenwirbelsaule. WK, Wirbelkorper;
T= T-Test bei unabhangigen Stichproben.
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Diagramm 10 Osteozytendichte im Altersvergleich

Der Vergleich der Osteozytendichten von Personen <65 Jahren und =65 Jahren ergab
keinen Unterschied (p-Wert 0,989). Die durchschnittliche Osteozytendichte betragt bei

beiden Gruppen jeweils 292 Osteozyten/mm?2.

Auch geschlechterabhangig zeigt sich kein Unterschied in der Osteozytendichte zwi-
schen Uber bzw. unter 65-Jahrigen (p-Wert bei Mannern 0,332; p-Wert bei Frauen
0,361).
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5.4.2 Altere haben diinnere Trabekel als Jiingere

Es wurde untersucht, ob die Trabekelbreite sich altersabhangig verandert.

Tabelle 13 Trabekelbreite im Altersvergleich

_ <65 Jahre 265 Jahre <65 vs. 265

MW+SD p-Wert
87,4+14,7 67,7+12,1
n=39 n=35 <0,001M
87,9+15,1 71,4+12,6
n=35 n=12 0,002M
82,8+10,8 65,7+11,7
n=4 n=23 0,027M

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. BWS, Brustwirbelsadule; LWS, Lendenwirbelsaule. WK, Wirbelkdrper;
M= Mann-Whitney-U-Test.
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Diagramm 11 Trabekelbreite im Altersvergleich

Die Trabekel von Personen unter 65 Jahren sind durchschnittlich 87,4um breit. Die
Trabekelbreite bei Uber 65-Jahrigen betragt hingegen nur 67,7um. Damit ist die Trab-
ekelbreite bei Personen unter 65 Jahren signifikant hdher als bei Personen Uber 65
Jahren (p-Wert <0,001).

Dieser signifikante Unterschied zeigt sowohl bei Mannern (p-Wert 0,002) als auch bei
Frauen (p-Wert 0,027).
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Korrelationsanalyse

Zusatzlich zu dem gefundenen Unterschied in der Trabekelbreite zwischen den uber-
bzw. unter 65-Jahrigen wurde eine Korrelationsanalyse von der Trabekelbreite und
dem Alter in Jahren durchgeflihrt. Die Trabekelbreite ist die abhangige Variable und

das Alter die unabhangige Variable.
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Diagramm 12 Korrelation zwischen Trabekelbreite und Alter

Es zeigt sich eine moderate bis starke negative Korrelation (p-Wert <0,001) zwischen
Trabekelbreite und Alter (r = -0,543). R? betragt 0,295.

5.4.3 Altere Menschen haben einen geringere Knochenflacheanteil

Der Anteil der Knochenflache an der Gesamtflache ist untersucht und hinsichtlich al-
tersabhangiger Unterschiede analysiert worden. Es wurde der Knochenflacheanteil
von Brust- und Lendenwirbeln gemessen und sowohl in der Gesamtkohorte, als auch

in nach Geschlecht aufgetrennten Subgruppen analysiert.
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Tabelle 14 Knochenflacheanteil im Altersvergleich

_ <65 Jahre 265 Jahre <65 vs. 265

MW £ SD p-Wert
18,1+4,9 12,5+3,5
n=32 n=27 <0,001M
17,8149 13,4+4,5
n=28 n=14 0,003M
20,4+5,5 11,6£1,9
n=4 n=13 0,003M

Die Werte sind als Mittelwert £ SD dargestellt. BWS, Brustwirbelsaule; LWS, Lendenwirbelsdule. WK,
Wirbelkérper; M= Mann-Whitney-U Test.
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Diagramm 13 Knochenflacheanteil im Altersvergleich

Der Anteil der trabekularen Knochenflache an der Gesamtflache liegt bei Personen
Uber 65 Jahren bei 12,5 % und ist somit signifikant niedriger als bei jingeren Personen,
bei denen die trabekulare Knochenflache 18,1 % der Gesamtflache entspricht (p-Wert
<0,001).

Auch altere Manner bzw. Frauen haben eine niedrigere Knochenflache als jungere
Manner bzw. Frauen (p-Wert je 0,003).
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Korrelationsanalyse

Zusatzlich zu dem gefundenen Unterschied im Knochenflacheanteil zwischen den
Uber- bzw. unter 65-Jahrigen wurde eine Korrelationsanalyse von dem Knochenfla-
cheanteil und dem Alter in Jahren durchgefuhrt. Der Knochenflacheanteil ist die ab-

hangige Variable und das Alter die unabhangige Variable.
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Diagramm 14 Korrelation von Knochenflacheanteil und Alter

Es gibt eine moderate negative Korrelation (p-Wert <0,001) zwischen abnehmendem
Knochenflachenanteil und steigendem Alter (r = -0,470). R? betragt 0,221.

5.5 Regressionsanalyse Trabekelbreite und Knochenflacheanteil in Ab-

hangigkeit von Alter und Geschlecht

Der Altersdurchschnitt von Mannern unterscheidet sich von dem von Frauen. Die Man-
ner in dieser Studie haben ein Durchschnittsalter von 56 + 19,7 Jahren, wahrend die
Frauen durchschnittlich 75,7 + 9,1 Jahre alt waren. Um zu untersuchen, ob die Unter-
schiede in der Trabekelbreite und dem Knochenflacheanteil bei Mannern und Frauen
wirklich geschlechterabhangig sind und nicht durch den Altersunterschied der Kohor-

ten entstanden sind, sind multiple lineare Regressionsanalysen durchgefuhrt worden.
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Als abhangige Variable sind die Trabekelbreite bzw. der Knochenflacheanteil in Brust-
und Lendenwirbeln gewahlt worden und als unabhangige Variablen sind das Ge-

schlecht und das Alter in Jahren gewahlt worden.

