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1. Einleitung
1.1 Alterung

Ein seit jeher bestehender Traum der Menschheit ist der des ewigen Lebens,
schon im alten Griechenland verzichteten die Gotter auf Nektar und Ambrosia fir
Unsterblichkeit und Jugend [12, 13]. Eine grol3e Leistung der letzten Jahrzehnte
ist die, dass die mittlere Lebenserwartung in den Industrienationen kontinuierlich
angestiegen ist [14]. Dies ist zum einen bedingt durch eine steigende Qualitat
des Gesundheitswesens, verbesserte Hygiene und hohere medizinische
Standards, zum anderen aufgrund steigender Lebensmittelproduktion sowie
verbesserter Bildung [15]. Das National Institute of Aging spricht von einer
Zunahme der gealterten Bevdlkerung (265 Jahre) von 524 Millionen in 2010 auf
bis zu 1,5 Milliarden weltweit im Jahre 2050, welches fast eine Verdreifachung
darstellt [16].

2010

Faderen

700 €0 500 40 300 200 100 0 O 100 200
Manner (in Tausend)

Manner (in Tausend)

Abbildung 1: Populationspyramiden darstellend die Altersverteilung im Vergleich zwischen
Méannern und Frauen in Deutschland von 2010 (links) und 2050 (rechts) (modifiziert nach
Statistischem Bundesamt, 2017)™.

Im Vergleich dazu wird in Deutschland das Medianalter in 2010 von 44,1 Jahre
auf 50,9 Jahre in 2050 steigen und es zu einer Zunahme der gealterten
Bevolkerung (265 Jahre) von 16,8 Millionen (21% der Gesamtbevdlkerung) auf
22,7 Millionen (32% der Gesamtbevoélkerung) kommen (Abbildung 1 und 2) [17].
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Abbildung 2: Populationspyramiden von 2010 und 2050 im direkten Vergleich (modifiziert nach
Statistischem Bundesamt, 2017)™.

Mit der grof3en Leistung der Zunahme an Lebenserwartung geht aber auch eine
neue Herausforderung bezlglich altersassoziierter Erkankungen wie
beispielsweise kardiovaskularer, neurologischer und onkogener Leiden einher,
welche die Lebensqualitat der gewonnenen Jahre im Alter wiederum stark
einschranken konnen [18, 19]. Umgangssprachlich wird ,Alterung“ meist
Ubereinstimmend mit negativen Aspekten wie Verfall, Verschlechterung und
Degeneration gleichgesetzt. Positiver besetzte Assoziationen wie Altersweisheit,
Erfahrungsschatz und Achtung vor dem Alter treten haufig in das zweite Glied.
Altern bestimmt alle Bereiche menschlicher Existenz (biologisch, psychisch,
sozial, kognitiv und kulturell), vor allem das Altern als biologisches und chemisch-
physikalisches Wesensmerkmal des Lebens, das bis dato von keiner allgemein
akzeptierten wissenschaftlichen Definition erfasst wird [20]. Gleichwohl ist
Alterung im biologischen Sinne ein universeller, systemimmanenter, durch
zeitgebundene  Veradnderungen  charakterisierter, einbahnstraRenmalig
verlaufender, dynamischer, bisher unabwendbarer physiologischer Prozess fast
aller Organsimen [21, 22]. Dieser Verlauf wird durch subjektive (kognitive,
psychische), soziale, biographische (Life events), kulturelle und eben biologische
Aspekte beeinflusst [18, 23]. Der Begriff ,Seneszenz" in diesem Zusammenhang
beschreibt fokussiert die Vergreisung des Alterns im Sinne sensorischer,

