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REFERAT

Mit hochfrequentem Ultraschall kénnen morphologesaind elastische Gewebseigenschaften
mit hoher oOrtlicher Auflésung zerstorungsfrei datgdit und quantitativ ermittelt werden. Die
mittels hochauflésender akustischer Mikroskopidibeabare akustische Impedanz spiegelt
die elastische Anisotropie wieder und korreliert gt dem elastischen Koeffizienjf Die
akustische Mikroskopie gilt als geeignete Methoaleraikroelastischen Knochenphanotypi-
sierung.

Ziel war es, den Einfluss einer Leptindefizienz digf strukturellen und mechanischen Kno-
cheneigenschaften des Femur der C57BI/6J Maus Betéicksichtigung des Alters und Ge-
schlechts zu untersuchen. Dadurch sollte zu eiressdsen und umfassenderen Verstandnis
um den umstrittenen Einfluss des obese (ob) Gensaimem Hormon Leptin auf den Kno-
chenstoffwechsel beigetragen werden.

Wildtyp (wt) und leptindefiziente (ob/ob) Mause wean im Alter von 3, 6, 9 und 12 Monaten
sakrifiziert. Messungen mit dem C-Bild Verfahren @0 MHz wurden an 57 transversalen
wt und 45 ob/ob Femurschnitten durchgefiihrt undstg&che Impedanz sowie strukturelle
Parameter ermittelt.

Sowohl Knochendurchmesser als auch Knochenmarksahesser anderten sich signifikant
unter dem Einfluss des Alters, Geschlechts unddenbination beider Parameter. Bezlglich
der Kortikalisdicke konnte eine leichte Abhangigkeim Alter beobachtet werden. Die Fe-
murlange zeigte nur unter dem Einfluss des Phéasdigmifikante Verdnderungen. Die akus-
tische Kortikalisimpedanz war signifikant abhangam Phanotyp, Alter und Geschlecht. Nur
innerhalb der 3 Monate- und der 9 Monategruppe nvere Werte der ob/ob Maus gegenuber
der wt Maus signifikant reduziert. Im Alter von V®naten waren die Impedanzwerte der wt-
Gruppe gegenuber der ob/ob-Gruppe leicht erhdht.

Die Beobachtungen geben Anhalt, dass die KnochHengeunter dem Einfluss der Leptinde-
fizienz reduziert ist und im spéteren Alter redueé&nochenneubildung und

—resorption gegeniber einer periostnahen bis 2entkanochenneubildung in der wt Maus
zumindest im periostnahen Bereich schliel3lich Zuehén Knochenfestigkeiten flhrt.

Marr, JOrg: Ultraschallbasierte Untersuchungen dttureller Parameter und
elastomechanischer Knocheneigenschaften unter deitluds einer Leptindefizienz am
genetisch veranderten C57BIl/6J - Mausmodell

Halle(Saalg, Univ., Med. Fak., Diss ,75 Seiten, 2009
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SYMBOLE UND ABKURZUNGEN
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wird die Richtung der kontinuierlichen Bewegungaisd die Richtung der
schrittweisen Bewegung ajdezeichnet.
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GLOSSAR

C-Bild

SAM

Der Wandler wird maanderférmig in einer Ebgrarallel zur Probenoberflache
gefuhrt. Ublicherweise wird das Puls-Echo-Signakiralb eines wahlbaren
Zeitfensters (Gate) demoduliert und integriertdaes pro Scanpunkt ein integ-
raler Spannungswert zur Verfiigung steht. Diese &remll einem zweidimen-
sionalen Grauwertbild zusammengesetzt. Im hiertvedzenen SAM100-
System wird hingegen von jedem Scanpunkt das kdtegells-Echo-Signal

gespeichert.

(=Scanning Acoustic Microscope). Das zu digsdreit verwendete
SAM200EXx ist eine modifizierte Version des KSI SABOL(Kramer Scientific
Instruments, Herborn, Deutschland)



1 EINLEITUNG

Unser Verstandnis Uber die ,Biologie des Knochemsfde in den letzten Jahren und Jahr-
zehnten nicht zuletzt durch die enormen Fortsehiitt Bereich der Maus- und Humangenetik
stark erweitert. Gleichzeit ist jedoch unser Wissendie physiologischen Vorgénge und
Gegebenheiten auf molekularer und genetischer Efectesehr stark eingeschrankt und
somit wiederum unser Verstandnis um die Pathoplygi®von Knochen- und Knorpeler-
krankungen. Dieses Wissen ist allerdings die Vaaizsing zur Etablierung und Weiterent-
wicklung adaquater und erfolgreicher Therapienzigbleder Osteoporose und Osteoarthritis.
Die bereits aktuell durch die Osteoporose bestehendiookonomische Problematik wird
sich in den néchsten Jahren durch unsere demogcighSituation weiter verscharfen. Neue
Forschungsergebnisse, vor allem zu Regulationsmesrthan und Schlisselfaktoren des
.Knochenremodeling® kdnnten jedoch zu einem Waradidr einer Weiterentwicklung unse-
res Wissens fuhren und zu Fortschritten in der Bélumg von Knochenerkrankungen beitra-
gen.

In den letzten Jahren haben genetisch verandemisitadelle ein immer groReres Potential
entwickelt, in bislang unerforschte Bereiche vormgen und neue ldeen in Bezug auf die
Therapie regenerativer Erkrankungen zu entwick®@ia.Bedeutung solcher Mausmodelle ist
nicht zuletzt durch die Nobelpreisverleihung firdvien oder Physiologie 2007 [92] an die
Forscher Mario Capecchi, Oliver Smithies und Madtievans deutlich geworden, die das
Verfahren entwickelt haben, gezielt bestimmte Gamgschalten zu kdnnen und somit die
sogenannte ,Knock-out-Maus*® ins Leben gerufen haben

Aktuelle Arbeiten an solchen Modellen [3-5,11,62 133] liefern stichhaltige Beweise, dass
die Knochenstruktur und Knochenfestigkeit durchedirgrenzte Zahl von Genen reguliert
wird. Der Maximalwert der Knochendichte, der wéaltteles pubertaren Wachstums auftritt,
wird als einer der starksten Determinanten fluresgabsteoporotische Frakturen angesehen
[11]. Aufgrund von Zwillingsstudien [25,60,65,958,120,126] schatzt man heute, dass Uber
70% der Variabilitéat der Knochendichte genetisctihgt ist.

Durch die Entwicklung genetisch veranderter Mauselledstehen beispielsweise Biologen
ausgezeichnete Moglichkeiten zur Verfigung, Knoelndéwicklung, Knochenmetabolismus,
aber ebenso Physiopathologien und therapeutiscloednesmen zu untersuchen und zu ent-
wickeln.

Aus dieser Bandbreite an Modellen hat das obesenr@eseinem Produkt Leptin viel Auf-
merksamkeit und Interesse auf sich gezogen undenluatdalt von mehr als 1000 Publikatio-
nen innerhalb der letzten Jahre.



2 Grundlagen Knochen

Trotz alledem ist unser Verstandnis tber desseftuEsauf Knochenentwicklung,
Knochenphanotyp und Knochenremodeling nach wiesebr umstritten. Dies verlangt nach
neuen und hochauflésenden Techniken, um sensibejuantitativ den Einfluss der
Leptindefizienz auf den Knochenphanotyp zu anatgsieind so zur Vervollstandigung und

Klarung des Verstandnisses beizutragen.

2 GRUNDLAGEN KNOCHEN

Knochen ist ein biologisches Material, das im Ramis@ner funktionellen Aufgaben standi-
gem Umbau ausgesetzt ist. Nicht nur die VorbeugiamdViaterialermiidung, sondern auch
seine Aufgabe der mechanischen Stitz- und Haltéhmén erfordert Reaktion auf stetig
wechselnde Belastungen und Beanspruchungen. AedRaparatur von Mikro- und Makro-
traumen erfordert Umbauprozesse. Nicht zuletzttdlen Knochen als bedeutender Kalzium-
und Phosphatspeicher und unterliegt permanenteari®lisations- und Demineralisations-
vorgangen.

Im Rahmen dieser Veranderungen zeigt gesunder Kemoatiaquate, den Anforderungen
angepasste Umbauprozesse, die als Knochenremodelmegchnet werden. Um diese Aufga-
ben erfullen zu kénnen, ist Knochen mit vier spgeeiien Zellen ausgestattet: den Osteoblas-
ten, Osteozyten, endostalen Saumzellen und deKdsséen.

2.1 Allgemeine Makrostruktur der Extremitatenknochen

Alle Extremitatenknochen des Menschen, aber aucMdes, bestehen aus langen Réhren-
knochen (Ossa longa). Diese bestehen aus einenft @atzgphyse) und zwei Enden (Epiphy-
sen). Letztere sind mit hyalinem Gelenkknorpel dbgen und bilden die Gelenkflachen.
Zwischen Epiphyse und Diaphyse befindet sich di¢alpleyse, welche sich als verbreiterter
Knochenabschnitt darstellt. Die Epiphysenfuge sitte nach der Pubertat schliel3t, befindet
sich zwischen Metaphyse und Diaphyse und stellWehstumszone des Knochens dar. Sie
wird nach Verknocherung alimea epiphysealibezeichnet.

Die auRere Wand des Knochegalfstantia corticalisKortikalis) besteht aus kompaktem
Knochen (abstantia compacta&Kompakta) und ist im Schaftbereich dicker alsEpmphy-
senbereich. Die Kompakta umschliel3t die Markhdkeke Kinochens, welche beim Erwachse-
nen mit gelbem Knochenmark gefillt ist. Die Epipgrysind Metaphysen bestehen haupt-
sachlich aus einer trajektoriellen Anordnung voro&menbalkchenstbstantia spongiosa
Spongiosa), die mit blutbildendem, rotem Knocherkaausgefullt sind.



2 Grundlagen Knochen

Uberzogen wird der Knochen, ausgenommen den Gédehieh, von auRen mit Knochenhaut
(Periost), die aus zwei funktionellen Schichtenéles einer derben &ulReren aus vorwiegend
Kollagenfasern und der zell-, gefal3- und nervehendambiumschichisratum osteogeni-
cun), von welcher Knochenneubildung durch OsteoblastiEmenzierung ausgeht. Die Ober-
flache der Spongiosatrabekel, sowie die zur Marlhbkfindliche Oberflache der Kompakta
werden mit Endost bekleidet, das vor allem aufgrdexdgrol3en Oberflache einen hohen

Stellenwert fiir Resorptionsvorgénge einnimmt [29].

2.2 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix oder Interzellularsubstanz besttgesehen von einem Wasseranteil
(~10%), aus einer organischer26%) und einer anorganischen oder mineralischengéem
nente 65%) [112]. Der mineralische Anteil besteht zumfyjeih Teil aus Hydroxylapatit-
Kristallen, welche parallel zu Kollagenfasern amgeet und von gebundenem Wasser umge-
ben sind. Weiterhin enthalten sind Kalziumcarbamat amorphes Kalziumhydrogenphos-
phat. Die Matrix enthélt aul3erdem verschiedeneripwebei Kalzium-, Phosphat-, OH- und
Carbonationen den gréf3ten Anteil darstellen. Dmrganischen Bestandteile werden in die
organische Knochengrundsubstanz eingelagert uggis®o fir die Festigkeit des Knochens.
Die organische Komponente besteht zu 90% aus Kealldyp |, das von den Osteoblasten
produziert wird und durch Lamellenbildung und Qunetzung dem Knochen Zugfestigkeit
und Elastizitat verleiht und die Kalzifizierungsmatdarstellt. Im Lamellenknochen adulter
Sauger und Menschen sind die in Bundeln parallgéardneten Kollagenfibrillen nach dem
Lwisted plywood Modell* in Schichten angeordneie dukzessiv um 30° gegeneinander ver-
dreht sind und einzelne Einheiten bilden [46,47¢ Dicke der einzelnen Lagen kann stark
variieren, so dass der Eindruck einer Sperrholkgirientsteht. Die organische Komponente
besitzt noch weitere Kollagene, nichtkollagene &rn& und Glykoproteine, deren Funktion

zum Teil noch unbekannt und aktueller Gegenstanérdeschung ist [29].
2.3 Spezifische Zellen des Knochens

2.3.1 Osteoblasten

Osteoblasten sind einkernige Zellen, die alle wiiseen organischen Matrixkomponenten
(Osteoid) bilden. Diese Substanzen werden nach Skgten abgeschieden, so dass sich die
Zellen allmahlich selbst in ihr Osteoid einmauern.