5.5.1 Die Trabekelbreite ist alters- und geschlechtsabhangig

Tabelle 15 Regressionsanalyse zwischen Trabekelbreite, Alter und Geschlecht

R? Regressionskoeffizient B-Signifikanz
Alter 0,295 -0,368 <0,001
(Jahre)
0,388
Geschlecht 0,093 -8,200 0,035
(m/w)

Die Regressionsanalyse zeigt, dass sich 38,8 % der Varianz in der Trabekelbreite
durch die beiden unabhangigen Variablen Alter und Geschlecht erklaren lassen. Dabei
werden 29,5 % der Varianz durch das Alter erklart und 9,3 % der Varianz durch die

Variable Geschlecht.

Pro Lebensjahr nimmt die Trabekelbreite um -0,368um ab und zwischen Mannern und
Frauen nimmt die Trabekelbreite um -8,200um ab. Die B-Signifikanz liegt beim Alter
bei <0,001 und beim Geschlecht bei 0,035.

Die Trabekelbreite hangt sowohl vom Alter als auch vom Geschlecht ab, wobei das

Alter einen groRReren Einfluss auf die Trabekelbreite hat, als das Geschlecht.

5.5.2 Der Knochenflacheanteil ist altersabhangig

Tabelle 16 Regressionsanalyse zwischen Knochenflacheanteil, Alter und Geschlecht

R? Regressionskoeffizient B-Signifikanz
Alter 0,221 -0,001 0,001
(Jahre)
0,227
Geschlecht 0,006 -0,009 0,523
(m/w)
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Die Regressionsanalyse zeigt, dass 22,7 % der Varianz im Knochenflacheanteil durch
die beiden unabhangigen Variablen Alter und Geschlecht erklart werden. Dabei wer-
den 22,1 % der Varianz durch das Alter erklart und nur 0,6 % der Varianz durch die

Variable Geschlecht.

Der Knochenflacheanteil nimmt pro Lebensjahr um 0,1% ab. Die B-Signifikanz liegt
beim Alter bei 0,001. Die B-Signifikanz bei den geschlechterabhangigen Unterschie-
den liegt bei 0,523.

Die Regressionsanalyse zeigt, dass es keine geschlechterabhangigen Unterschiede

im Knochenflacheanteil gibt.

5.6 Welche Unterschiede zeigen sich in der Osteozytendichte und der

Trabekelbreite bei unterschiedlichem Frakturrisko?

Es sind von zwei Wirbelsaulen Proben aus allen 24 Wirbeln (C1 bis L5) entnommen
worden. Dabei handelt es sich um Wirbelsaulen mit unterschiedlich starkem Frakturri-
siko. Diese Diagnostik erfolgte Uber Knochendichtemessungen mittels Q-CT. Unter-

sucht wurden die Trabekelbreite und die Osteozytendichte intra- und interindividuell.

Tabelle 17 Anamnesetabelle zweier Patient*innen im Vergleich

Anzahl ent-
Geschlecht | Alter | BMI BMD* | Wirbelkorper- | ommener
(miw) (Jahre) | (kg/m?) | (mg/cm3)** | frakturen* | Wirbelkorper
(n) (n)
Person m 83 34,3 63,3 2 24
Nr. 1
Person w 78 19,1 27,7 2 22
Nr. 2

*BMD: 2110 mg/cm?: geringes Frakturrisiko; 50-80 mg/cm?: maRig erhdhtes Frakturrisiko; <50 mg/cm?3: deutlich

erhohtes Frakturrisiko. **ermittelt durch Quantitative Computertomographie Messungen.

Die beiden Wirbelsaulen stammen von einer weiblichen und einer mannlichen Person.

Von der Person Nr. 1 sind insgesamt 24 Wirbelkorper untersucht worden, wahrend von
der Person Nr. 2 zwei Wirbelkdrper wegen mangelndem Material von der Untersu-

chung ausgeschlossen wurden. Es sind somit nur 22 Wirbelkdrper untersucht worden.

Person Nr. 1 war zum Todeszeitpunkt 83 Jahre alt, hat eine Adipositas Grad | und eine

Knochendichte von 63,3 mg/cm?, was einem malig erhohtes Frakturrisiko entspricht.
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Person Nr. 2 ist mit 78 Jahren verstorben. Sie hat Normalgewicht und eine Knochen-

dichte von 27,7mg/cm?3. Somit bestand bei ihr ein deutlich erhéhtes Frakturrisiko.

Tabelle 18 Osteozytendichte und Trabekelbreite in HWS, BWS und LWS im Vergleich zweier Patient*innen

HWS  HWS BWS

Parameter Gesamt HWS BWS LWS VS. VS. VS.
BWS LWS LWS

Person MW + SD p-Wert

Nr.1

:’Istec’zzyte“ 244436 226434 263+31  223+14 0,020 0,898- 0,026
mm

(Tb-")‘" 0234254 1237+23.1 817+115 739+7,9 0,015 0,004< 0,807%
Mm

(n)

Person MW + SD p-Wert
Nr.2

1°lSte°zzyte“ 282+29 268+14 288+31 281137 0,459 0,459° 0,459A
mm

(Tb-")‘" 67,9498 71,3+10,0 66,9+66 66,7+155 0,690A 0,690 0,690~
HMm
(n)

Die Werte sind als Mittelwert £ SD dargestellt. HWS, Halswirbelsaule; BWS, Brustwirbelsaule; LWS, Lendenwirbel-
saule; L= Post hoc LSD, A= einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA); K= Kruskal-Wallace-Test.