kognitiver und korperlicher Verfallserscheinungen beim Menschen als
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degenerativem Abschnitt des Alterns, obgleich nicht immer zwischen Altern und
Seneszenz unterschieden werden kann [24]. Das Altern wird dabei in ein
priméares (intrinsisches) und ein sekundares (extrinsisches) Altern eingeteilt,
wobei die primare Alterung das physiologische Altern beschreibt und die
sekundare Alterung die durch auf3ere Einflisse geprégte Alterung [25]. Das
primare Altern wird dabei unabhangig von Krankheiten durch zellulare
Alterungsprozesse hervorgerufen und als Form definiert, die die maximal
erreichbare Lebensspanne eines Organismus widerspiegelt [26]. Krankheiten,
Bewegungsmangel, Suchtmittel, Fehlerndahrung, der eigene Lebensstil und
weiteres pragen hingegen das sekundare Altern und konnen die maximal
erreichbare Lebensspanne verkirzen [25]. Das Altern ist laut British Medical
Journal und dem Food and Drug Administration an sich keine Krankheit oder
primare Todesursache, sondern ein physiologischer Vorgang und eher ein
Risikofaktor fur die Gesundheit [27-29]. Dem biologischen Altern gegenuber
gestellt existieren noch weitere Formen des Alterns, das nicht-biologische Altern.
Dazu zahlen Formen wie beispielsweise psychologisches Altern und soziales
Altern. Das psychologische Altern beschreibt bei Menschen die Verdnderungen
auf kognitiver Ebene, was Wissenserfahrungen, Handlungsstrategien und das
menschliche Wissenssystem anbelangt. Das soziale Altern wird gepragt durch
Veranderungen in der sozialen Position wie beispielsweise das Ende des
Berufslebens und der Beginn des Rentenalters, also das Erreichen eines
bestimmten Alters oder eines bestimmten Status [30]. Alterung ist somit ein
vielschichtiger Gesamtprozess von Veranderungen, der sich im Zeitverlauf ab
der Geburt bis schlussendlich zum Exitus eines Individuums vollzieht, oder wie
es Pompeo Batoni aus dem Jahr 1746 mit Hilfe seines Olgemaldes ,Die Zeit
befiehlt dem Alter, die Schénheit zu zerstéren® beschreibt [31]. Obwohl die
genauen Prozesse bisher noch nicht vollstandig verstanden sind und es bis dato
keine allgemein akzeptierte wissenschaftliche Definition gibt, lassen sich
Alterungsprozesse als universell, unumkehrbar, funktions- und anpassungs-
vermindert, genetisch-biologisch sowie psychisch-sozial determiniert und so

gesehen als multifaktorielles Ereignis in Grundzigen charakterisieren [25].
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1.2 Kndcherne Inteqgritat mit altersabhangigen Implikationen

Das kndcherne Skelett des menschlichen Korpers besteht aus ca. 210
anatomisch-makroskopisch abgrenzbaren Knochen. Ein Knochen wird eingeteilt
in Schaft (Diaphyse, Corpus) und Ende des Schafts (Epiphyse) sowie einem
dazwischenliegenden verbreiterten Knochenabschnitt (Metaphyse), der
Vorspriinge (Apophysen) fiir die Befestigung von Muskeln, Sehnen und Bandern
besitzt (Abbildung 3) [32]. Die sogenannte Epiphysenfuge liegt zwischen der Epi-
und Metaphyse und verkndchert mit Abschluss des Skelettwachstums [32]. Die
Epiphysen sowie Metaphysen bestehen primdr aus spongidsem Knochen
(Spongiosa, trabekuléarer Anteil), wohingegen im Bereich der Diaphysen von
Rohrenknochen (Ossa longa) diese weitgehend fehlt (Abbildung 3) [33].
Umgeben wird das Knocheninnere von einer Knochenrinde (Corticalis), welche
im Epiphysen- und Metaphysenbereich relativ diinn ist, darauffolgend kommt die

Knochenhaut (Periost) mit Ausnahme von Gelenkflachen [32].

a)

Epiphyse —

Substantia spongiosa
| mit Knochenmark (rot)
Metaphyse

| Endost

+——— Substantia compacta
Markhohle

Knochenmark (gelb) b)

Diaphyse —

Periost

Metaphyse —

Epiphyse

Abbildung 3: a) Darstellung eines langen Rohrenknochens (Ossa longa) mit Einteilung in
Diaphyse, Metaphyse und Epiphyse und b) Einblick in den spongidsen, respektive trabekularen
Bereich mit verschiedenen Zelltypen des Knochens (modifiziert nach Miamed.Amboss, Lernkarte:

Knochengewebe [Online im Internet], 2017)".
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Das blutbildende Knochenmark erfillt die Zwischenrdume der Spongiosa beim
Erwachsenen, wobei das gelbe Knochenmark im Bereich der Diaphyse des
Knochens vorkommt [32]. Die Spongiosa des Knochens dient der optimalen
Stabilitat bei wenig Material, das heil3t es liegt eine trajektoriell ausgerichtete
Architektur der Spongiosa vor, welche den Zug- und Druckspannungslinien folgt.
Somit ergibt sich eine bei veranderten mechanischen Belastungen durch
Umorientierung bestmogliche Anpassung des Knochens [32]. Histologisch
betrachtet besteht der Knochen aus verschiedenen Zelltypen, den Osteoblasten
(knochenbildende  Zellen), Osteozyten (differenzierte  Osteoblasten),
Osteoklasten (knochenabbauende Zellen) sowie mineralisierter
Extrazellularmatrix, kurz EZM (Hauptkomponenten: Kollagenfibrillen und
Hydroxyapatit-Kristalle) (Abbildung 4) [33].