Osteoblasten weisen eine hohe Syntheseleistungnaugind reich an alkalischer

Phosphatase, welche als Kennmolekdl fir die Oststdnhdifferenzierung fungiert [29].



2 Grundlagen Knochen

Die knochenaufbauenden Zellen entstehen aus midtign Stromazellen, welche sich unter
dem Einfluss, vor allem von Bone Morphogenetic &iret (BMPs), in bipotente mesenchy-
male Vorlauferzellen (Progenitorzellen) und Préoistasten differenzieren kénnen. Préos-
teoblasten und bipotente Progenitorzellen befirgdemim Knochenmark, Endost und Periost
[29].

2.3.2 Osteozyten

Osteozyten stellen in verkalkte Knochenmatrix elbragge Osteoblasten dar und sind der do-
minierende Zelltyp des Knochens. Sie sind untereleaund mit Osteoblasten und endost-
alen Saumzellen Uber ihre Zellfortséatze durch Nexanrbunden. Die Osteozyten bilden ein
dreidimensionales zellulares Netzwerk, dem die Ab&gyeines mechanosensorischen Organs
zugeschrieben wird [88]. Die Zellen sollen durcreihohe Sensitivitat gegeniber mechani-
scher Belastung, vor allem der Scherbelastung,Anpassung des Gewebes durch Knochen-
remodeling bewirken. Man vermutet, dass sie mesiari Stimuli in chemische Signale
Ubersetzen und an die Osteoblasten weiterleite@3124,140]. Weiterhin wird angenommen,
dass das Zellnetzwerk die informationsliefernddl&tgemar dem ,Wolff'schen Gesetz",

des adaptiven Knochenremodelings darstellt [88].

2.3.3 Endostale Saumzellen

Es handelt sich hierbei um flache Zellen mit abgtptem Zellkern, die einen kontinuierli-
chen Zellverband auf den Trabekeln und auf derem®berflache der Kortikalis bilden. Die
endostalen Saumzellen sind ruhende Osteoblastesinthdintereinander und zu den Osteo-
zyten mittels Nexus verbunden. Sie sind wahrsclogiin der Regulation der Knochenre-
sorption beteiligt, indem sie den Osteoklasten enosionsfahige Oberflache schaffen [29].
Endostale Saumzellen leiten sich ebenso wie Oststan und Osteozyten von Osteoproge-

nitorzellen ab.

2.3.4 Osteoklasten

Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen und mahEh terminal aus hamatopoetischen
Zellen des monozytaren Phagozytensystems (MPSreliftziert [64]. Die Zellen befinden
sich typischerweise im Bereich der Trabekel in sag@aten Howship schen Lakunen oder in
kompaktem Knochengewebe in der Spitze von Erosionsin und sind fiir den Abbau von
Knochensubstanz zustandig.

Die Zellen bestehen jeweils aus einer lakunéareikdbgn) und einer stromawartigen

(basolateralen) Membranoberflache. Am apikalend@olZellen befindet sich ein



2 Grundlagen Knochen

Burstensaum (ruffled border) zur Oberflachenvergriflg mit angrenzender Haftzone
(,sealing zone*). An der lakunaren Oberflache findke Knochenabbau- und Re-

sorptionsvorgange statt [29].

2.3.5 Regulation von Osteoblasten und Osteoklastenfunkin

Wie bereits einleitend erwéhnt wurde, unterliegbBmengewebe lebenslangen Umbauvor-
gangen (Remodeling), die unter anderem, in Abh&meiigom Grad der mechanischen Be-
lastung, fir ein optimales Verhaltnis zwischen Kmaestruktur und —masse sorgen sollen.
Waéhrend des appositionellen Wachstums lagert dassPauf die Diaphyse standig neuen
Knochen ab, der von innen her, das heif3t von dekihiéle wieder abgebaut wird. Nachdem
diese Vorgange im Erwachsenenalter beendet webdgmnen sie im héheren Alter bis zu
einem gewissen Grad erneut, wobei die endostalerpiem den periostalen Anbau Uberstei-
gen kann. Die Dicke der Kompakta sowie die Grofsebkhohle werden demnach vom
Verhaltnis der jeweiligen An- und Abbaurate geref#f]. Ansonsten spricht man im korti-
kalen Knochen vom ,sekundéren Osteon Remodelingj“dbm primére Osteone und Gene-
rallamellen durch sekundare Osteone ersetzt weRBkdiesem Prozel3 wird der von Os-
teoklasten gebildete Resorptionstunnel durch Otdstdn mit neuer Knochensubstanz gefillt
[112]. Bei diesen gegenlaufigen Mechanismen igtssentiell, dass Abbau und Wiederaufbau
in einem fein abgestimmten Gleichgewicht zueinamstiehhen. Durch die Umbauvorgange
findet nicht nur eine permanente Knochengewebserneg, sondern auch eine Anpassung
des Mineralgehaltes statt. Die genauen Regulatieasamismen des Remodeling sind noch
nicht anndhernd in ihrer Gesamtheit erschlossen verstanden und sind aktueller Gegen-
stand der Forschung. Um den Rahmen der Arbeit ziclsprengen, sollen hier nur einige
grundlegende Verstandnisse geschaffen werden.

Systemisch kann Remodeling durch Wachstumshorn®&stelddriisen- und Nebenschilddri-
senhormone aktiviert und durch Kalzitonin und Kswti gehemmt werden. Neben dem sys-
temischen Weg gibt es aber auch lokale Einflusefekt, beispielsweise Traumata, Implan-
tate und mangelnde Blutversorgung des Knochengesydimein Remodeling auslosen kon-
nen [112]. Aufgrund der erwahnten notwendigen Haestienmung zwischen den resorptiven
und aufbauenden Aktivitaten scheint die Frage maghlierenden Faktoren von Osteoblas-
ten- und Osteoklastenaktivitéat von besonderemeéssa. Osteoblasten bilden verschiedene
Zytokine, wie beispielsweise Interleukin-6 (IL-Blattchenwachstumsfaktor (PDGF), Tu-
mornekrosefaktor (TNF), Transforming Growth Fact@ (TGF-p),

10



2 Grundlagen Knochen

Insulinlike Growth Factor —I und —Il (IGF-I, -l)Macrophage Colony Stimulating Factor
(CSF-1) und einen membranstandigen Osteoprotegagrand Receptor Activator of Nuclear
FactorkB Ligand (RANKL).

Dabei wirken TGH3, PDGF, IGF-I und —Il autokrin auf Osteoblasten kndnen so
Proliferation von Osteoblasten bzw. Praosteoblastiear auch die Osteoidbildung stimu-
lieren [29]. Erlebacher et al. [36] haben z.B. ggizelass TGH eine wichtige Rolle in der
Kopplung zwischen Resorption und Knochenaufbauieimt [36]. Er wird von Osteoblasten
in die Knochenmatrix eingebaut und durch osteoéitasResorption wéhrend des Remode-
lingprozesses freigesetzt und kann dann seine Wirlauf Osteoblasten und Osteoklasten
entfalten [90,94]. Zwei Transkriptionsfaktoren, @isentiell fir die Osteoblastenproliferation
und —differenzierung sind, sind der Core Bindingtbal (Runx2) [31,69,91] und Osterix
[64]. Neben autokrinen Faktoren gibt es zudem ddstére Faktoren wie I1L-6 und TNE-

die Osteoklasten aktivieren und CSF-1, sowie ddedpsotegerin-Ligand, welche essentielle
Differenzierungsfaktoren fur Osteoklasten aus Odésben-Progenitorzellen sind.

Die Progenitorzellen der Osteoklasten gelangen digeBlutbahn in das Knochengewebe
und mussen in Zellkontakt mit Saumzellen oder Gd&sten treten, um zu Osteoklasten fu-
sionieren zu kénnen. Dieser Zellkontakt findet oiien dem Osteoprotegerin-Rezeptor
(RANK) von osteoklastaren Progenitorzellen und RANi{att. Weitere osteoblastare Fakto-
ren der Osteoklastendifferenzierung sind Interleki-6, -11, TNFe und Prostaglandin E2.
Abbildung 1 soll die Wechselwirkungen zwischen Osteoblast@sttoklast und die tra-
gende Rolle der Osteoblasten in der Aktivierung Difterenzierung der Osteoklasten ver-
deutlichen.

Sowohl Knochenresorption, als auch Knochenaufbaerliegen unter anderem einer Regu-
lation Uber32-Rezeptoren, die tber die Stimulation der RANKLi®Byese die Osteoklasten-

differenzierung férdern und somit dem Knochenabarschub leisten [13].

11
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Mononukleare
Osteoklasten-

Fusion
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Parathormon Osteoprotegerin
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~~
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Abbildung 1 Differenzierung und Aktivierung von Osteoklastemsi®n von Osteoklasten-
Progenitorzellen und daraus folgende EntstehungQsteoklasten durch Zell-Zell Kontakt
mit Osteoblast Uber RANK/RANKL und Cadherin 6. Netwdig dafir ist CSF-1. TNE;
Interleukine und Prostaglandin E-2 als Aktivatodss Osteoklasten. Calcitonin hemmt die
Osteoklastenaktivitat, Calcitriol aktiviert die @sklastenbildung und -aktivierung sowie die
Osteoidbildung [29].
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3 LEPTIN

Leptin (griechisch: leptos = diinn) und sein Gendear1994 nach jahrelanger Suche von
Zang et al. [142] entdeckt, nachdem der obese Gemn(ob/ob), dem das Hormon Leptin
fehlt, schon 1950 von Ingalls et al. [61] symptois@t beschrieben wurde. Dabei handelte es
sich um extrem fettleibige M&use mit gestortemi§anigsgefihl, Insulinresistenz, Hyper-
lipidamie und Hypogonadismus. Das Interesse booatgdyekannt wurde, dass Leptin auch
im Organismus des Menschen hergestellt wird unttalenFunktionen bei der Regulierung
der Nahrungsaufnahme und des Gewichts ausubt. litatégemein bekannt, dass Leptin
primar mindestens ein Informationssignal zur Ubétarig des aktuellen Korperfettgehalts
an unser Gehirn darstellt [86,122,142]. Uber negafiickkopplung [42] konnen Appetit und
Energieaufnahme reguliert und verschiedenste Kfupktionen dem aktuellen Energiehaus-
halt angepasst werden.

Im Folgenden soll nur ein kleiner Uberblick (ibes gieiotropen Funktionen des Hormons
gegeben werden. Viele interessante und komplexeeHieiten und Interaktionen missen
dabei unerwéahnt bleiben.

Das aus 167 Aminoséauren bestehende Proteohormdrhauptsachlich in Adipozyten pro-
duziert und von dort in die Blutbahn sezerniere Birkulierende Plasmakonzentration von
Leptin korreliert positiv mit dem Fettgehalt [50,88]. Uber ein insulinabhangiges Transport-
system wird das Adipozytokin in die Cerebrospirim§ligkeit aufgenommen, speziell in
Strukturen der Medianen Eminenz [10]. Am starksseder Leptinrezeptor im Nucleus Ar-
cuatus und in Teilen des ventromedialen, dorsorfexdiducleus des Hypothalamus expri-
miert [34,37,49,85,115]. Leptin kann dementspredhdrer hypothalamische Rezeptoren und
Neuronen agieren [114,123]. Zum einen hemmt esrdhdlie Produktion der Appetit stimu-
lierenden Neuropeptide Neuropeptid Y und Agoutated Protein (AgRP), zum anderen aber
auch die Produktion von Proopiomelanocortin (POMGJ Cocaine Amphetamine Regulated
Transcript (CART), welche Appetit zigelnde Wirkumgd hemmende Wirkung auf den
Energiemetabolismus besitzen [26]. Eine AbwesertestHormons, wie sie bei der ob/ob
Maus vorkommt, fhrt zu unkontrollierter Nahrungseinme und zu resultierender enormer
Fettleibigkeit. Die Hoffnung, Leptin als Appetitgéindes Medikament einsetzen zu kdnnen
ist verstandlich, blieb aber leider unerfillt, da érol3teil der adipdsen Menschen eher an
einer Leptinresistenz leidet [1] und sich die Siibsbn des Hormons als sinnlos erweisen
wrde.