Die Trabekel der Halswirbelsaule sind bei Person Nr. 1 signifikant breiter als in der
Brust- und Lendenwirbelsaule. Die Osteozytendichte von Person Nr. 1 ist in der Brust-
wirbelsaule grof3er als in Hals- und Lendenwirbelsaule, wahrend es bei Person Nr. 2
keinen Unterschied in der Osteozytendichte und der Trabekelbreite im Langsverlauf

der Wirbelsaule gibt.
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5.6.1 Osteozytendichte zwischen den Personen unterschiedlich

C1 C3 C5 C7 T2 T4 T6 T8 T10T12 L2 L4
Wirbelkdrper

Person Nr.1 —e—Person Nr. 2

Diagramm 15 Osteozytendichte von zwei Personen im Vergleich

Tabelle 19 Osteozytendichte zweier Personen im Vergleich

Parameter Gruppe Person Nr. 1 Person Nr. 2 Person Nr.1 vs.
Person Nr.2
MW £ SD p-Wert
Osteozy-
ten/mm2 Gesamt 244 + 36 282 + 29 <0,0017

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WS, Wirbelsaule; T= T-Test bei unabhangigen Stichproben.

Die durchschnittliche Osteozytendichte von Person Nr. 1 ist mit 244 Osteozyten/mm?

niedriger als die Osteozytendichte (282 Osteozyten/mm?) von Person Nr. 2.
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5.6.2 Trabekelbreite zwischen den Personen ist unterschiedlich

m)

Trabekelbreite (p

200

—
0
()

100

(€]
o

o

NN

" .

C1

C3 C5 C7 T2 T4 T6 T8 T10T12 L2 L4
Wirbelkorper

=e—Person Nr.1 Person Nr.2

Diagramm 16 Trabekelbreite von zwei Personen im Vergleich

Tabelle 20 Trabekelbreite von zwei Personen im Vergleich

Parameter Gruppe Person Nr. 1 Person Nr. 2 Person Nr.1 vs.
Person Nr.2
MW + SD p-Wert
Trabekel-
Gesamt 92,3+254 67,9+214 <0,001M

breite (um)

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WS, Wirbelsaule; M= Mann-Whitney-U-Test.

Die Trabekelbreite ist bei Person Nr. 1 mit 92,3um hoher als bei Person Nr. 2. Sie hat

eine durchschnittliche Trabekelbreite von 67,9um. Dieser Unterschied ist hochsignifi-

kant (p <0,001).
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5.7 Welche Unterschiede in der Wirbelsaule gibt es zwischen Wildtieren

und Menschen?

Neben den humanen Proben sind auch tierische Wirbelkorperstanzen histologisch un-
tersucht worden. Verglichen wurden insgesamt 12 Wirbelkorper von einer Hirschkuh
und einem Wildschwein und 92 humane Wirbelkdrper aus Hals-, Brust- und Lenden-
wirbelsaule. Von den Wirbelkdrpern der Hirschkuh und des Wildschweines wurden die
Osteozytendichte pro Quadratmillimeter, die durchschnittliche Trabekelbreite in Mikro-
metern und der prozentuale Knochenflacheanteil gemessen. Diese Ergebnisse wur-
den mit der Osteozytendichte, der Trabekelbreite und dem Knochenflacheanteil der

humanen Wirbelkorper verglichen.

Tabelle 21 Vergleich menschliche und tierische Wirbelkdrper

Parameter Mensch Tiere Menschen vs. Tier
MW + SD p-Wert

Anzahl WK (n) 92 12

Osteozyten/mm? 292 +49 487 + 66 <0,001T

Tb.Wi (um) 82,6 £21,0 123,7 £ 22,3 <0,001M

BA/TA % 15,2+ 5,1 26,175 <0,001M

Die Werte sind als Mittelwert + SD dargestellt. WK, Wirbelkérper. T= T-Test bei unabhangigen Stichproben; M=
Mann-Whitney-U-Test.
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* = p <0,050; ** = p <0,005.

Diagramm 17 Vergleich menschliche und tierische Wirbelkdrper

Die Osteozytenzahl pro mm? ist mit 487 Osteozyten/mm? bei den Tieren signifikant
héher, als bei den menschlichen Proben mit 292 Osteozyten/mm? (p-Wert <0,001).
Auch die Trabekeldicke, die bei den Tieren 123,7um betragt ist hdher als die durch-
schnittliche Trabekeldicke der Menschen mit 82,6uym (p-Wert <0,001). Der durch-
schnittliche Knochenflacheanteil betragt bei den Tieren 26,1 % und bei den Menschen
15,2 %. Damit findet sich auch hier ein hochsignifikanter Unterschied zwischen

menschlichen und tierischen Wirbelkérpern (p-Wert <0,001).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Trabekelstruktur und die Osteozytendichte von 138 huma-
nen Wirbelkorperproben von 19 Patientinnen und Patienten histologisch analysiert.
Der Fokus wurde auf potentielle Unterschiede in der Trabekelstruktur und der Dichte
der Osteozyten im Langsverlauf der Wirbelsaule beziehungsweise auf alters-/ ge-

schlechtsabhangige Unterschiede gelegt.

Es finden sich deutliche Veranderungen der Trabekelstruktur sowohl mit steigendem
Alter, als auch geschlechterabhangig und im Langsvergleich der Wirbelsaulenab-
schnitte (HWS, BWS und LWS). Die Trabekelbreite ist in der Halswirbelsaule groer
als in Brust- und Lendenwirbelsaule (HWS vs. BWS p-Wert 0,006; HWS vs. LWS p-
Wert 0,003). Manner und jingere Menschen haben breitere Trabekel als Frauen und
Altere (Manner vs. Frauen p-Wert <0,001; Altere vs. Jiingere p-Wert <0,001). Der An-
teil an Knochenflache ist bei Alteren geringer als bei Jingeren (p-Wert <0,001). Zwi-
schen den Geschlechtern oder im Langsverlauf einer Wirbelsaule unterscheidet sich
der Knochenflacheanteil nicht. Insgesamt scheinen die altersabhangigen Unter-
schiede in der trabekularen Knochenstruktur starker zu sein, als geschlechterabhan-
gige Unterschiede. In unserer Studie lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in
der Osteozytendichte bei Menschen feststellen. Die Osteozytendichte im Langsver-
gleich der Wirbelsdulenabschnitte unterscheidet sich nicht voneinander (p-Wert
0,987). Weder geschlechter- noch altersabhangige Unterschiede in der Osteozyten-
dichte wurden gefunden (Manner vs. Frauen p-Wert 0,531; Altere vs. Jiingere p-Wert
0,989). Es findet sich eine negative Korrelation von Trabekelbreite und Osteozyten-
dichte (p-Wert 0,008). Je breiter die Trabekel, desto weniger Osteozyten pro Quadrat-
millimeter gibt es. Auch die Trabekelbreite und der Knochenflacheanteil korrelieren
miteinander (p-Wert <0,001). Je breiter die Trabekel, desto héher auch der Knochen-
flacheanteil. Tiere haben eine hohere Osteozytendichte, breitere Trabekel und einen

héheren Knochenflacheanteil als Menschen (p-Wert <0,001).
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5.2 Limitationen der Arbeit