Abbildung 4: Beispielhafter histologischer Ausschnitt des Knochenmarks in der Spongiosa des
Knochens (modifiziert nach Miamed.Amboss, Lernkarte: Knochengewebe, Smart Zoom, Bild in

der digitalen Mikroskopie: PD Dr. med. A. Bouza, [Online im Internet], 2017)"2.

Des Weiteren wird histologisch zwischen einem unreifen Knochengewebe,
welches geflechtartig verwoben ist (Geflechtknochen) und einem reifen Knochen-
gewebe, welches dagegen in erkennbaren Schichten (Lamellen) strukturiert ist,
unterschieden [33]. Knochengewebe befindet sich durch das Zusammenspiel der
Osteoblasten und Osteoklasten zeitlebens im Umbau. Diese Bauprinzipien des
Knochens verleihen ihm die kombinierten Eigenschaften aus Elastizitat und Harte
(Schutz- und Stutzfunktion), Bewegung im 3-dimensionalen Raum, um dadurch
verschiedenartigen Beanspruchungen standzuhalten und dartberhinausgehend

als Calciumreservoir und Ort der Blutbildung zu fungieren [33].
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Des Weiteren findet ein lebenslanger, kontinuierlicher Umbauprozess der
Knochenmasse statt, welcher aus einem Gleichgewicht aus Abbau, Aufbau und
Umbau besteht [34]. Es handelt sich um einen langwierigen Prozess, wobei ca.
0,5% an Knochenmasse pro Jahr verloren gehen und es ca. 5 — 10 Jahre dauert
bis der Knochen ganzlich remodelliert und umgebaut wurde [34]. Es zeigt sich,
dass ein am Knochen verlangsamter Stoffwechsel- und Modellierungsprozess
vorliegt [34].

Im Verlauf der Alterung verandert sich die kndcherne Integritat auf verschiedenen
Ebenen: zum einen nimmt die Starke des Knochens bedingt durch Abnahme der
trabekularen und kortikalen Dichte ab und zum anderen damit korrespondierend
kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen Osteoklasten und Osteoblasten
mit einhergehendem Verlust von Knochenmasse [1]. Dieses Ungleichgewicht auf
Seiten der Osteoblasten im Verlauf der Alterung wird zuriickgefuhrt auf eine
Abnahme mesenchymaler Stammzellen (MSCs), eine defekte Proliferation,
respektive Differenzierung von Progenitorzellen oder einer Diversion dieser in
Richtung einer Adipogenese und einer Zunahme der Apoptose [1]. Dies wird
hinzukommend beeinflusst von beispielsweise (altersassoziierten) Stoffwechsel-
erkrankungen, den Lebensumstédnden und auch den Lebensgewohnheiten.
Nussler et al. konnten zeigen, dass Patienten, die an Diabetes mellitus erkrankt
sind, ein erhdhtes Fraktur-Risiko sowie eine verzogerte Frakturheilung, abhangig
von Erkrankungsdauer, therapeutischer Einstellung und zusatzlichen
Komorbiditaten wie chronischen Nephropathien oder Osteoporose, welche
ebenfalls einen negativen Einfluss auf die kndcherne Integritat nehmen, haben
[35]. Des Weiteren flihrt beispielsweise die Lebensgewohnheit des Rauchens
durch Induktion von unter anderem oxidativem Stress mit dadurch erhdhten
Spiegeln an Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu einer Schadigung der
osteoblastaren Knochenformation [36]. Im Ganzen nimmt im Verlauf der Alterung
die knécherne Integritdt ab. Jedoch sind die der Alterung von Organsimen
zugrundeliegenden multifaktoriellen wie molekularen und zellularen Prozessen
und Theorien zwar bekannt, stellen aber wissenschaftlich wenig verstandene