Wie bereits erwéahnt, ist man sich heute einig darithass Leptin eine entscheidende Rolle

bei der Anpassung des Organismus an den aktuetlergiehaushalt darstellt.
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3 Leptin

Allerdings hat das Hormon im Rahmen dieser Aufgaibbt nur bedeutende Wirkung auf
Appetit, sexuelle Entwicklung [77,82], Reprodukti@2], Hamatopoese [44], Immunsystem
[74], Angiogenese [117] und den Gastrointestinkttf@], sondern tbt auch einen erheblichen
Einflu3 auf die Regulation von Knochenresorptiod kimochenaufbau aus. Seit langerem ist
bekannt, dass das Kérpergewicht ein wichtiger Detaant fir die Knochendichte ist [84]

und dass Fettleibige wahrend der ,knochenaufbauedalere“ mehr Knochenmasse zulegen,
wobei Fettleibigkeit und erhéhtes Kérpergewichsjp@iteren Lebensjahren, vor allem bei
postmenopausalen Frauen einen Schutz gegen Kndoffandarstellt [38,106,128,131].
Umso interessanter war und ist es herauszufindebeptin der Schliissel zwischen

Fettgehalt und Knochenmasse ist.

3.1 Leptin und seine Rolle im Knochenstoffwechsel

In einigen Arbeiten wurden zunachst rein knochenph#ische Veranderungen an ob/ob
Mausen beobachtet. In Arbeiten von Ducy et al. Rijte sich bei leptindefizienten Mausen
gegenuber dem Wildtyp-Stamm ein héherer Gehaltiaenalisierter Knochenmatrix der
Wirbelsaule und der Tibia, sowie erhdhte trabelaukdnochenvolumina bei gleichen korti-
kalen Knochenvolumina. Besonders interessant emschass trotz eines durch die Leptinde-
fizienz auftretenden Hypogonadismus, der zu eirgte@klastenzahlerh6hung fuhrt und einen
Hyperkortisolismus, der die Osteoblastenfunktiaumert und in Osteoporose resultiert
[2,30], ein Phanotyp mit hoher Knochenmasse auttegttin wurde eine stark knochenauf-
bauende Wirkung zugesprochen, da ausgeschlossee vdass sich die Beobachtungen als
sekundare Folge des Ubergewichts bei ob/ob Mausggben [6,30]. Wahrend die Aussagen
von Ducy von weiteren Autoren [6,63] gestiitzt wurdstellten andere Autoren gegensatzli-
che Ergebnisse vor. Steppan et al. [124] beobashtat leptindefizienten ob/ob M&ausen so-
wohl niedrigere Gesamtkdrper-Knochenmineraldictme tKnochenmineralgehalt, als auch
niedrigere Femur-Knochenmineraldichte und —geladhand des db/db-Mausmodells, bei
dem ein funktioneller Leptinrezeptor fehlt, beoktatén Lorentzon et al. [75] eine aus-
gepréagte Osteopenie mit reduzierter kortikaler Bigkd reduzierter Trabekeldicke gegen-
Uber gesunden Mausen. Foldes et al. [40] und Mahay, [80] beobachteten an Diabetes-
Ratten [144] mit fehlendem funktionalen Leptinremegbenfalls reduzierte Gesamtkorper-,
diaphysale und metaphysale Knochenmineraldichteéimmthenmineralgehalt verglichen

mit gesunden Ratten.
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3 Leptin

Hamrick et al. [53] untersuchten die Hypothesesahs Wirkung Leptins auf den Knochen je
nach lokalen Einflissen wie mechanischer BelastMugkelmasse und Verhalten der Kno-
chenmarkszellen unter dem Einfluss des hohen Fetligs, von skelettaler Region zu Region
unterschiedlich ist. Wie bereits erwahnt, galt bisldlass Fettleibigkeit und erhéhtes Koérper-
gewicht vor allem bei postmenopausalen Frauen estobntz gegen Knochenabbau darstellt.
Hamrick et al. und weitere Autoren [53,66,137,14dben Anhalt dafir, dass die Muskel-
masse fiur die Knochenbildung wéhrend des Wachstom£ntscheidenderer Bedeutung als
der Fettgehalt ist. Hamrick et al. beobachtete@%rnBl/6J ob/ob Mausen gegeniber gesun-
den C57BI/6J Mausen am Femur einerseits signifikaahizierte Werte fur die Femurlange,
Knochenmineralgehalt (BMC), Knochenmineraldicht®(®), Kortikalisdicke und trabekula-
res Knochenvolumen, andererseits an der Wirbelsitlghte Werte fir die Wirbelséaulen-
lange und —breite, BMC, BMD und trabekulares Knaoslsdumen. Die Autoren bestatigten
durch ihre Ergebnisse die Hypothese, dass Leptia¢gh Region unterschiedliche Einfllisse
auf das Knochenwachstum hat.

Auf zellularer Ebene zeigte sich in den Untersugfamvon Hamrick [53], dass die diinnere
Kortikalis der ob/ob Mause eine signifikant niedtig Osteozytendichte aufwies und somit
eine geringere Rate der Osteoblastendifferenzienidgrspiegelte. Weiterhin zeigte sich
eine signifikante Erh6hung der Osteoklastenzallkim Femura. Der Knochenstoffwechsel
der genetisch veranderten Mause lasst folglichvaurhinderten Knochenaufbau bei gleich-
zeitig erhéhtem Knochenabbau schliel3en.

Die Analyse der Knochenmarkszellen ergab in deretdntchungen von Hamrick bei gleicher
Gesamtzahl an Zellen eine erhebliche Erhdhung dea an Adipozyten in der ob/ob
Maus, wobei diese im Bereich der mittleren Diaphstsea ein Drittel der Markhohle ein-
nahmen und im Vergleich dazu bei den gesundenfetdten. Fettzellen produzieren Fak-
toren, wie beispielsweise das Zytokin Interleukif#6,83], dass zur Differenzierung von
knochenabbauenden Osteoklasten aus noch unreifchkKnmarkszellen beitragt [107]
(sieheAbbildung 2). Weiterhin wurde Adipozyten eine hemmende Wirkangdie Os-
teoblastenaktivitat in der Zellkultur nachgewie$&h]. Reid [107] vermutet einen kausalen
Zusammenhang zwischen der hohen Anzahl an Adipoaytd der Osteopenie und bringt
dafur zwei Hypothesen. Zum einen kdnnte es sicleumphysikalisches Phanomen handeln,
indem sich die grof3e Anzahl an Fettzellen auf Kosieer anderen Zellreihe ausdehnt und
diese im Knochenmark verdrangt. Alternativ konrgesein, dass sich Vorlauferzellen im
Knochenmark unter dem Einflu® der Leptindefizierzdrzugt in Adipozyten anstatt in kno-

chenaufbauende Osteoblasten differenzieren [13@}efdem wird ob/ob Mausen ein hoher

15



3 Leptin

Gehalt an zirkulierenden Glukokortikoiden zugeseein, die eine Differenzierung der Bin-
degewebszellen in Richtung der Adipozyten bewirl28).

Eine weitere wichtige Beobachtung Hamricks Untensmgen war die verminderte TER
Anfarbbarkeit des Knochenmarks der ob/ob Maus [B@J3-1 erhdht die Osteoblastenproli-
feration und Matrixbildung [16,45] und kann die feffenzierung von Osteoklasten hemmen
[54]. Fehlende TGE-1 Aktivitat kann folglich in erhdhter Osteoklastiifierenzierung bei
gleichzeitig reduzierter Osteoblastenproliferatima Matrixbildung resultieren (siehe
Abbildung 2). Zu allerletzt fihren reduzierte TEHA Rezeptorsignale zu reduzierter Osteo-
zytendichte [39]. Hamrick stiitzt somit die Hypothedass die Osteozytenzahl eine wichtige
Determinante fir das Knochenvolumen darstellt [185] in-vitro Untersuchungen zeigten
Gabay et al. [21,43], dass Leptin die Expressiah $ekretion von IL-1 Rezeptorantagonist
aus humanen Monozyten induzierte, was eine IL-initezlte Zunahme des Knochenum-
satzes bewirkt.

Der mediobasale Hypothalamus ist ein Angriffspuiiki_eptin [37,127], und eine gut be-
schriebene Konsequenz der Leptindefizienz ist eedazierte Aktivitat des sympathischen
Nervensystems [18]. Takeda et al. [125] konnter &ptinabhé&ngige neuronale Regulation
der Knochenbildung Ubgi2-adrenerge Rezeptoren, die sie auf Osteoblasteieria feststel-
len (sieheAbbildung 2). Das hypothalamische Neuropeptid CART, dessemdSspn durch
Leptin kontrolliert wird und in ob/ob Mausen fastigtandig fehlt [70], steigekiber eine
Hemmung der RANKL-Synthese durch Osteoblasten dtedxlastogenese [33] (siehe
Abbildung 2). Weiterhin stimuliert Leptin die Expression vost€oprotegerin [21,59].
Elefteriou et al. [33] haben durch ihre Untersudemdie Erkenntnis etabliert, dass Leptin-
regulierte neuronale Signalwege in der Lage sieitldbSeiten des Knochenremodeling zu
kontrollieren, ndmlich die Resorption durch Ostesktn und die Bildung neuer Knochen-
substanz durch Osteoblasten.

Neben diesen indirekten Effekten Leptins auf dendfenstoffwechsel exprimieren Kno-
chenzellen selbst Leptinrezeptoren [27,108] und singriffspunkte fir das Hormon
[27,109,130], so dass Leptin einen direkten Eirsflagf die Osteoklastenbildung [27,59],
Osteoklastenentwicklung [27], Osteoblastenproltiera[27] und —differenzierung [130] so-
wie Chrondozytenaktivitat [27] austbt (sieflebildung 2). Diese Funde stehen im Einklang
mit dem von Hamrick et al. [53] beschriebenen Kresgshanotyp der Leptindefizienten
ob/ob Maus.
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Zusammengefasst ist Leptin in der Lage in den Kaostoffwechsel einzugreifen, indem es
auf die Osteoblasten und die Osteoklasten sowedkidals auch indirekt wirken kann und
somit einen wichtigen Stellenwert in der Knochergblpgie einnimmit.

Um den klinischen Bezug nicht auR3er Acht zu lasstsilt sich zu allerletzt die Frage nach
klinischer Evidenz. Wéahrend einige Autoren einerétation zwischen dem Serumleptinlevel
und BMD [12,48,111,129,139,143] oder BMC [93] bediitan konnten, haben andere keine
Korrelation [79,89,97] oder sogar eine negativerKlation [14,134] gefunden. Wahrend all
diese Studien an erwachsenen Personen, vorzugaregestmenopausalen Frauen durchge-
fuhrt wurden, zeigen Whipple et al. [136] in eilstudie an Kindern und jungen Erwachsenen
Ergebnisse auf, die Anhalt dafiir geben, dass LejastsnkKnochenwachstum des jungen Men-
schen steigert, indem es die Reifung vorantreibisEwohl bekannt, dass wahrend der Ent-
wicklungsjahre ein starker Zuwachs an Knochenmimararfolgt und eine erhéhte Kno-
chenwachstumsrate vorherrscht [119]. 25% des gesaadulten skelettalen Mineralgehaltes
wird wahrend der Adoleszenz erworben [9]. Leptielesind besonders hoch wahrend der
Pubertat, und das Alter der Pubertat korrelierersvmit dem Serumleptinlevel [81]. Ein ver-
spateter Zeitpunkt der Menarche ist ein Hauptrisiktor fir Osteoporose, und es gibt eine
starke inverse Korrelation zwischen der BMD-Spiinel dem Lebensalter zum Zeitpunkt der
Menarche [96,110]. Der Zenit des BMD-Wertes stlien wichtigen Faktor in der Ent-
wicklung osteoporotischer Frakturen dar [73,116].