Alters- und Geschlechtsverteilung in der Studienkohorte

In dieser Arbeit wurde die Osteozytendichte von humanen Wirbelkérpern untersucht.
Aufgrund der komplizierten und aufwendigen Entnahmetechnik konnten Wirbelkorper-
stanzen nur post mortem entnommen werden. Diese Stanzen stammten von Korper-
spendenden und Polytraumapatientinnen und -patienten, die durch das Institut fir
Anatomie und das Institut fir Rechtsmedizin der Universitat Rostock zur Verfligung
gestellt wurden. Dadurch hatten wir keine fur die Allgemeinbevolkerung reprasentative
Kohorte. In unserer Kohorte gab es eine ungleichen Altersverteilung zwischen Man-
nern und Frauen, was dazu fihrt, dass alters- und geschlechtsabhangige Unter-
schiede voneinander Uberlagert werden. Mithilfe der multiplen linearen Regressions-
analysen war es dennoch maoglich den jeweiligen Einfluss von Alter und Geschlecht

auf die Trabekelstruktur unabhangig voneinander zu analysieren.

Keine Proben aus Halswirbeln der Polytraumapatientinnen und -patienten

Fir unserer Studiendesign und unser Ziel altersabhangige Veranderungen der Kno-
chenstruktur zu untersuchen, war eine Kontrollgruppe aus jungeren Personen notig.
Die Korperspendenden bildeten eine Kohorte aus alteren Personen. Wirbelkorperstan-
zen von jungeren Personen konnten mithilfe des Instituts flir Rechtsmedizin gewonnen
werden. Es war bei der Entnahme der Stanzen im Rahmen der Obduktion technisch
nicht umsetzbar bei den Patientinnen und Patienten aus der Rechtsmedizin Proben
von ventral aus der Halswirbelsaule zu entnehmen. Deshalb konnten in die alters- und
geschlechtsabhangigen Vergleiche nur Brust- und Lendenwirbel miteinbezogen wer-

den.

Zweidimensionale Darstellung dreidimensionaler Strukturen

Zur Beantwortung unserer Hauptfrage, nach Veranderungen der Osteozytendichte,
entschieden wir uns fur eine histologische Analyse. Bei histologischen Auswertungen
kann der dreidimensionale Knochen nur zweidimensional dargestellt werden. Durch
den Verlust der dritten Dimension konnten potentielle Unterschiede, die es zwischen
der vertikalen und der horizontalen Trabekelstruktur geben konnte, in dieser Arbeit

nicht gezeigt werden.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

Trabekelstruktur und Osteozytendichte in Hals-, Brust- und Lendenwirbelsaule

Wirbelkorperfrakturen sind die haufigste klinische Manifestation der Osteoporose. ©
Dabei manifestieren sie sich vor allem in Brust- und Lendenwirbelsaule. 8 Osteoporo-
tisch bedingte Frakturen der Halswirbel sind aul3erst selten und wurden bisher nur in
einzelnen Case-Reports beschrieben. °%-°1 Es stellt sich die Frage, warum die Halswir-

bel seltener brechen als Brust- und Lendenwirbel.

Unsere Arbeit zeigt, dass die Trabekel in der Halswirbelsaule signifikant breiter sind
als in Brust- und Lendenwirbelsaule (HWS vs. BWS p-Wert 0,006; HWS vs. LWS p-
Wert 0,003). Die Osteozytendichte und der Knochenflacheanteil unterscheiden sich
dagegen im Langsverlauf der Wirbelsaule nicht (Osteozytendichte p-Wert 0,987; Kno-
chenflacheanteil p-Wert 0,250).

Bisherige Studien haben Unterschiede der Trabekelstruktur im Langsverlauf der Wir-
belsaule vor allem mit bildgebenden Verfahren (Mikro-CT; Rdntgen etc.) untersucht.
35,92-94 |n dieser Arbeit wurden die Wirbelkorper histologisch untersucht. Dieser metho-
dische Ansatz ist gewahlt worden, um neben der Trabekelstruktur auch die Osteozy-
tendichte der Wirbelkdrper messen zu kdnnen. Unser histologischer Untersuchungs-
ansatz fihrt zu der Limitation, dass die eigentlich dreidimensionale Struktur der Wir-
belkdrper nur zweidimensional analysiert werden kann. Das eine Vergleichbarkeit den-
noch gegeben ist, zeigen Muller et.al., 1998; Chappard et.al., 2005 und Hordon et.al.,
2006. Mdaller et.al. und Chappard et.al. untersuchten die Knochenstruktur von huma-
nen Beckenknochen sowohl histologisch, als auch mithilfe eines bildgebenden Verfah-
rens (Mikro-CT; Rdntgen). Hordon et.al. untersuchte die Knochenstruktur von Brust-
wirbelkorper 12 von 21 Pavianen ebenfalls histologisch und mittels Mikro-CT. Alle drei
Studien konnten zeigen, dass beide Verfahren eine hochsignifikante Korrelation auf-

weisen und somit vergleichbar sind. 95-%

In einer weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2021 von Schroder et.al.
wurden insgesamt 240 Wirbel von zehn Kérperspendenden mithilfe eines Mikro-CTs
untersucht. Dabei sind diverse Parameter, die die trabekulare Knochenstruktur be-
schreiben, gemessen worden. Unter anderem haben Schroder et.al. das Knochenvo-
lumen (BV/TV, %) und die Trabekuladre Thickness (Tb.Th, ym) in Hals- Brust- und
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Lendenwirbelsdule gemessen, welches die dreidimensionalen Aquivalente des Kno-
chenflacheanteils (BA/TA, %) und der Trabekelbreite (Tb.Wi, um) sind. 8 Die Unter-
suchungen von Schroder et.al. zeigen, dass die Halswirbel signifikant dickere Trabekel
und ein héheres Knochenvolumen aufweisen, als Brust- und Lendenwirbel. %2 Diese
Studie war Grundlage fur weiterfUhrende Untersuchungen der Osteozytendichte in die-

ser Arbeit.