Phanomene dar.
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Ein Beispiel stellt die ,Theorie der Freien Radikale“ von Denham Harman aus
dem Jahre 1956 dar, die besagt, dass Radikale wéhrend des Prozesses der
Alterung in der Zelle akkumulieren und als hochreaktive Molekile einen
toxischen Effekt auf die Zelle haben, indem sie zellulare Signale unterbinden, die
DNS schadigen und Apoptose induzieren [37, 38]. Dieser oxidative Stress, wozu
die freien Radikale zahlen, wie zum Beispiel die Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxide als intrinsische Faktoren oder auch extrinsische Faktoren,
wie UV-Licht und Hitze, welche die Menge an freien Radikalen in den Zellen
verstarken und damit den schadigenden Effekt intensivieren, fuhrt zu einem
Ungleichgewicht zwischen der Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und dem antioxidativen Schutzsystem [39, 40]. ROS, insbesondere freie
Radikale, sind aufgrund ihres ungepaarten Elektrons chemisch instabil und hoch
reaktiv, wodurch sie anderen Molekilen Elektronen entziehen kdnnen, um in
einen stabilen Zustand Uberzugehen [41]. Dabei kann es zu veranderten
Eigenschaften mit resultierenden Funktionsstérungen innerhalb der Zelle
kommen [42]. Insbesondere die Elektronentransportkette in der Mitochondrien-
membran ist eine der Hauptentstehungsquellen in Kérperzellen fir ROS, bedingt
durch den dort teils stattfindenden sauerstoffabhangigen Metabolismus, wobei
die mitochondriale DNA durch ihre fehlenden protektiven Histone sowie DNA-
Bindungsproteine besonders anfallig ist fur Mutationen [1, 40, 43, 44]. Dies fuhrt
zu einer veranderten Genexpression durch oxidativen Stress in Form von ROS
im Verlauf der Alterung [1, 40, 43, 44]. Insgesamt kommt es so zu einer
zunehmenden Produktion an ROS im Verlauf des Alterungsprozesses, wodurch
es vermehrt zu einer Akkumulation an mtDNA-Mutationen sowie zu einer
Zunahme an oxidativen Stress in den Mitochondrien kommt [40, 43, 44]. Diese
Zunahme der ROS im Verlauf der Seneszenz fuhren zu einer gesteigerten
Anfalligkeit des Gewebes gegeniber oxidativen Verletzungen in verschiedensten
Organen wie beispielsweise im Knochen und in der Leber [45]. Im Knochen fiihrt
oxidativer Stress zu einer Veranderung in der Expression und in der Signalkette
von lokalen Wachstumsfaktoren, wodurch es zu einer veranderten interzellularen

Kommunikation kommt [7].
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Im Folgenden sind die Interaktionen von ROS-bedingten Veranderungen auf
molekularer, zellularer und gewebsspezifischer Ebene in Bezug auf die
knocherne Integritat im Verlauf der Alterung dargestellt.

In Osteoblasten fihrt ROS zu einer Dysfunktion, Dedifferenzierung und Apoptose
durch kontinuierliche Produktion, was zu einer lipiden Peroxidation, Schadigung
von Proteinen und DNS-L&sionen fihrt [46-48].

Diese lipide Peroxidation, welche eine durch oxidativen Stress bedingte
Kettenreaktion darstellt, fihrt beispielsweise zu Veranderungen in der Struktur
und Funktion von Lipiden in den protektiven Membranen von Zellen [49]. In
Osteoklasten fuhrt ROS zu einer Stimulation dieser lipiden Peroxidation mit
dadurch bedingtem Knochenabbau [1].

Bekannt ist, dass oxidativer Stress die skelettale Homoostase auf molekularer
Ebene stort, in dem es zu Deletionen von wichtigen Transkriptionsfaktoren wie
FoxO1, 3 und 4 fuhrt [50]. Hieraus resultiert eine Zunahme an oxidativem Stress
im Knochen, eine Abnahme an Osteoblasten, damit einhergehend eine
Verringerung der Knochenmasse sowie schlussendlich eine Abnahme der
kntéchernen Integritat (Abbildung 5) [1]. Diese Transkriptionsfaktoren FoxO1, 3
und 4 werden durch Wachstumsfaktoren und Insulin gehemmt sowie durch
Nahrstoffkonstellationen und ROS-induzierte posttranslationale Modifikationen
beeinflusst [51].