Der Link zwischen Leptin, Fettgehalt und Knochedbilg ist also besonders interessant vor
der Pubertat und wahrend der Entwicklungsjahrevis demnach vermutet, dass die ent-
scheidende Rolle Leptins im Knochenstoffwechseliarder Pravention der Osteoporose in
friheren Lebensabschnitten liegt und nicht zu ei@eftraum, in dem Knochenabbau statt-
findet [51].
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Abbildung 2 Vereinfachtes
Schaubild Gber einige Effekte Lep-
tins auf den Knochenstoffwechsel.
Es kann zum einen zentral via Hy-
pothalamus oder Fettgewebe
wirken, zum anderen direkt auf die

Peripherie.
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4 GRUNDLAGEN ULTRASCHALL UND FUNKTIONSWEISE EINES AKUSTISCHEN

M IKROSKOPS

Unter dem Begriff Ultraschall verstehen wir meclsahe Wellen mit Frequenzen oberhalb
von ca. 20 kHz, die damit oberhalb der menschlidhérschwelle liegen. Bei einem bildge-
benden akustischen Mikroskop sendet ein Pulsendinezen elektrischen Impuls an einen
Wandler mit piezoelektrischer Keramik, welcher dreslurch mechanische Verformung, also
der Nutzung des inversen piezoelektrischen Effekt@sechanische Energie, eine Schall-
welle, umwandelt und emittiert. Mit Hilfe einer aMandler angebrachten Linse wird diese
Schallwelle fokussiert. Die Wellenlangeund die Schallfeldgeometrie bestimmen das Auf-
l6sungsvermogen (der minimale Abstand zweier Pyrmkéegerade noch getrennt voneinan-
der wahrgenommen werden kénnen) eines akustiscitdgeBungssystems. Die Wellenlange
hangt entsprechend Formel (1) von der Freqyfemmzd von der Ausbreitungsgeschwindigkeit

cder Welle ab:
A=— (1)

Am Ubergang zwischen zwei Medien wird bei senkrechAuftreffen der Welle auf die
Oberflache ein Teil der Schallwellenenergie reflaktund der andere Teil dringt in das
zweite Medium ein. Die Grol3e des an der Grenzflaefiektierten Anteils ist dabei abhangig
von der akustischen Impedanz Z des Mediums. Refaxiund TransmissionskoeffizientBn
undT lassen sich nach (2) und (3) aus den akustisechpadanze der beiden Medien be-

rechnen, wobei die Indizes die beiden Medien 12ikdnnzeichnen:

_4,-Z
s @)
_ 27,
s (3)

Durch den direkten piezoelektrischen Effekt des Wens wird der auf den Wandler einfal-
lende reflektierte Teil der Welle wieder in elektiie Spannung umgewandelt, durch eine
Empfangselektronik verstarkt und durch einen A/DAdlar digitalisiert. Auf diese Weise

kann die akustische Impedanz des zweiten Mediums ther Probe bestimmt werden. Z er-

gibt sich aus dem Produkt von Schallgeschwindigkaind Massendichte (siehe Formel 4).
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4 Grundlagen Ultraschall und Funktionsweise einest@schen Mikroskops

Z=ple 4)
Die Einheit der Impedanz ist 1 rayl = 1 kgsi.
Voraussetzung zur quantitativen Nutzung der akelstis Mikroskopie ist das Auftreffen
einer ebenen Schallwelle senkrecht auf die Obdrd&@ter Probe. Dies ist nur der Fall, wenn
sich die Probe genau im Fokus des SchallfeldesdetfiAbbildung 3 zeigt schematisch ein
fokussiertes Schallfeld. Damit das laterale Aufliggvermdgen maoglichst hoch ist, ver-
wendet man stark fokussierte Wandler mit einer sptlden Linse. Die laterale Auflosung
hangt von der Frequenz und dem Schwingerdurchmabsand |asst sich wie eben erwahnt
durch Fokussierung verbessern. Das laterale Auflistermdogen ergibt sich bei einem fo-
kussierten Schallfeld mit dem KrimmungsradR@C (Radius of Curvature) und einem
Wandlerdurchmesser D = 2a, dessen Mittelpunktisicbrsprung eines kartesischen Koor-

dinatensystems befindet, nach folgender Formel:

. ROC
Dt =1028- 4- = (5)
y
_ 2. ROC
larz‘emzl_l'ozg;L 2-a
X .
ROC
© Y _ 6dB

V4

F,=708.4] ROC
2-a

Abbildung 3 Schematische Darstellung eines fokussierten Selusbs [15].

Nach Dunn et al. [32] konnen bei Verwendung eirleskn Schallfelddurchmessers und
kurzer Wellenlange im Verhaltnis zur Mikrostruktles zu untersuchenden Gewebes die
mikroskopischen Gewebeeigenschaften untersuchtenekbraussetzung ist, dass die
Strukturen grof3er als die Wellenlange sind undleihder Welle an den Strukturgrenzen
reflektiert wird.
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4 Grundlagen Ultraschall und Funktionsweise einest@schen Mikroskops

Da das Auflosungsvermodgen maf3geblich von der Wélhgie abhangig und die Wellenlange
wiederum eine Funktion der Frequenz ist, ist daliehWahl entsprechend hoher Frequenzen
das Auflésungsvermdgen eines akustischen Mikroskapdem eines Lichtmikroskops

vergleichbar.

5 ZIELSTELLUNG

Mittels der akustischen Mikroskopie kénnen morplg@ohe, aber auch quantitative akusti-
sche Eigenschaften mit einer Auflosung bis in dekrtMneterbereich analysiert werden.
Raum et al. haben gezeigt, dass die ImpedanzsalastAnisotropie widerspiegelt [71,105]
und gut mit den elastischen Koeffizientgn[100,103], der Dichte und dem elastischen
Kompressionsmodul [99] korreliert. Durch die Nutgugeeigneter Datenverarbeitungsalgo-
rithmen l&sst sich aus einem akustischen Bild dreeralisierte Knochenmatrix von grof3eren
Poren oder Kanalen separieren. Somit kann die larpedes Gewebes unabhéngig von der
Knochenmikrostruktur bestimmt werden. Bisherige ditgn haben gezeigt, dass die akusti-
sche Impedanz Z zwar schwach, jedoch signifikahter Gewebemineralisierung korreliert
[57,98-101,103], so dass der Wert von Z vielmehr glastischen Komponenten, die wiede-
rum von Faktoren wie der anisotropen Gewebeel&i#tizler Quervernetzung von Kollagen
und der Grol3e, sowie der gegenseitigen VerbindongWineralkristallen beeinflusst wird
[58]. Die akustische Mikroskopie ist demnach préide=t zur direkten Beschreibung und
Untersuchung mikrostruktureller und mikroelastisogBewebseigenschaften und des Kno-
chenphanotyps. Raum et al. zeigten weiterhin, digstische Mikroskopie mit einer Fre-
guenz von 200 MHz die Knochenarchitektur in veidieiarer Auflosung zumCT darstellt
[102,103], wobei SAM (Scanning Acoustic Microscopeller Lage ist, quantitativ tber Im-
pedanzbilder die elastischen Gewebeeigenschaktdiveerfassen, wahrend Synchrotron
RadiationuCT (SRuCT) indirekt tlber den DMB (Degree of MineralisatiohBone) Wert
und dessen Verteilung Aussagen uber die elastigelygmschaften liefert und nicht in der
Lage ist, diese direkt zu erfassen. Mittels einegaxen Verfahrens, der Nanoindentation,
konnen uber die Ableitung des Elastizitatsmodulshimaische Veranderungen von Knochen-
substanz detektiert werden. Das Verfahren ist jediastruktiv, die Varianz der Ergebnisse
ist hoch, und es steht bei fehlender Bildgebungamtehmbaren Zeitaufwand eine relativ
geringe Anzahl von Messpunkten zur Verfigung.

Im Vordergrund unserer Untersuchungen soll derl&ssfdes obese-Gens mit seinem Pro-
dukt Leptin auf den Knochenphanotyp stehen. Traglew Veroffentlichung in den letzten

Jahren sind die Ergebnisse zum Teil kontroverswmwlistandig.
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5 Zielstellung

Mit der hochauflosenden Ultraschallmethode SAM tséae Moglichkeit zur Verfigung, den
Einfluss von Leptin auf die elastischen Knochenesgbaften des Femur am C57BI/6J-
Mausmodell direkt zu untersuchen. Dabei soll defl&ss von Alter und Geschlecht
bertcksichtigt werden. Weiterhin soll die bildgedenhochauflosende Darstellung dieser
Methode dazu benutzt werden, Veranderungen derasliadpischen Knochenparameter zu
analysieren. Ziel soll es sein, einen Beitrag zuensténdnis und Wissen um den Einfluss
dieses Hormons auf den Knochenstoffwechsel zieleishd das Potential einer relativ jungen
und unbekannten Methode zu nutzen, um die elastisEigenschaften des Knochens von

ob/ob Mausen mit denen von Wildtyp-Mausen auf dewé&bsebene zu vergleichen.

6 MATERIALUND METHODEN

6.1 Chemikalien

Benzoylperoxid (mit 25% Wasser) zur Syn Merck KGaA, Darmstadt
these

Butylmethacrylat (stabilisiert) zur Synthese  MekgkaA, Darmstadt
Ethylenglycol zur Analyse Reag. Ph Eur  Merck KGaA, Darmstadt

Methylbenzoat zur Synthese Merck KGaA, Darmstadt
Methylmethacrylat (stabilisiert) zur Synthe: Merck KGaA, Darmstadt
N,N-Dimethyl-p-toluidin zur Synthese Merck KGaA, iDastadt
Polyethylenglycol 400 Merck KGaA, Darmstadt

Xylol reinst (Isomerengemisch) Ph Helv VI ~ Merck K&aDarmstadt
DP-Spray, M, gm Struers A/S, Danemark

6.2 Losungen und Medien

MMA | Lésung 60 ml MMA, 35 ml Butylmethacrylat, 5 ml
Methylbenzoat und 1,2 ml Polyethylenglycol
400

MMA Il Lésung 100 ml MMA | L6sung, 0,4 g Benzoylper
xid

MMA 1lI LOsung 100 ml MMA | L6sung, 0,8 g Benzoylpero-
xid
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6 Material und Methoden

Polymerisationslosung fir Probenuntergrund 100 malAII (4°C), 600 ul N,N-di-
methyl-p-toluidin

Polymerisationslosung fur Probeneinbettur 100 ml MMA 111 (4°C), 400ul N,N-di-
methyl-p-toluidin

6.3 Mausmodell

Vom Institut flr Physiologische Chemie der Martinther Universitat Halle-Wittenberg
wurden uns leptindefiziente ob/ob C57BI/6J und typd(wt) C57BI/6J Mause im Alter von

3, 6, 9 und 12 Monaten zur Verfugung gestelltekbgr dieser Altersgruppen konnten mannli-
che (m) und weibliche (w) ob/ob und wt M&use untens werden. Insgesamt stand eine Pro-
benanzahl von 110 Femura zur Verfigung. Die Mausel@n gruppenweise in Metall-Stan-
dardkafigen gehalten und mit Standard Diat FutetleBs gefittert. Alle Mause hatten freien
Zugang zu Futter und Wasser. Der Hell/Dunkel Weldiagel im 12-Stundentakt statt.

6.4 Proben

6.4.1 Préaparation

Nach Sakrifizierung der Tiere wurden diese gewo@ea.Beine wurden mit gesamtem Huft-
gelenk vom Korper abgetrennt und anschlie3end tsedor Haut-, Muskel- und Fettgewebe
freiprapariert. Nach der Praparation und Langenmmesder Femura wurden Caput und Col-
lum femoris mit einer Diamant-Trennschleifeinriahgu(Exakt-Trennschleifsystem Makro,
Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) ertifam ein besseres Eindringen der Fi-
xierungs- und Einbettldsungen zu ermdglichen. AhsBend wurden die Femura in

70%igem Ethanol bei einer Temperatur von 4°C bisamiteren Bearbeitung fixiert.

6.4.2 Einbettung

Die Proben wurden am Folgetag erneut in 70%igenarigthfir drei weitere Tage fixiert und
dehydriert. Die weitere Dehydrierung erfolgte fisrez Tage in 96%igem Ethanol, einen Tag
in 100%igem Ethanol und anschlie3end einen TagyinlXDie Lagerung erfolgte dabei stets
auf dem Ruttler bei einer Temperatur von 4°C.

Die Infiltration der Proben mit dem Einbettungsgechi erfolgte dreistufig in verschiedenen
MMA-L6sungen. Dabei stellte MMA | die GrundlosungrdDiese Schritte erfolgten fur je-
weils 3-4 Tage ebenfalls bei 4°C auf dem Riittler.

Die Polymerisation der Proben erfolgte schliel3&alivorpolymerisierten Béden. Dabei

mussten die mit dem Gemisch geflillten Glaser zussghiuss von Sauerstoff mit medizini-
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6 Material und Methoden

schem Kohlendioxid begast und sorgfaltig abgedeekeiden, um anschliel3end mindestens
3 Tage bei -20°C zu polymerisieren.

Bei der Einbettungsmethode handelt es sich umwaneerben [35] modifizierte Methode

von Wolf et al. [138], um die Enzymaktivitaten fimchfolgende histochemische und immun-
histochemische Farbungen und quantitative Knoclséomiorphometrie besser zu konservie-

ren.

6.4.3 Bearbeitung der Proben

Nach dem vollstandigen Ausharten des MMA-Gemisehasle zunachst das Glas entfernt
und die eingebetteten Proben in circa 9 mm x 12grofie Blocke mit der Diamant-Band-
schleifeinrichtung flr die weitere Bearbeitung hesgesagt.