Grote et.al. haben 1995 die Wirbelkdrper C3 bis L5 von 26 Autopsiefallen anhand von
4mm dicken, sagittalen Scheiben der Wirbelkdrper dreidimensional analysiert. Sie un-
tersuchten unter anderem das Knochenvolumen (BV/TV, %), welches das dreidimen-
sionale Aquivalent des in unserer Studie gemessenen Knochenflacheanteils (BA/TA,
%) ist. 8 Grote et.al. fanden heraus, dass die trabekulare Knochendichte in Halswir-

beln hoher ist als in Brust- und Lendenwirbeln. 3°

Die Studien von Schroder et.al. und Grote et.al. zeigen ebenso wie unsere Studie,
dass es Unterschiede in der Trabekelstruktur zwischen Halswirbeln und Brust- bzw.
Lendenwirbeln gibt. Die Trabekel in der Halswirbelsaule sind breiter und das Knochen-
volumen ist hoher. 3592 Unterschiede in den mikrostrukturellen Eigenschaften kdnnen
durch die unterschiedlichen Belastungen, die auf die einzelnen Wirbelsaulenab-
schnitte einwirken, erklarbar sein. Beispielsweise nimmt die statische Belastung der
Wirbelsaule nach kaudal zu, aufgrund der Zunahme der effektiv wirkenden Korperlast.
% Die dynamische Belastung, die auf die Wirbelsdulenabschnitte wirkt ist ebenfalls
verschieden. Halswirbel haben einen gréfieren Bewegungsumfang, als Lendenwirbel.
Dieser Bewegungsumfang wird durch die Form der Wirbel, aber auch durch die anset-
zende Muskulatur und Bander bestimmt. Auf Halswirbel wirken viele Krafte aus ver-
schiedenen Richtungen und in verschiedenen Stérken ein. % Es ist also naheliegend,
dass sich Halswirbelkorper an ihre einzigartige Belastung und Beweglichkeit mikro-

strukturell angepasst haben.

In unserer Studie sehen wir, im Gegensatz zu Schroder et.al. und Grote et.al. kein
Unterschied im Knochenflacheanteil der einzelnen Wirbelsdulenabschnitte. Ein mogli-
cher Grund daflir kdnnte die zweidimensionale Darstellung sein. Dadurch, dass der
Knochenflacheanteil im Vergleich zum Knochenvolumen davon abhangt, auf welcher
Hohe der Knochen angeschnitten wurde, kann es zu einem falsch hohen bzw. falsch
niedrigen Knochenflacheanteil kommen. Desweiteren ist die Probenentnahme in der
Halswirbelsaule durch die schlechtere Zuganglichkeit noch schwieriger als bei Brust-

und Lendenwirbeln. Dies kann dazu gefuhrt haben, dass die Stanzen nicht ganz intakt
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entnommen wurden und es dadurch zu einer Verschiebung der Verhaltnisse von Kno-

chenflache und umgebenden Strukturen (Knochenmark, Fettgewebe) gekommen ist.

Auch nach ausflhrlicher Literatursichtung, konnte keine Studie gefunden werden, die
sich mit Unterschieden der Osteozytendichte im Langsverlauf der Wirbelsaule be-
schaftigt. Es wurde eine Studie von Vashishth et.al., 2005 gefunden, die die Osteozy-
tendichte vom 12. Brustwirbelkorper untersucht hat. & Daraus lassen sich jedoch keine

Aussagen Uber die Osteozytendichte im Verlauf der Wirbelsaule machen.

Korrelation von Osteozytendichte, Trabekelbreite und Knochenflacheanteil

Zwischen Trabekelbreite und Knochenflacheanteil findet sich in unserer Studie eine
deutliche positive Korrelation. Je breiter die Trabekel sind, desto hoher ist der Kno-
chenflacheanteil (p-Wert <0,001).

Parfitt et.al. haben 1983 anhand von 150 Beckenknochenbiopsien untersucht, inwie-
weit sich Trabekelknochen und das Knochenvolumen im Alter und durch Osteoporose
verandern. Dafur haben sie Beckenknochenbiopsien von Menschen mit Osteoporose
entnommen und unter anderem die Trabekeldicke und das Trabekelvolumen unter-
sucht. Sie haben eine starke positive Korrelation zwischen Knochenvolumen und Trab-
ekeldicke gefunden. 1% Auch Weinstein et.al. konnten 1987 diese Korrelation zwischen
Trabekelbreite und Knochenflacheanteil bei Biopsien aus Beckenknochen von 33 Au-

topsiefallen nachweisen. 01

Keine Korrelation zeigt sich in unserer Studie zwischen der Osteozytendichte und dem
Knochenflacheanteil. Qiu et.al. haben 2003 die Osteozytendichte und das Knochen-
volumen von Frauen mit und ohne klinisch apparenter Wirbelkdrperfraktur untersucht.
Sie fanden heraus, dass die Osteozytendichte im Beckenknochen bei Frauen mit Wir-
belfraktur reduziert ist und dass es keine Korrelation zwischen der Osteozytendichte

und dem Knochenvolumen gibt. 102

In unserer Studie findet sich eine moderate negative Korrelation von Osteozytendichte
und Trabekelbreite (Korrelationskoeffizient -0,275). Je breiter die Trabekel sind, desto

geringer die Osteozytendichte (p-Wert 0,008).
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Trabekelstruktur und Osteozytendichte im geschlechterabhangigen Vergleich