Alterung mit Zunahme an
oxidativem Stress

ROS
Abnahme der
ApoptSﬁg gtes([g)sztetc;tr)]lasten Osteoblastogenese und
y Zunahme der Adipogenese

Abbildung 5: Uberblick Uber die Auswirkungen von oxidativem Stress (Reakive

Sauerstoffspezies, ROS) am Knochen im Verlauf der Alterung [1, 8].
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Es konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Deletion der
Transkriptionsfaktoren zu einem erhohten oxidativen Stress im Knochen fihrt
[52].

Die verminderte Knochenmasse wurde auf eine mangelhafte Knochenbildung,
bedingt durch eine verminderte Osteoblastenzahl durch eine erhéhte
Osteoblasten-Apoptose, zurlckgefuhrt [9]. Im Gegensatz dazu zeigt der
Funktionsgewinn von FoxO3 einen verminderten oxidativen Stress in
Osteoblasten mit einer Abnahme in der Osteoblastenapoptose mit erhohter

Osteoblastenanzahl und einer Zunahme in der Knochenmasse [53].

Die Deletion von FoxO1l hingegen zeigt in coLlAl-exprimierenden
Knochenzellen eine verringerte Osteoblastenzahl sowie damit verbunden eine
verringerte Knochenmasse in Folge eines erhdhten ROS-Spiegels [53].
Hinzukommend fuhrt diese FoxO1-Deletion zu einer gestérten Proteinsynthese
in den Osteoblasten mit einer Abnahme in der Glutathion- und Kollagen-
Synthese [53]. Somit zeigt sich, dass FoxO eine zentrale Funktion in der Wirkung

von oxidativem Stress (ROS) auf die Knochenbildung einnimmt [52, 53].

Des Weiteren ist bekannt, dass es zu einer Inhibierung des Wnt/B-Catenin-
Signalweges durch ROS im Knochen kommen kann [54]. Dieser Wnt/3-Catenin-
Signalweg ist unentbehrlich fir die Osteoblastogenese und jede Schéadigung
dieses Signalweges geht mit einem Verlust an Knochenmasse einher [6].
B-Catenin ist ein wesentlicher Co-Aktivator von FoxO und ist erforderlich flr die
Stimulation von FoxO-Zielgenen in Osteoblasten und anderen Zelltypen [2, 54].
ROS induziert die Assoziation von FoxO mit B-Catenin durch eine Férderung der
FoxO-vermittelten Transkription auf Kosten der Wnt-gestiitzten Osteoblasten-
Differenzierung [55]. Durch die Fahigkeit von FoxO das B-Catenin abzuspalten
kann die Proliferation sowie die Differenzierung von Osteoblasten-Vorlaufern
eingeschrankt werden und so zu einer verminderten Knochenbildung mit einem

Verlust an Knochenmasse im Verlauf der Alterung fuhren [55].
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Somit tbernimmt 3-Catenin eine zentrale Rolle in Bezug auf die Interaktion von

ROS auf die Osteoblastogenese.

In diesem Zusammenhang steht auch der Peroxisome Proliferator-activated
receptor (PPAR) y2, ein Transkriptionsfaktor, welcher essentiell fur die
Adipogenese ist, und mit zunehmender Alterung vermehrt in Mauseknochen
vorkommt [9, 56]. Die Hemmung der Wnt-vermittelten Transkription fihrt zu einer
gesteigerten Expression von PPARy2 [2, 3]. Osteoblasten und Adipozyten
entstehen aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle, der mesenchymalen
Stammzellreihe im Knochenmark. Akune et. al. konnten zeigen, dass eine
verstarkte PPARy2-Expression in Progenitorzellen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des gealterten Knochens spielt durch Beglnstigung der
Differenzierung von MSCs in Richtung der Adipozyten anstelle von Osteoblasten
[1]. Gestltzt wird dies durch den Nachweis einer gesteigerten Anzahl an
Osteoblasten sowie einer Zunahme an Knochenmasse in Mausen mit PPARy2-

Insuffizienz [57].

PPARy2 Osteoblastogenese

Progenitorzelle

PPARY2

—>
Mesenchymale \ A N
- ~ )

—>

Adipogenese

Abbildung 6: Differenzierung und Auswirkung von mesenchymalen Progenitorzellen [1-3].