Mit dem mikroprozessorgesteuerten Grof3schnittmakroPolycut-E (Mikrotom Polycut-E,
Reichert-Jung, Deutschland) wurden fir nachfolgdfitbungen pro Probe etwa 104ith
dicke transversale Schnitte in anterior-posteri®iehtung bis etwa zur Mitte der Femur-
durchmesser geschnitten und auf Objekttrager atdghb

Die restlichen Blocke wurden zur Messung am SAM 2@&®ereitet, indem die Oberflachen
am Schleifgerat (Exakt-Mikroschleifsystem, Exakipapatebau, Norderstedt, Deutschland)
mit allmé&hlich steigender Kérnung (1200, 2400, 4d8€arbeitet wurden. Um eine Ver-
schlechterung der Oberflachenstruktur nach deme8ebitgang durch eventuelles Nachhar-
ten des Kunststoffes zu vermeiden und damit verboed Fehlerquellen bei den Messungen
aus dem Wege zu gehen, erwies es sich als sinaeollabschlieenden 15-minutigen Polier-
vorgang erst unmittelbar vor dem Scanvorgang dwiftinzen. Dazu wurde ein Logitech
WG2 Poliersystem mit einem Microtex 500 H-W, 300 Rapier, Ehtylenglycol Suspension
und 3um Diamantpartikel als Abriebspartikel verwendete§d Prozedur stellte eine ausrei-
chend plane Oberflachengtite ohne Diffusion von \Wass Knochengewebe wahrend der
endgultigen Bearbeitung sicher.

6.5 Ultraschallbasierte Untersuchungsmethode SAM200Ex

Das fur diese Arbeit verwendete akustische Mikrps8AM 200Ex, das im Q-BAM Labor
der Orthopéadischen Universitatsklinik Halle entvattkvurde [99], arbeitet nach dem 1974
von Lemons und Quate [72] beschriebenen PrinzigPdés-Echo Mikroskopie. Es besteht
aus einem 200 MHz Pulser/Receiver (PanametricsPROWaltham, USA) und einer 500
MS s* A/D-Karte (Gage CS8500, Gage Applied Technolodi®s, Lachine, Canada).
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6 Material und Methoden

Diese Komponenten werden von einer dafir programemeSoftware (SAMEX, Q-BAM,
Halle) gesteuert.

Fur die Untersuchung wurde ein spharisch fokussi@®0 MHz Schallwandler

(KSI 200/60°: KSI, Herborn, Germany) mit einer kokdlen lateralen Auflésung von ca.
8 um verwendet. IAbbildung 4 ist die schematische Funktionsweise des Mikroskéber

erlautert.

Pesitionstrigger

Wandler

7 Woassertank
||

Heizung

Abbildung 4 Schematischer Aufbau des akustischen RastermiipssBAM200EXx mit

Wassertank, Schallwandler, motorgesteuerter Sceankitrng, Pulser/Receiver und PC.

In einem Tank, der Uber eine steuerbare Heizung@dtanten 25°C gehalten wird, befindet
sich entgastes, destilliertes Wasser als Koppluedamm, in das die zu messende Probe voll-
standig eingebracht und mit Klemmen fixiert wirdodd einen stufenlos verstellbaren Tisch,
auf dem sich der Tank mit der Probe befindet, kdiarOberflache in die Fokusebene des
Wandlers gebracht und planparallel justiert werden.

Das mechanische Mel3system besteht aus drei 2-Blehsémotoren, die Uber einen
MC2000 3-Achsen-Motorcontroller (ITK Dr. Kassen Gl_ahnau, Deutschland) mit 32-
Bit Risc-Prozessor gesteuert wird. Der Schallwankiién so in allen drei Ebenen mit einer
Positioniergenauigkeit von 0yim platziert und bewegt werden. Uber eine RS-23nifeh
stelle erfolgt mittels der vom Controller untergtéh Programmiersprache VENUS-1 (ITK
Dr. Kassen GmbH, Lahnau, Deutschland) die Kommuiaikanit dem PC.
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6 Material und Methoden

Das Scanfeld kann Uber eine Benutzeroberflachg(ig einzelne Probe am PC manuell aus-
gewahlt werden und in der x-y-Ebene maximal 60x6@ieatragen. Auch die tbrige Bedie-
nung des Mikroskops erfolgt Uber ein im Q-BAM Lalemtwickeltes Benutzerprogramm.
Fur das hier verwendete C-Bild Verfahren wird dueatien optischen Inkrementalgeber auf
der x-Achse alle 4m ein TTL Signal erzeugt. Eine Triggerkarte lewgthrend der Bewe-
gung der x-Achse das TTL-Signal an die A/D Karteterewodurch auch wahrend der
Wandlerbewegung alle m ein Triggerereignis stattfindet. Von jedem dig3enkte wird
das komplette Empfangssignal digitalisiert, woles deitliche Fenster des Signals manuell
so eingestellt wird, dass an jedem Scanpunkt daplaite Puls-Echo Signal erfasst wird.
Schliel3lich werden die digitalisierten Empfangsaigrjedes einzelnen Triggerpunktes zu-
sammen mit sdmtlichen einstellbaren Parameterregesgt.

0.8

0.6f
Abbildung 5 Konfokales Puls-

0.4t ﬂ | Echo Zeitsignal innerhalb des

U manuell  festgelegten  Zeit-

Op fensters [103].

Voltage [V]

_02 L

j: UUU

1.46 1.47 1.48 1.49 1.5 151 1.52 1.53 1.54 1.55 1.56
Time of Flight [ps]

6.5.1 Impedanzberechnung

Die Reflexionsamplitude wurde aus dem Energiespek®(f) (siehébbildung 6) innerhalb
des gewahlten Zeitfensters ermittelt. Die Pulsedenrdurch ein Hamming-Fenster mit der
doppelten Impulsl&ange des Wandlers isoliert. ISieWerte (integrated spectral intensity)
wurden nach Formel (6) berechnet, wobei die Integragrenzen bei 175 MHz und 185 MHz
lagen.

fy
ISI = [ ( f) df (6)
fl
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6 Material und Methoden

Die Quadratwurzeln der I1SI-Werte wurden mit bekanriReflexionskoeffizienten homogener

Referenzmaterialien und bekannten Impedanzwertaeliert.

0
Abbildung 6 Energiespektrum des
o konfokalen Reflexionssignals des
& 20 verwendeten Ultraschallwandlers KSI
> \ 200/60°. Grau dargestellt ist der Integ-
g 30! rationsbereich zwischen 175 MHz und
- 185 MHz zur Berechnung der Re-
0! flexionsamplituden [103].
% 50 100 150 200 250

Frequency [MHz]

Die gemessene Spannungsamplitude im Fokus ist detéroraussetzung, dass die elektroni-
schen Ubertragungseigenschaften linear sind, ptiopat zum Reflexionskoeffizienten
[19,55,56].
Die LaufzeitTOF (time of flight) ergibt sich aus der Anderung @®rasepmit der Kreisfre-
quenzw(siehe Formel 7),y, ist die Zeit relativ zuo, der Startzeitpunkt der digitalisierten
Sequenz [67].
TOF:'rO+tph:tO+g—Z:to+g—lf\l. )
N ist die Anzahl der Phasenspringe in Abhangigkait der Frequenk Fur die C-Bild-Da-
ten wurde fur die berechneten ISI-Werte, trotzsddm préazisen Justierbarkeit der Proben eine
TOF-abhangige Defokussierungskorrektur angewantlt [Biese ermdglicht es, fur kleine
Abweichungen von der konfokalen Puls-Echo-Laufasig konfokalen Signalamplituden
abzuschatzen. Die ISI-Werte wurden mittels einelibfi@rungskurve in Reflexionskoeffi-
zienten umgewandelt und schlief3lich anhand For8)eh(Werte der akustischen Impedanz:
R:%, ®)

wobeiZ; undZ; jeweils die Impedanzen im Kopplungsmedium undanfrobe sind.
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6 Material und Methoden

Aus den ISI Werten ermittelten Probenimpedanzesteint schlief3lich durch die 2D-Dar-
stellung ein kalibriertes Impedanzbild (siehigbildung 7).

28
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6.5.2 Parameterermittiung

Die in Abbildung 7 eingezeichneten makroskopischen Parameter KnochemdasseB.Dm
(Bone Diameter), KnochenmarksdurchmeddarDm(Marrow Diameter) und die
KortikalisdickeCt.Wi(Cortical Width) wurden jeweils zehn Mal innerh&limer 1-mm gro-
Ren Region im Bereich der mittleren Diaphyse, aanYvon der distalen Gelenkflache ent-
fernt gemessen und daraus jeweils der Mittelwertldet. Die Impedanzwerte wurden in
einer 2 mm grofRen manuell ausgewahlten ReBiOh(region of interest), ebenfalls ca. 7 mm
von der distalen Gelenkflache entfernt (Kortikaipedanz) bestimmt. Dazu wurde mittels
einer manuell einstellbaren Schwellwert-Maske eipeédanzbereich von ca. 6,15 Mrayl bis
12 Mrayl festgelegt, um maoglichst ausschlief3lictoklmensubstanz zu analysieren und
PMMA, groRere Poren, Knochenkanale und Artefaktelbe Messungen auszuschliel3en.
Durch Erosion wurden durch die begrenzte raumlsh#osung verursachte Ungenauigkei-
ten und Verfalschungen in den Randbereichen mimimie

12

Epiphyse

g

3

2
Mrawl

Abbildung 7 Impedanzbilder eines wt und eines ob/ob Mausepagm Die Abbildung zeigt
die 1-mm Region, in der die makroskopischen Stmpttameter und die 2-mm Regjon

der die Impedanzwerte ermittelt wurden.
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Mittels einer im Q-BAM Labor speziell entwickelt&oftware konnte zudem der Verlauf der
mittleren akustischen Impedanz mit Standardabweigiwon periostal nach endostal anhand
des manuell gewahlten Bereichs der Kortikalis basti werden (siehAbbildung 8). Dieser
Bereich entsprach genau dem Bereich, in dem die gbeannten strukturellen Parameter und

die Kortikalisimpedanz abgleitet wurden.

4004-1-neu. sig

hrayl

1 | 1 | 1
o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Depth from Periosteum [mm)]

Abbildung 8 Oberflache der NEWSAM Analysis Softwaré/ersion 7.1. Die Abbildung
zeigt einen manuell ausgewahlten Bereich der Kalisioben) und den Verlauf der Impe-

danz in Abhangigkeit von der Entfernung vom Pérfosten).
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6.5.3 Statistische Auswertung

Alle Werte, die zur statistischen Auswertung heemagien wurden, sind mit dem Jarque-
Bera-Test auf Normalverteilung bzw. logarithmiséhamalverteilung gepruft worden. Alle
Werte werden, wenn nicht anders gekennzeichnetyidisiwert = Standardabweichung an-
gegeben. Kolinearitaten und Abhangigkeiten zwisathem verschiedenen Parametern wurden
mit Hilfe linearer Regressions- und VarianzanalSOVA) untersucht. Falls mehr als zwei
Gruppen verglichen wurden, wurden die signifikantémerschiede mit dem Post-Hoc Tu-
key-Kramer Test (multiplem Vergleichstest) ermittélir alle statistischen Untersuchungen
wurde ein p-Werk 0,05 als statistisch signifikant angenommen.

Die Auswertung der Mel3daten erfolgte mit Matlab.&.(0rhe Mathworks Inc., Natick, MA,
USA), die statistische Auswertung der Daten mitSlatistiktoolbox von Matlab 7.0.4.

Die Mehrzahl der Proben wurde zweimal mit dem SA&mgssen und deren Impedanzen
sowie strukturelle Parameter bestimmt. Dies erélgipligat bei Werten die gréer als die
Standardabweichung innerhalb der jeweiligen Grumpeen. Ebenso wurden Stichproben

erneut gemessen, um die Reproduzierbarkeit zu tilferp
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Nach Auslese der beschadigten Proben, konntensasgel02 Praparate mit dem C-Bild
Verfahren untersucht werden. Je nach Qualitat deve?, wurden fur die statistischen Aus-
wertungen der einzelnen Parameter jeweils untezdiibin viele Proben aufgenommen (siehe

jeweiliger Abschnitt).

7.1 Bestimmung struktureller Parameter

Von den 102 Praparaten konnten an 99 Proben Knd@rmaeter, Knochenmarkdiameter und
Kortikalisdicke bestimmt werden und in die staiskie Auswertung eingeherabelle 1

zeigt die Probenanzahl fur die einzelnen Gruppen.