Unsere Studie zeigt, dass es keine Unterschiede in der Osteozytendichte zwischen
Mannern und Frauen gibt (p-Wert 0,531). Manner haben signifikant breitere Trabekel
als Frauen (p-Wert <0,001) und einen héheren Knochenflacheanteil (p-Wert 0,025).
Diese Unterschiede zwischen den Geschlechtern sind nur im Vergleich der Gesamt-
kohorte signifikant. In den nach Alter aufgetrennten Untergruppen gibt es keine signi-
fikanten Unterschiede von Knochenflacheanteil und Trabekelbreite zwischen Mannern
und Frauen. Ein moéglicher Grund daflr kann die ungleiche Altersverteilung in unserer
Studienkohorte sein. Die Manner in unserer Studie sind durchschnittlich 56,0 + 19,7
Jahre alt und die Frauen sind 75,7 = 9,1 Jahre alt. Diese ungleiche Altersverteilung
zwischen Mannern und Frauen konnte dazu gefuhrt haben, dass es in der Gesamtko-
horte so scheint, als gabe es einen signifikanten Unterschied zwischen den Ge-
schlechtern, bei dem es sich eigentlich um einen altersabhangigen Unterschied han-
delt. Um besser zu verstehen, ob gefundene Unterschiede alters- und/oder ge-
schlechtsabhangig sind, haben wir bivariate Regressionsanalysen durchgefihrt. In
den bivariaten Regressionsanalysen wurde deutlich, dass die Trabekelbreite deutlich
starker vom Alter abhangig ist, als vom Geschlecht. Der Knochenflacheanteil ist sogar
nur vom Alter abhangig. Das bedeutet die geschlechterabhangigen Unterschiede, die
wir in unserer Studie gefunden haben, zu einem groRen Anteil durch die Uberlagerung

des altersabhangigen Effektes entstanden sind.

Mullender et. al. untersuchten 2005 an 89 Beckenknochenbiopsien von 36 Mannern
und 53 Frauen, welche Unterschiede es hinsichtlich der Osteozytendichte und der Tra-
bekelstruktur zwischen Mannern und Frauen gibt. Dabei verglichen sie gesunde Man-
ner und Frauen und Manner und Frauen mit Osteoporose miteinander. In ihrer Studie
zeigt sich, dass es keine geschlechterabhangigen Unterschiede in der Trabekeldicke
oder dem Knochenvolumen gibt. Laut Mullender et.al. haben gesunde Frauen zwar
mehr Osteozyten pro Quadratmillimeter, als gesunde Manner, aber die Osteozyten-
dichte von erkrankten Mannern und Frauen unterscheidet sich nicht voneinander. 193
Vashishth et.al. veroffentlichten 2005 ebenfalls eine Studie, die laut ihnen die erste
Studie war, die sich mit geschlechterabhangigen Unterschieden in der Osteozyten-
dichte von trabekularem Wirbelkdrpern beschaftigt hat. Sie untersuchten die Osteo-
zytendichte von 64 Stanzen aus dem Brustwirbelkdrper 12 und stellten in ihrer Studie
fest, dass Frauen mehr Osteozyten haben als Manner. & Die Tatsache, dass wir in

unserer Untersuchung keinen Unterschied in der Osteozytendichte gefunden haben,
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kann an der ungleichen Altersverteilung zwischen den Geschlechtern liegen. Auch
sind die Frauen, in der Untersuchung von Vashishth et.al. durchschnittlichen 55 Jahre
alt und somit circa 20 Jahre jlnger, als die Frauen in unserer Studie, wahrend die
Manner in der Studie von Vashishth et. al. durchschnittlich Gber 10 Jahre alter waren,

als die Manner in unserer Studie. 8°

Trabekelstruktur und Osteozytendichte im altersabhangigen Vergleich

Es ist bereits haufig untersucht und seit langem bekannt, dass die Trabekelstruktur
und die Knochendichte mit steigendem Alter abnehmen. Auch in unserer Studie zeigt
sich, dass sowohl die Trabekelbreite als auch der Knochenflacheanteil von Wirbelkor-
pern mit steigendem Alter sinkt (Trabekelbreite p-Wert <0,001; Knochenflacheanteil p-
Wert <0,001).

Unter anderem wiesen Weinstein et.al. in einer histologischen Untersuchung 1987
nach, dass die Trabekelstruktur und das Knochenvolumen mit steigendem Alter ab-
nehmen. 0" Ding et.al. untersuchten 2002, anhand von 40 tibialen Knochenproben
von 16 bis 86 Jahre alten Patientinnen und Patienten, altersabhangige Veranderungen
von trabekularem Knochen. Sie fanden heraus, dass die Knochendichte mit steigen-
dem Alter abnimmt und die Trabekel diinner werden. % Auch in anderen Studien

ergab sich ein identisches Bild. 3°76.77,102,103,105-108

Die sehr einheitlichen Ergebnisse, hinsichtlich altersabhangiger Veranderungen der
Trabekelstruktur, decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Im Gegen-
satz dazu sind altersabhangige Veranderungen der Osteozytendichte wenig unter-
sucht und vorrangegangene Studien liefern kein kongruentes Bild. Mullender et.al. un-
tersuchten in ihrer Studie von 1996 altersabhangige Veranderungen der Osteozyten-
dichte anhand von Proben aus dem Beckenknochen. Es zeigt sich, dass jungere Men-
schen eine signifikant hdhere Osteozytendichte im Beckenknochen haben, als altere
Menschen. 1% 2005 ergaben Untersuchungen von Mullender et.al., dass die Osteozy-
tendichte im Beckenknochen bei Frauen mit dem Alter steigt und bei Mannern mit stei-
gendem Alter sinkt. 193 Vashishth et.al. bestatigen dieses Ergebnis in ihrer Studie von
2005, in der sie die Osteozytendichte von 64 Brustwirbelkérpern untersuchten und al-
tersabhangige Vergleiche durchfiihrten. 8 In unserer Studie haben wir keine altersab-
hangigen Unterschiede in der Osteozytendichte nachweisen kénnen. Allerdings finden