Tabelle 1Jeweilige Probenanzahl zur Bestimmung der strukéur@arameter, aufge-

listet nach Alter, Geschlecht und Phanotyp

3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
m (wt//ob/ob) 5/4 7/9 4/4 2/4
w (wt//ob/ob) 714 12/6 13/10 4/4

Eine Ubersicht tiber die ermittelten strukturell@ma®neter in Abhangigkeit des Phanotyps
gibt Tabelle 2 Zu beobachten ist dabei, dass alle hier aufgefiimakroskopischen
Strukturparameter mit Ausnahme der Kortikalisdickeer ob/ob Maus gegeniber der wt
Maus erhoht waren. Signifikante Unterschiede uBtticksichtigung der weiteren Einfluss-

variablen Alter und Geschlecht werden in den fotlgmKapiteln aufgefuhrt.

Tabelle 2Strukturelle Parameter in Abhangigkeit des Phamotggkennzeichnet einen

signifikanten Unterschied im Vergleich zur wt-Grepp

ob/ob wit
B.Dm. [mm] 1,71+0,14 1,64+0,16
Ma.Dm. [mm] 1,26+0,14 1,21+0,18
Ct.Wi. [mm] 0,20+0,04 0,21+0,04
Fe.Le. [mm] 15,34+1,022 15,74+0,72
Gewicht [Gramm] 61,4+12,502 29,5+10,40

32



7 Ergebnisse

7.1.1 Knochendurchmesser (B.Dm)

Erwartungsgemal zeigte der Knochendurchmesser @ngighvom Phanotyp eine signifi-
kante Abhangigkeit vom Alter (p=0,004; F=4,46) (gd abelle 3und Abbildung 9).

Tabelle 3B.Dm. in Abh&ngigkeit vom Alter [mm].

3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
beide Phanotypen 1,60+0,15 1,66+0,15 1,68+0,13 1,77+£0,18
wt-Gruppe, 1,58+0,18 1,62+0,14 1,66%0,13 1,72+0,20
ob/ob-Gruppe, 1,64+0,11 1,72+0,14 1,71+0,15 1,79+0,10
wt-Gruppe, weiblich 1,51+0,18 1,56+0,11 1,66%0,13 1,64+0,20
wt-Gruppe, mannlich 1,67+0,13 1,72+0,14 1,79+0,10 1,89+0,01
ob/ob-Gruppe, weiblich 1,59+0,12 1,71+0,17 1,69+0,09 1,74+0,11
ob/ob-Gruppe, mannlich 1,69+0,07 1,72+0,15 1,68+0,16 1,83+0,09

Bei den weiblichen Proben waren die Werte leiclurgert (p=0,0002; F=15,4) (siehe

Abbildung 9 undTabelle 3. Der Phéantoyp erwies sich als nicht signifikarRarameter. Die

Werte in der wt-Gruppe waren leicht, aber nichhgigant reduziert (sieh&abelle 2,

Tabelle 3und Abbildung 9).
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Abbildung 9 Abhangigkeit des Knochendurchmessers von Alteerfdimks), Geschlecht
(oben rechts) und Phanotyp (unten links); als Baxsker-Plot.

Im multiplen Vergleichstest ergab sich fur das Géstht in Abhangigkeit vom Phénotyp ein
signifikanter Unterschied (p=0,026; F=5,05).

Innerhalb der wt-Gruppe zeigten sich signifikamtiedrigte Werte im weiblichen Geschlecht
gegentber dem mannlichen Geschlecht (p=0,0007;,B6L&ieheTabelle 3. Innerhalb der
ob/ob-Gruppe waren die Werte der weiblichen Mawesgeguber den mannlichen ebenfalls
reduziert, jedoch nicht signifikant und die Untdrede waren im Alter von 6 und 9 Monaten
nicht zu beobachten (siefiabelle 3. Deutlich trat der Unterschied zwischen ménnlohe
und weiblichem Geschlecht, sowohl fiir die wt- alstafir die ob/ob-Gruppe im Alter von 3
und 12 Monaten hervor (siefi@belle 3.

Die Untersuchung des B.Dm. in Abhangigkeit vom Altgetrennt fiir die ob/ob- und wt-
Gruppe, ergab in beiden Fallen keine signifikardeterschiede. Die Knochendurchmesser

nahmen jedoch bei beiden Phanotypen zum 12. Manaih(sieheTabelle 3.
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7.1.2 Knochenmarksdurchmesser (Ma.Dm)

Der Ma.Dm. zeigte analog dem B.Dm. signifikante A&nohgen unter dem Einfluss von Alter
(p=0,001; F=5,61) (siehkabelle 4 und Geschlecht (p=0,0001; F=16,88) mit deutlmthu-
zierten Werten in der weiblichen Gruppe (siébildung 10).

Tabelle 4Ma.Dm. in Abhangigkeit vom Alter [mm].

3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
beide Phanotypen 1,16+0,12 1,21+0,17 1,27+0,14 1,31+0,20
wt-Gruppe, weiblich 1,09+0,17 1,10+0,15 1,24+0,13 1,10+0,26
wt-Gruppe, mannlich 1,21+0,07 1,34+0,12 1,37+0,19 1,45+0,02
ob/ob-Gruppe, weiblich 1,14+0,07 1,18+0,07 1,30+0,09 1,34+0,12
ob/ob-Gruppe, mannlich 1,24+0,04 1,27+0,18 1,18+0,18 1,45+0,13

Bezlglich des Phanotyps, unter VernachlassiguntereeiEinflussvariablen, zeigte die

ob/ob-Gruppe nicht signifikant erh6hte Werte gedpamigler wt-Gruppe (siehieabelle 2und

Abbildung 10).
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Abbildung 10 Abhangigkeit des Ma.Dm von Alter (oben links), G&dscht (oben rechts) und
Phanotyp (unten links); als Box-Whisker-Plot.

Im multiplen Vergleichstest ergab sich fir das Géstht in Abh&ngigkeit vom Phanotyp ein
signifikanter Einfluss (p=0,0075; F=7,52).

Analog dem B.Dm waren innerhalb der wt-Gruppe 8 deibliche Geschlecht signifikant
reduzierte Werte, verglichen mit dem mannlichendBlesht zu beobachten (p=0,0004;
F=14,48) (sieh@abelle 4. Ebenfalls analog dem B.Dm. waren innerhalb deolo-Gruppe
die Werte der weiblichen Gruppe gegenuber der niétrert Gruppe nicht signifikant
reduziert. Im Alter von 9 Monaten lag jedoch dettimie Wert der weiblichen Gruppe Uber
dem der méannlichen Gruppe (si€febelle 4).

Untersucht man den Ma.Dm. in Abhangigkeit vom Agietrennt fur beide Phanotypen, so
zeigte sich fur die ob/ob Maus eine signifikantehAbgigkeit vom Alter (p=0,026; F=3,41),
mit im multiplen Vergleichstest signifikant erhéhté/erten in der 12 Monategruppe
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gegenuber der 3 Monategruppe. Fur die wt Maus leodiesbeztiglich keine signifikante
Abhangigkeit festgestellt werden.

7.1.3 Kortikalisdicke (Ct.Wi)

Fir die Ct.Wi. zeigte sich im ANOVA eine leichte Wdngigkeit vom Alter mit signifikant
groReren Werten in der 6-Monatsgruppe als in dam8-9-Monatsgruppen (p=0,01, F=3,87),
aber nicht von Phanotyp und Geschlecht (sieddeelle 2und Abbildung 11).
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Abbildung 11 Ct.Wi. in Abh&ngigkeit von Alter (oben links), Gdgecht (oben rechts) und
Phanotyp (unten links); als Box-Whisker-Plot.

Nach Kompensation des Alters waren schwache, ap@fisante Einflisse von Phanotyp

(p=0,001, F=5,28) und Geschlecht (p=0,0004, F=Gr88er mehrfaktoriellen ANOVA zu
beobachten (siehEabelle 5.
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Tabelle 5Ct.Wi. in Abhangigkeit vom Alterym].

3 Monate 6 Monate 9 Monate 12 Monate
beide Phanotypen 197+28 218+31 197+41 208+48
beide Phanotypen, mannlich 202432 206+26 210144 185+35
beide Phanotypen, weiblich 192425 231+30 193+39 232149
wt-Gruppe 198+29 209+17 211+36 22352
ob/ob-Gruppe 19628 227+37 181+40 191+39

Untersucht man auch die Kortikalisdicke in Abhakeitjvom Alter getrennt flr beide

Phantoypen, so zeigte sich bei den wt Mausen eitirkgerlicher, aber nicht signifikanter

Anstieg mit dem Alter, wéhrend in den ob/ob Mausenachst ein nicht signifikanter Anstieg

zwischen den 3- und 6-Monatsgruppen und anschilee8ensignifikanter Abfall zu be-

obachten war (siehEabelle 5.

7.1.4 Femurlange (Fe.Le.)

Die Femurlange zeigte in Abhéngigkeit vom Alter @p37; F=2,41) und vom Geschlecht
(p=0,26; F=1,26) keine signifikanten Veranderun@@aeheAbbildung 12). Bezuglich des
Phanotyps war die mittlere Femurlange der ob/olp@eumit 15,341,02 mm gegeniber der
wt-Gruppe mit 15,740,72 mm signifikant reduziert (p=0,02; F=5,4; si&ibildung 12).
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Abbildung 12 Fe.Le. in Abhéngigkeit von Alter (oben links), Gekezht (oben rechts) und
Phanotyp (unten links); als Box-Whisker-Plot.

Mannliches Geschlecht resultierte sowohl in deralg-auch der ob/ob-Gruppe in leicht aber

nicht signifikant erhéhten Femurlangen.

7.1.5 Korpergewicht

Das Korpergewicht zeigte in Abhangigkeit vom Alfp=0; F=12,83) und vom Phéanotyp
(p=0; F=247) signifikante Veranderungen (siéidildung 12). Das Durchschnittsgewicht
der ob/ob-Gruppe gegentiber der wt-Gruppe war dzbea doppelt so hoch (siefiabelle 2
undAbbildung 12).

Im mehrfaktoriellen ANOVA war ein signifikanter Hlnss des Alters in Abhangigkeit von
Geschlecht und Phanotyp festzustellen (p=0,03;0533,

Untersucht man das Gewicht in Abhangigkeit desralgetrennt fur beide Phanotypen, so

zeigt sich fur beide Gruppen eine Zunahme des Gégsanit zunehmendem Alter (ob/ob:

39



7 Ergebnisse

F=4,79, wt: F=8,52) (sieh&bbildung 12). Signifikante Gewichtszunahmen waren dabei in
der ob/ob-Gruppe zwischen 3. und 9., sowie zwiséhemd 12. Monat. In der wt-Gruppe
waren zwischen 3. und 9., sowie zwischen 6. unth@.6. und 12. Monat signifikante Zu-

nahmen.
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Phéanotyp (unten links); als Box-Whisker-Plot.
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7 Ergebnisse

7.2 Elastische Gewebsparameter

Fur die statistische Auswertung der Kortikalisimgez und des radialen Impedanzverlaufs
standen alle 102 Proben zur Verfiigung.

7.2.1 Kortikalisimpedanz

Die Werte zeigten sich als signifikant abhangig wdter (p=0; F=16,4), Geschlecht (p=0,04;
F=4,16) und Phanotyp (p=0,0006; F=12,3) mit redteireWerten der ob/ob-Gruppe
(7,57t0,93 Mrayl) gegenuber der wt-Gruppe (78783 Mrayl) (siehébbildung 13). Die
Altersabhangigkeit wurde dabei signifikant vom Rititp beeinflusst (p=0,0002; F=6,96).
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Abbildung 13 Akustische Impedanz in Abhangigkeit von Alter (oli@ks), Geschlecht
(oben rechts) und Phanotyp (unten links); als Bdxsker-Plot.

Innerhalb der wt-Gruppe hatte das Alter einen $ikpgmten Einfluss (p=0,001; F=5,59) (siehe
Abbildung 13). Die Werte der 9-Monatsgruppe waren signifikadttdr als die der 3- und 6-
Monatsgruppen.

41



7 Ergebnisse

Auch in der ob/ob-Gruppe ergab sich eine signifikalitersabhangigkeit. Statistisch waren
jedoch nur die Werte in der 3-Monatsgruppe gegendé&e anderen Gruppen erniedrigt.
(sieheAbbildung 14).

Untersucht man den Einfluss des Alters in Abhangiigkom Phanotyp genauer, so stellt man
fest, dass nur innerhalb der 3 Monate- und der 8dtegruppe die Werte der ob/ob Maus
gegeniber der wt Maus signifikant reduziert wasaheAbbildung 14). Im Alter von 12
Monaten waren in der ob/ob-Gruppe leicht aber rsgmifikant erhdhte Werte gegentber der
wt-Gruppe zu beobachten (sieebildung 14).
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Abbildung 14 Mittelwerte und Standardabweichungen der kortikdiepedanz in Abh&ngig-
keit von Alter und Phéanotyp.

7.2.2 Radialer Impedanzverlauf von periostal nach endosta

Hinsichtlich der kortikalen akustischen Impedargelaim Alter von 3 Monaten, generell
Uber den gesamten radialen Verlauf, sowohl die hedib, als auch die méannliche ob/ob-
Gruppe hinter den beiden wt-Gruppen zuriick (sfebigildung 15), wéahrend im Alter von 6
Monaten beide ob/ob-Gruppen relativ zu den wt-Gempgufholten.

Im Alter von 9 Monaten wurde in beiden wt-GruppémeéeVerfestigung der kortikalen Kno-
chensubstanz deutlich, ein beginnender periostriatprdanzabfall Iasst eine periostale
Knochenneubildung vermuten (sielbbildung 15). Deutliche Unterschiede traten in diesem
Alter zwischen der mannlichen und weiblichen obfroppe auf, mit deutlich reduzierten

Impedanzwerten und einem hinzukommenden deutligidall nach endostal in der
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7 Ergebnisse

mannlichen ob/ob-Gruppe (sieAbbildung 15). Ursachlich konnte dem eine starke

Knochenresorption in diesem Bereich zugrunde liegen

Im Alter von 12 Monaten zeigte sich in beiden wupen, vor allem aber im méannlichen

Geschlecht, ein flacher Impedanzanstieg periostatémiedrigten Impedanzwerten. Im Ge-

gensatz dazu zeigten beide ob/ob-Gruppen keinentieben Abfalle im radialen Impedanz-

verlauf (sieheAbbildung 15).
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Abbildung 15 Radialer Impedanzverlauf von periostal nach endlostabhangigkeit von

Alter, Phanotyp und Geschlecht.



7 Ergebnisse

7.2.3 Kortikalisimpedanz in Abh&ngigkeit vom Koérpergewicht

Die Darstellung der Kortikalisimpedanz in Abhanggkvom Kérpergewicht zeigte keine
signifikante Korrelation. Obwohl die beiden Phamay sich deutlich in zwei voneinander
getrennte Gewichtsklassen separieren liel3en, wargelem Phanotyp das gesamte Impe-
danzspektrum abgedeckt (siefebildung 16). Eine dominante Abhangigkeit der Impedanz

vom Koérpergewicht wurde demzufolge ausgeschlossen.
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Abbildung 16 Mittlere Werte der akustischen Impedanz gegen Kgeeicht der ob/ob-
Gruppe (weil’) und wt-Gruppe (schwarz) [78].
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7 Ergebnisse

7.3 Zusammenfassung

Die Femurlange der ob/ob-Gruppe war signifikanteggtper der wt-Gruppe reduziert. Das
Durchschnittsgewicht der ob/ob-Gruppe war gegendbewt-Gruppe mehr als verdoppelt.
Sowohl Knochendurchmesser als auch Knochenmarksehasser waren signifikant abhan-
gig von Alter und Geschlecht. Die Einfliisse deschishts zeigten zudem eine Abhangig-
keit vom Phanotyp. Fir die Kortikalisdicke konnieeeleichte Abhéngigkeit vom Alter und
nach Kompensation des Alters, schwache aber dignie Einflisse von Phanotyp und Ge-
schlecht gezeigt werden.

Die Kortikalisimpedanz wurde signifikant von Altéth&notyp und der Interaktion beider
Parameter verandert. Zudem war die Kortikalisimpedagnifikant abhangig vom Ge-
schlecht. Bezuglich des Alters in Abhéangigkeit vBhénotyp waren nur innerhalb der 3-Mo-
nats- und der 9- Monatsgruppe die Werte der ob/absegeniber der wt Maus signifikant

reduziert.

8 DISKUSSION

8.1 Methodik

Die Einbettung und Pré&paration der Proben gestadieh aufgrund der nicht immer auf An-
hieb erfolgreichen Polymerisation des MMA Gemiscaisssehr zeitaufwendig, da ca. 30-
40% der Proben ein zweites Mal dem letzten Satheit Einbettungsprozesses unterzogen
werden mussten. Eine Erhohung der Katalysatormbeg#kte trotz der Polymerisation bei -
20°C eine zu starke Warmeentwicklung mit Gasblait#uniny, so dass dadurch keine Verbes-
serung der Einbettung bewirkt werden konnte. Analespolymerisierten Proben konnte ein
Nachharten mit kleinsten damit in Zusammenhangestgén Veranderungen der praparierten
Oberflache beobachtet werden. Aufgrund der verwtemdeohen Auflosung war es nétig, die
Oberflachen ein zweites Mal unmittelbar vor dem s#esgang zu bearbeiten (siekapitel
6.4.3.

Mit dem 200-MHz SAM lasst sich die Knochenarchiteknit einer Auflésung, vergleichbar
demuCT, darstellen (siehiéapitel 5.). An den 2D-Impedanzbildern lassen sich akkurate
morphologische Messungen mit Bestimmung verschexdstiandardisierter Parameter (siehe
Kapitel 6.5.2) durchfihren. Weiterhin kann die akustische Imped#er Knochenprobe be-
stimmt werden, die sehr gut die elastischen Eideaften der Knochenmatrix reprasentiert

und nicht von strukturellen Veranderungen beeistiugrd (siehekapitel 5).
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8 Diskussion

SAM ist deshalb eine geeignete und vorteilhafteHdde, um den mikroelastischen
Knochenphanotyp, sowie dessen Veranderung untémmeten Einflissen zu untersuchen
und zu beschreiben.

Nachdem die strukturellen Parameter und die Kdrsikapedanz zunachst genau in der Mitte
der gemessenen Femurlange ermittelt wurden, ersisgch als nétig, die Werte in einem
Bereich 7 mm von der distalen Gelenkflache zu exhetla sich der Messbereich urspring-
lich in vielen Féllen bereits im Bereich der Trootex befand und in diesen Proben zu tber-

hohten Impedanzwerten fihrte.

8.2 Strukturelle Parameter

Hamrick et al. [53] untersuchte den Einfluss deptirelefizienz an 6 monatigen mannlichen
ob/ob C57BI/6 Mausen gegenuber wt C57BI/6 Mausehed einer Reduktion der Femur-
lange um 5,1% in der ob/ob-Gruppe konnten mittet®morphometrischer Untersuchungen
an Femurquerschnitten leptindefizienter Mause riediiezKortikalisdicken um 16,7% bei
gleichzeitig leicht erhéhten Knochendurchmesseonbhehtet werden. Die Knochen-
marksflache war ebenfalls in der ob/ob-Gruppe laictd nicht signifikant gegeniber der wt-
Gruppe erhont.

In Einklang dazu steht der in unseren Untersuchuibgebachtete signifikante Einfluss des
Phanotyps auf die Femurlange (si&apitel 7.1.4) mit einer Femurverkirzung der ob/ob-
Gruppe gegenuber der wt-Gruppe um 2,52% und um 2@4iell in der mannlichen 6 Mo-
nategruppe. Weiterhin in Einklang zu Hamricks Alrstingen steht, dass in unserer Untersu-
chung der Knochendurchmesser unabhéngig vom Altder ob/ob-Gruppe gegenuiber der
wt-Gruppe leicht aber nicht signifikant erhéht wafdhrend die Kortikalisdicke der 6 mona-
tigen ob/ob-Gruppe gegeniber der wt-Gruppe in @ms&ntersuchungen sogar mit 8,6%
erhoht war, zeigte sich ein Ergebnis wie von Haknbieschrieben nur in der 6 Monate- und
der 9 Monategruppe. Unabhangig vom Alter zeigteothl®b Maus gegeniiber der wt Maus
um 4,8% erhohte und nicht signifikante Werte desvia (sieheKapitel 7.1.2), was aus ei-
ner stark erhéhten Zahl an Adipozyten im Knochekmesultiert sein konnte [53].

Wahrend die in Studien von Somerville et al. [1@dhittelten kortikalen Flachen im Tibia-
qguerschnitt von wt C57BI/6 Mausen mit ca. 4 MonagnPlateau erreichten und in weibli-
chen Mausen gegeniber mannlichen Mausen signifikaloiziert waren, zeigten die hier
vorgestellten Ergebnisse eine geringe aber komtiticihe Zunahme der Knochendurchmesser
mit dem Alter.

Die ermittelten Kérpergewichte in Somervilles Ustachungen verhielten sich ab einem Al-

ter von ca. 5 Monaten relativ konstant.
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8 Diskussion

Unsere Ergebnisse bestétigen jedoch die Ergebwissklamrick et al. [52], die einen
kontinuierlichen Anstieg des Korpergewichtes unteasignifikante Zunahme zwischen 6 und
12 Monaten beobachteten.

In Widerspruch zu Ducy et al. und Schilling et[8D,113], die kortikalen Knochen als un-
beeinflusst von einer Leptindefizienz bezeichneteigten unsere Ergebnisse in Einklang mit
Ergebnissen von Hamrick et al. [53] und weiterehekien, die an 4 wochigen mannlichen
ob/ob Méausen [75,124] und 11-13 Wochen alten méhefh und weiblichen db/db Mausen
[75] durchgefuhrt wurden, dass die Leptindefiziemen Einfluss auf den kortikalen Kno-
chen des Femurs ausubt. Im Gegensatz zu derenritsgeh, konnten wir allerdings keine
generelle Reduktion der Kortikalisdicke und soraduzierter kortikaler Knochenmasse unter
dem Einfluss einer Leptindefizienz nachweisen. Wn&eggebnisse zeigten stattdessen, dass

das Alter einen wesentlich starkeren und signifikarEinfluss austibte (siekKapitel 7.1).

8.3 Elastische Gewebsparameter

Somerville et al. [121] untersuchten in einer Studien Einfluss des Alters und Geschlechts
auf kortikalen Knochen der Tibia am C57BL/6 MausmlodVit Hilfe von pQCT Densito-
meter Messungen, 10-MHz Ultraschallmessungen undefidung des Archimedischen Prin-
zips wurden unter anderem volumetrische Knochemmaldiehte, Mineralgehalt, Dichte des
kortikalen Knochens und Elastizitatsmodul bestimviineralischer-, organischer Massenan-
teil und BMD erreichten in einem Alter von ca. 4 Miden einen weitestgehend konstanten
Wert. Die Feststellung, dass der BMD im Alter zvineo 3 und 12 Monaten relativ konstant
bleibt, wird durch Ergebnisse von Hamrick et aktgézt [52]. Die Dichte des Knochens
zeigte signifikante Veranderungen unter dem Eisflusn Geschlecht und Alter mit erhéhten
Werten des mannlichen Geschlechts und Anstiegumiglzmendem Alter, wobei nur die 12
monatigen Tiere eine Dichte aufwiesen, die sigaifikgrol3er als die Dichten mit 1, 2, 3 und
9 Monaten war. Der Elastizitatsmodul veranderth signifikant unter dem Einfluss des Al-
ters, wobei der Wert beim mannlichen Geschlechdaresthnellen 4-6 monatigen Anstieg mit
sich anschlieendem langsamen und geringen Artsgezum Alter von 12 Monaten zeigte.
Einen Anstieg mit dem Alter zeigte in beiden Geschtern auch die Torsionsfestigkeit.
Somerville et al. folgerten aus den Ergebnissess d& skelettale Reife bezuglich der meis-
ten Parameter in der C57BI/6 Maus vor einem Altar 8 Monaten erreicht wird. Die Tatsa-
che, dass die Korrelation zwischen Elastizitatsrhadd Dichte schwach war, fiihrte Somer-
ville zur Annahme, dass die Steifigkeit des kofgkaMaterials abhangig von der Natur des
organischen Anteils und der Interaktion der Matoixiponenten ist, die in einfachen Struktur-

und Dichtemessungen nicht erfasst werden.
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8 Diskussion

Entsprechend der Dichte und dem elastischen Mad@smervilles Arbeit ergab sich fir

den Wert der akustischen Impedanz eine signifikAbteingigkeit vom Alter, wobei der
Impedanzverlauf dhnlich dem der Dichte war. Bezigmend auf Ergebnisse von Brodt et al.
[20] vermutet Somerville Anderungen in der Queretznng von Kollagenfibrillen und eine
Reifung reduzierbarer Querverbindungen in stahileicht reduzierbare Formen, die
bekanntlich eine Zunahme der Steifigkeit und Knostérke bewirken [8].