sich in den geschlechtergetrennten Altersvergleichen nichtsignifikante Tendenzen, die
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sich mit den Ergebnissen von Mullender et.al. und Vashishth et.al. decken. Bei Man-
nern sinkt die Osteozytendichte mit dem Alter tendenziell ab, wahrend die bei Frauen
mit dem Alter ansteigt. Diese Tendenzen sind jedoch nicht signifikant. Die fehlende
Signifikanz kann daran liegen, dass die Fallzahlen in unseren Untergruppen nicht grof3

genug sind.

Trabekelbreite und Osteozytendichte im Langsvergleich der Wirbelsdulen von zwei

Personen

In der vorliegenden Arbeit wurden, zusatzlich zu den anderen Untersuchungen, bei
zwei Personen Proben aus allen Wirbeln der Wirbelsaule entnommen. Mittels einer Q-
CT Untersuchung konnte die Knochendichte bestimmt werden. Wir haben die Osteo-

zytendichte und die Trabekelbreite in Hals-, Brust- und Lendenwirbelsaule untersucht.

Die Wirbelkorper der weiblichen Person, haben eine signifikant héhere Osteozyten-
dichte bei niedrigerer Knochendichte, als die Wirbel der mannlichen Person. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Studien von Mullender et.al. und Vashishth et.al., jeweils
aus dem Jahr 2005, die herausgefunden haben, dass die Osteozytendichte bei alteren
Frauen hoher ist, als bei alteren Mannern. 809103 Dje Trabekelbreite ist bei der weibli-
chen Person signifikant geringer, als bei der mannlichen Person. Chen et.al. unter-
suchten 2010 die geschlechtsabhangigen Unterschiede der Trabekeldicke anhand von
Knochenstanzen aus dem Oberschenkelhals von 28 Frauen und Mannern mit einem
Mikro-CT. In den Untersuchungen von Chen et.al. zeigt sich ebenfalls, dass die Trab-

ekelbreite bei alteren Mannern groRer ist, als bei alteren Frauen. 108

Vergleich von humanen und tierischen Wirbelkorpern

Im Vergleich der menschlichen Wirbelkdrper mit Wirbelkérpern von Hirschkuh und
Wildschwein finden sich, trotz niedriger tierischer Fallzahlen, hochsignifikante Unter-
schiede in der Trabekelstruktur und der Osteozytendichte (p-Wert <0,001). Die Tiere
haben deutlich breitere Trabekel, einen hoheren Knochenflacheanteil und eine gro-
Rere Osteozytendichte. Dieses Ergebnis ist durch die geringen Fallzahlen nicht aus-
reichend um eindeutige Aussagen zu Unterschieden zwischen tierischer und humaner

Wirbelkdrperstruktur zu treffen, es zeigt aber, dass die von uns gewahlte Methode zur
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Darstellung der Osteozytendichte gut geeignet ist, um vorhandene Unterschiede in der

Osteozytendichte zu detektieren.
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6 Ausblick

In dieser Arbeit war es das Ziel den Einfluss der Osteozytendichte auf die Trabekel-
struktur naher zu untersuchen. An H.E. gefarbten Stanzen aus Hals-, Brust und Len-
denwirbelsaule haben wir die Osteozytendichte und die Trabekelstruktur histomorpho-

metrisch analysiert.

Wir konnen bestatigen, dass sich die Trabekelstruktur von Halswirbelkorpern von der
von Brust- und Lendenwirbeln unterscheidet (HWS vs. BWS p-Wert 0,006; HWS vs.
LWS p-Wert 0,003). Auch zeigt sich ein deutlicher altersabhangiger Verlust der Trabe-
kelstruktur (Trabekelbreite p-Wert <0,001; Knochenflacheanteil p-Wert <0,001), der
starker zu sein scheint, als geschlechtsabhangige Unterschiede (Trabekelbreite p-
Wert <0,001; Knochenflacheanteil p-Wert 0,025). Die erwarteten Unterschiede in der
Osteozytendichte der Wirbelkorper und eine Korrelation von Trabekelstruktur und Os-
teozytendichte haben wir nicht gefunden. Es scheint, dass die Dichte der Osteozyten
keine entscheidende Rolle bei altersbedingten Knochenmasseverlust spielt. Es mus-
sen andere Faktoren sein, die zu dem vermehrten Knochenmasseverlust beitragen.
Die wichtige Rolle der Osteozyten legt eine Beteiligung an Veranderungen des Kno-
chenstoffwechsels nahe. °6%74 Ein interessanter Ansatz flir weiterfihrende Untersu-
chungen waren beispielsweise immunhistochemische Farbungen, welche die Aktivitat
der Osteozyten messen kdnnen. Daflr wurden sich zum Beispiel primare Antiskleros-
tin-Antikdrper zur Quantifizierung von Sklerostin positiven Osteozyten eignen um maog-
liche alters- oder geschlechtsabhangige Unterschiede der Osteozyten Aktivitat zu un-

tersuchen. 60.110
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FARBEPROTOKOLLE
HE FARBUNG
e Hamalaun nach Mayer 7-10min
e HCI-Alkohol 2 Sec.
e Leitungswasser flie3end blauen 15-30min
e Aquadest kurz spulen

e Mikroskop Kontrolle
e Eo0sinG,1%ig, wassrig bis 3min

e Mikroskop Kontrolle, bei Bedarf nachfarben.

e A dest kurz

e Aufsteigende Alkoholreihe 70%), 80%,90%,96% kurz

e 100% Alkohol/ Propanol 1-2min
e Xylol 2x10min

e Eindecken in Pertex, Entellan oder Depex
Substanzen und Losungen

Hamalaun = Mayers Hamalaunlésung fur Mikroskopie von Merck 1.09249.0500, ba-

sischer Farbstoff, farbt saure (basophile) Bestandteile wie DNS, RNS

EosinG / Y = Eosin gelblich fir Mikroskopie von Merck 1.15935.0025, saurer Farbstoff
Ethanol 99%, Walter-CMP, WAL6426025, 25 Fass

Ethanol 96%, Walter-CMP, WAL6416025, 25 Fass

Depex, Serva18243.02,500ml, Essigsaure,100%, J.T.Baker, 6052

Ansatz der Farbelésungen nach Romais, Mikroskopische Technik, 18.Auflage
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AZAN FARBUNG

e 0,1%iges Azokarmin-G= Kernfarbung bei 60°C 5-7min
e Aquadest= spulen 1min
e 0,1%igerAnilin_Alkohol (90%) = differenzieren 5-20s
e 1%iger Essigsaure-Alkohol (96%) = auswaschen 1min

e Mikroskop Kontrolle= bei Bedarf weiter differenzieren oder nachfarben

e 5%ige Phosphorwolframsaure= beizen ca.45-50min
e A. dest=spulen 1min

¢ Anilinblau-Orange-Essigsauregemisch 15-20min

e A. dest=spulen sehr kurz

e 96% Alkohol= BGW wird klarblau 2x1min.

e Mikroskop Kontrolle= bei Bedarf nachfarben

e 100% Alkohol/ Propanol 5min

e Xylol 3x10min

¢ Eindecken mit Kanadabalsam, Pertex, Depex, Entellan

Substanzen und Losungen

Azokarmin G: Sigma-Aldrich A1091-10g

Aniline blue diammonium salt: Sigma-Aldrich 415049-25¢g
Orange G: Merck 1.15925.0025
Wolframatophosphorsaure-Hydrat, Merck 1005830.100

Anilin, p. A., C.Roth 9846.1

Xylene, J.T.Baker, 8118.2500

Ethanol 99%, Walter-CMP, WAL6426025, 25| Fass

Ethanol 96%, Walter-CMP, WAL6416025, 25 Fass

Depex, Serva18243.02,500ml, Essigsaure,100%, J.T.Baker, 6052

Ansatz der Farbelésungen nach Romais, Mikroskopische Technik, 18.Auflage
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X. Thesen zur Dissertation

1. Wirbelkorperfrakturen sind eine sehr haufige klinische Manifestation der Oste-
oporose.

2. Pradilektionsstellen fur Wirbelkorperfrakturen sind die Lendenwirbelsaule und
der thorakolumbale Ubergang. Osteoporotisch bedingte Frakturen der Halswir-
belsaule treten sehr selten auf.

3. Wirbelkorperfrakturen fihren zu einer verminderten Lebensqualitat, einer er-
hohten Mortalitat und einer erhohten Hospitalisierungsrate.

4. Durch den demografischen Wandel steigt die Inzidenz von osteoporotisch be-
dingten Wirbelkorperfrakturen stetig an.

5. Bei einer Osteoporose kommt es zu einem Missverhaltnis von Knochenaufbau
und -abbau, zugunsten des Knochenabbaus. Es kommt zu einem Verlust an
Knochenmasse und zur mikroarchitektonischen Verschlechterung der Kno-
chenstruktur.

6. Knochen besteht aus Kompakta und Spongiosa. Die Kompakta bildet die Kno-
chenhille und umhillt das Trabekelnetzwerk, welches die Spongiosa bildet.
Der Groliteil des Knochenstoffwechsels spielt sich in der Spongiosa ab.

7. Die wichtigsten Zellen des Knochenstoffwechsels sind Osteoblasten, Osteo-
klasten und Osteozyten. Osteozyten werden bis zu 25 Jahre alt und machen
bis zu 95 % aller Zellen des Knochenstoffwechsels aus.

8. Osteozyten nehmen eine regulatorische Schlusselrolle im Knochenstoffwech-
sel ein. Die Schlusselrolle der Osteozyten im Knochenstoffwechsel legt eine
Beteiligung an osteoporotischen Knochenumbauprozessen nahe.

9. Die Hamatoxylin Eosin Farbung ist eine geeignete Methode um trabekularen
Knochen und Osteozyten darzustellen.

10. Die Osteozytendichte unterscheidet sich weder zwischen den Langsabschnit-
ten einer Wirbelsaule, noch alters- oder geschlechtsabhangig.

11.Tiere haben eine grofere Osteozytendichte, breitere Trabekel und einen ho-
heren Knochenflacheanteil als Menschen.
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12.Gefundene Unterschiede in der Osteozytendichte zwischen Menschen und
Tieren zeigt, dass die in dieser Arbeit gewahlte Methodik geeignet ist um Un-
terschiede in der Osteozytendichte zu detektieren.

13.Die Dichte der Osteozyten spielt keine entscheidende Rolle bei altersbeding-
tem Knochenmasseverlust.

14.Die Trabekelbreite und der Knochenflacheanteil sind geeignete zweidimensio-
nale Parameter um die Trabekelstruktur zu beschreiben und zu bewerten.

15.Die Trabekel der Halswirbelsaule sind breiter, als in Brust- und Lendenwirbel-
saule.

16.Die Trabekelbreite und der Knochenflacheanteil nehmen mit steigendem Alter
ab.

17.Die Trabekel von Mannern sind breiter, als die Trabekel von Frauen.

18. Der altersabhangige Verlust der Trabekelstruktur ist starker, als geschlechter-
abhangige Unterschiede.

19. Immunhistochemische Farbungen (bspw. Sklerostin-AK) kénnen weitere Er-
kenntnisse Uber die Funktionalitat und Aktivitat von Osteozyten liefern.
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