Problematisch ist das Aufldésungsvermdgen der ineSuitftes Arbeiten verwendeten Techni-
ken zu sehen. Wahrend SAM bei einer Frequenz voriviz eine Wellenlange im Knochen
von 20um aufweist und eine Ortsauflosung vopr an der Kopplungsmedium-Knochen
Grenze bietet, hatte die von Somerville zur Bestimgndes elastischen Moduls verwendeten
Frequenz von 10 MHz eine Wellenlange im Knochen4@dum. Die Auflésung der unter
anderem zur Bestimmung der Knochenmineraldichteesedeten peripheren quantitativen
Computertomographie (pQCT) liegt bei 100-10@0und damit deutlich unter dem Auflo-
sungsvermoégen anderer zur Verfigung stehender Methavie beispielsweise der MicroCT
mit einer Auflésung bis zu 10m.

Bezuglich des Einflusses der Leptindefizienz bebtete Hamrick et al. [53] an méannlichen 6
monatigen ob/ob Mausen reduzierte Knochenminetatieicund Knochenmineralgehalter.
Diese Ergebnisse stehen in Kontrast zu unserend®btingen, dass die akustische Impedanz
von wt Mausen und ob/ob Mausen in dieser Altersgeupahezu identisch war. Signifikant
reduzierte elastische Gewebseigenschaften unteEitgitass der Leptindefizienz konnten

fur kortikalen Knochen im Bereich der Diaphyse itteAvon 3 Monaten beobachtet werden
(sieheKapitel 7.2.1). Untersuchungen an jungen ob/ob Mausen sindispa&drhanden und
bieten wenig Basis zur Diskussion und genauerargretation unserer Ergebnisse. Untersu-
chungen an jungen Mausen wurden unter anderemte@p&h et al. [124] an 4 Wochen alten
Tieren durchgefihrt, der unter peripherer Gabelwaptin eine Erh6hung des kortikalen Mi-
neralgehaltes um 16% beobachtete. Steppan untéeszwghr den Effekt der Leptingabe auf
die Entwicklung des Mineralgehaltes, prasentiextlogh keine Unterschiede im Mineralge-
halt der unbehandelten ob/ob Maus gegeniber distaws.

Reduzierte elastische Gewebseigenschaften unteEddass der Leptindefizienz konnten in
unseren Untersuchungen auch in der 9-Monategruppleachtet werden. Vor allem im
mannlichen Geschlecht traten diese Unterschieddictein den Vordergrund. Der radiale
Impedanzverlauf lie3 dabei eine starke Knochenpdisor im endokortikalen Bereich der

mannlichen ob/ob Maus vermuten (siddapitel 7.2.2).
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Diese Feststellungen sind in Einklang mit Ergelamsgon Hamrick et al. [52] zu bringen, die
in der mannlichen wt C57BI/6 Maus eine erhdhte Kaenineralisierung endokortikal
zwischen dem 6. und 12. Monat beschrieben undrethezierte endokortikale
Knochenneubildung unter dem Einfluss einer Lepfiadenz feststellten. Moglicherweise
sind dies Auswirkungen einer erhdhten endostaldadRiastenzahl und reduzierten
Osteoblastendifferenzierung, die sich nach einetarAlon 6 Monaten weiter auswirken [53].
Im Alter von 12 Monaten waren in der ob/ob-Grupgielit aber nicht signifikant erhdhte
Werte gegeniber der wt-Gruppe zu beobachten. tebevt-Gruppen, vor allem aber im
mannlichen Geschlecht, zeigte sich im radialen blapeverlauf ein flacher Anstieg periostal
mit insgesamt erniedrigten Werten durch vermutiitairk ausgepragte periostnahe bis zent-
rale Knochenneubildung (sieKapitel 7.2.2. Dies ist konform mit einer starken Erhéhung
von Knochen- und Kortikalisdurchmesser in diesetersieheKapitel 7.1). Auch diese
Beobachtungen stehen in Einklang zu Hamrick 62, der von einem Abfall mineralisie-
render Oberflache entlang der periostalen Flach&lier von 12 Monaten berichtete. In die-
sem Alter sind die physiologischen Leptinlevel desunden ménnlichen C57BI/6 Maus be-
sonders hoch [52], und der Einfluss einer Leptirmieiz sollte sich demnach besonders jetzt
auf den Knochenstoffwechsel auswirken. Eine dam#tusammenhang stehende reduzierte
Knochenneubildung und —resorption in der 12 moeatigb/ob Maus resultiert in héheren
Knochenfestigkeiten zumindest im periostnahen Bérei
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9 SCHLUSSFOLGERUNG

Ziel der Arbeit war es, strukturelle und mechangs®leranderungen unter dem Einfluss einer
Leptindefizienz und weiterer Einflussvariablen @lund Geschlecht) mit Hilfe hochauflo-
sender Ultraschallmikroskopie zu charakterisieneth @inen Beitrag zum Verstandnis und
Wissen um den Einfluss dieses Hormons auf den Kerstbffwechsel zu leisten.

Durch Untersuchungen mit Ultraschall kbnnen queai¢ifbare morphologische und elasti-
sche Parameter abgeleitet werden. Dabei gebeneubDséen, widersprichlich zu bestehender
Meinung, Anhalt dafir, dass die volle elastischéuRg kortikalen Extremitadtenknochens der
C57BI/6J Maus nicht vor einem Alter von 9 Monatereieht ist.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass Faktoren, wiealienliche Orientierung der mineralisierten
Kollagenfibrillen, Querverbindungen der Fibrilledineralclustergrof3e und die Verbindung
der Cluster untereinander die akustischen undigthsin Eigenschaften wesentlich bestim-
men, wahrend andere Parameter wie der BMD unbedakdn bleiben und somit im Verlauf
abweichend sind.

Wir vermuten, dass beziglich der elastischen Gepaghmeter eine reduzierte Rate an Kno-
chenreifung in der leptindefizienten Maus im frik#dter und reduzierte Knochenneubildung
und —resorption in der 12 monatigen ob/ob Maus gélger einer periostnahen bis zentralen
Knochenneubildung in der wt Maus zumindest im nahen Bereich jetzt zu hoheren
Knochenfestigkeiten flhrt.

Fettleibigkeit und erhdhtes Kérpergewicht wurdeotgktive Effekte vor Knochenverlust
zugeschrieben, und Knochenmasse zeigt eine pokituelation zum Korpergewicht. Un-
sere Ergebnisse zeigten, dass der Knochenphénstgplaindare Folge des Gewichts per se
in Einklang mit Erkenntnissen weiterer Autoren ausshliel3en ist. Vielmehr ist wahrschein-
lich, dass andere Faktoren, wie beispielsweisehigdatliche Einflisse und/oder von Adipo-
zyten produzierte Produkte, allen voran Leptin, Batential haben, positive Effekte auf die

Knochensubstanz auszutiben.
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11 THESEN

1.

In den letzten Jahren haben genetisch verandensrivtzdelle ein immer grol3eres
Potential entwickelt in bislang unerforschte Beneiworzudringen und neue Ideen in
Bezug auf die Therapie regenerativer Erkrankungeertwickeln. Aus dieser Band-
breite an Modellen hat das obese-Gen mit seinemuRtd.eptin viel Aufmerksam-
keit und Interesse auf sich gezogen. Dessen Em#usKnochenentwicklung, Kno-
chenphanotyp und Knochenremodelling ist allerdungstritten. Dies verlangt nach
neuen und hochauflésenden Techniken, um sensibejuantitativ den Einfluss der

Leptindefizienz auf den Knochenphé&notyp zu anatgsie

Mit hochfrequentem Ultraschall kénnen morphologesaind elastische Gewebseigen-
schaften mit hoher drtlicher Auflésung bis in detkiMmeterbereich zerstérungsfrei
dargestellt und quantitativ ermittelt werden. Dikaistische Mikroskopie gilt als ge-

eignete Methode zur mikroelastischen Knochenphmgrung.

An mit dem C-Bild Verfahren mit einem 200 MHz-Waedhn Transversalschnitten
untersuchten Proben zeigte der Knochendurchmessardem Einfluss des Alters
(p=0,004; F=4,46) und Geschlechts (p=0,0002; F918jdht aber unter dem Einfluss
des Phanotyps, signifikante Veranderungen. Deuttathder Unterschied zwischen
mannlichem und weiblichem Geschlecht, sowohl ferwlildtyp als auch fur die lep-
tindefiziente Gruppe im Alter von 3 und 12 Monatesrvor. Im multiplen Ver-
gleichstest ergab sich fur das Geschlecht in Abigeg vom Phénotyp ein signifi-
kanter Unterschied (p=0,026; F=5,05).

An mit dem C-Bild Verfahren mit einem 200 MHz-Waedhn Transversalschnitten
untersuchten Proben konnten beztiglich des Knochdwlonahmessers analog dem
Knochendurchmesser signifikante Anderungen unter Bmfluss von Alter
(p=0,001; F=5,61) und Geschlecht (p=0,0001; F=16g8&eigt werden. Ebenso er-
wies sich das Geschlecht in Abhangigkeit vom Phgnals signifikanter Einflusspa-
rameter (p=0,0075; F=7,52). Der Phanotyp war keigsifikante Variable.

67



11 Thesen

5. An mit dem C-Bild Verfahren mit einem 200 MHz-Waeadhn Transversalschnitten
untersuchten Proben konnte bezuglich der Kortidladie eine leichte Abhangigkeit
vom Alter mit signifikant groReren Werte in der @Natsgruppe als in den 3- und 9-
Monatsgruppen (p=0,01, F=3,87) gezeigt werden. Narhpensation des Alters
waren schwache, aber signifikante Einflisse vomBty® (p=0,001, F=5,28) und Ge-
schlecht (p=0,0004, F=6,33) in der mehrfaktoriehhfOVA zu beobachten.

6. Die Femurlange war in der leptindefizienten Grugpgenuber der wildtyp Gruppe
signifikant reduziert (p=0,02; F=5,4).

7. Die im C-Bild Verfahren mit einem 200 MHz-Wandlezdtimmte Kortikalisimpedanz
zeigte sich als signifikant abhéangig von Alter (pE616,4), Geschlecht (p=0,04;
F=4,16) und Phanotyp (p=0,0006; F=12,3) mit deltfeduzierten Werten der ob/ob-
Gruppe gegenuber der wt-Gruppe. Die Altersabhamegigkurde dabei signifikant
vom Phénotyp beeinflusst (p=0,0002; F=6,96).

8. Innerhalb der wt-Gruppe hatte das Alter einen $iiggniten Einfluss (p=0,001;
F=5,59) auf die Werte der Kortikalisimpedanz. Diefté der 9-Monatsgruppe waren
signifikant hoher als die der 3- und 6-Monatsgruppe

9. In der ob/ob-Gruppe ergab sich eine signifikanterishbhangigkeit fur die Werte der
Kortikalisimpedanz. Statistisch waren jedoch ner\lerte in der 3-Monatsgruppe
gegenuber den anderen Gruppen erniedrigt

10. Das Durchschnittsgewicht der leptindefizienten @5J Mause gegeniber den wild-
typ C57/BI6J Mausen war etwa doppelt so hoch (f=247). Neben dem Phanotyp
stellte das Alter eine signifikante Einflussvarmabar (p=0; F=12,83), sowie das Alter
in Abhangigkeit von Geschlecht und Phanotyp (p=0f33,05).

11.Durch Untersuchungen mit Ultraschall kbnnen quemifbare morphologische und
elastische Parameter abgeleitet werden. Unsera [Dateen nhalt daftr, dass die volle
elastische Reifung kortikalen ExtremitatenknochdeasC57BI/6J Maus nicht vor ei-
nem Alter von 9 Monaten erreicht ist. Die Ergebaigeben Anhalt daflr, dass die

Knochenreifung unter dem Einfluss der Leptindefizieeduziert ist und im spateren
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Alter reduzierte Knochenneubildung und —resorpgegeniber einer periostnahen bis
zentralen Knochenneubildung in der wt Maus zumihoegeriostnahen Bereich
schlief3lich zu héheren Knochenfestigkeiten flhrt.

12.Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Knochenphaalstggkundare Folge des Ge-

wichts per se in Einklang mit Erkenntnissen weitéretoren auszuschlief3en ist und
Leptin das Potential hat, positive Effekte auf #grochenstoffwechsel auszutiben
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