Der Eintritt von mesenchymalen Progenitorzellen hin zu Osteoblasten ist
abhangig von dem bereits oben genannten Wnt/B-Catenin-Signalweg. Dieser ist
neben seiner Rolle in der Osteoblastogenese ein starker Inhibitor der
Adipogenese durch teilweise Unterdriickung der Expression von PPARy2
(Abbildung 6) [1-3]. In Ubereinstimmung dazu fiihrt eine Inhibition des Wnt/B-
Catenin-Signalweges in den Osteoprogenitorzellen bei erwachsenen Mausen zu
einer erhdhten Expression von PPARy2 und damit einhergehend zu einer
vermehrten Knochenmarksadipositas sowie einer verminderten Knochenmasse
(Abbildung 6) [1, 58].
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Die bereits zuvor angesprochene lipide Peroxidation nutzt diesen Mechanismus
zur Potenzierung von ROS, wodurch es im Verlauf der Alterung zu einer
verminderten Knochenbildung, einer Stimulation der Osteoblasten-Apoptose und
einer Inhibierung der Protein-2-induzierten Osteoblasten-Differenzierung mit
einer veranderten Knochen-Morphogenitat kommt [59-61]. Somit zeigt sich, dass
PPARYyZ2 und der Wnt/B-Catenin-Signalweg eine zentrale Funktion in der Wirkung
von oxidativem Stress in Form von ROS auf die Integritat des Knochens nehmen
(Abbildung 7).

Des Weiteren ist der Verlust oder auch die Stérung von mesenchymalen
Progenitorzellen (MSCs) im Verlauf der Alterung durch Anhaufung von
oxidativem Stress stark verbunden mit einer Storung in der Differenzierung,
Proliferation und einer Zunahme der Seneszenz im Knochen [62-64]. Diese
MSCs finden sich im Knochenmark sowie in perivaskularen Nischen in
menschlichen Organen und sind verantwortlich fur die Differenzierung in
Osteoblasten; ebenso sind sie in-vitro in der Lage zu Osteoblasten,

Chrondrozyten und Adipozyten zu differenzieren (Abbildung 7) [1, 65].

Oxidativer Stress in
Form von ROS

Fox01,2,3
Wnt/B-Catenin

Abnahme der PPARy2
knéchernen Lipidperoxidation
Integritat und 53
Qualitat im P
Verlauf der Runx2/Sp7
Alterung pp66she

RANKL

Abbildung 7: Zusammenfassende Darstellung der Interaktionen von ROS-bedingten
Veranderungen auf molekularer, zelluldrer und gewebsspezifischer Ebene in Bezug auf die

kndcherne Integritat im Verlauf der Alterung [1, 8-11].
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Hinzukommend haben Studien gezeigt, dass die Vorlauferzellen gealterter
Ratten im Vergleich zu jingeren Tieren ein hoheres Niveau an oxidiertem
Stresslevel in Form von oxidierten Proteinen, Lipiden und einer erniedrigten

antioxidativen Aktivitat aufweisen [6].

Bekannt ist aul3erdem, dass das Tumorsuppressor-Gen p53 ein kritischer
zellularer Sensor ist, der beispielsweise auf ROS reagiert und je nach
Aktivierungsgrad das Wachstum, die Reparatur, die Apoptose und die Alterung
einer Zelle beeinflusst [6]. So zeigte p53 einen durch ROS-bedingten negativen
Effekt auf die Osteoblastenerzeugung durch eine Repression der Expression
eines wichtigen Transkriptionsfaktors der Osteoblasten-Differenzierung und der
skelettalen Morphogenese, den Runt-related transcription facotor 2 (Runx2)
sowie das damit in Verbindung stehende Protein Sp7/Osterix, welches in der
Osteoblasten-Induktion involviert ist [11, 66]. Diese Beeinflussung fuhrt zu einer
Abnahme der Osteoblasten und damit zu einer Abnahme in der Knochenmasse
[11, 66].

Des Weiteren konnten E. Sahin et al. zeigen, dass die im Verlauf der Alterung
durch oxidativen Stress bedingte Telomerverkirzung auch zu einer Aktivierung
von p53 fuhrt, wodurch es zu mitochondrialen Dysfunktionen mit einer Zunahme
an ROS im Knochen durch eine Repression des p53-induzierten PPARy2-
Coaktivator 1a/p, kommen kann [50, 67].

Das Tumorsuppressor-Gen p53 istin der Lage Uber verschiedene Mechanismen
die ROS-Produktion zu beeinflussen, so zum Beispiel auch tber eine Erhéhung
der Haufigkeit des pp663"°-Proteins. Dieses Protein stellt eine Isoform des Shc-
Proteins dar, welches eine wichtige Rolle in der Erzeugung von ROS in den
Mitochondrien sowie in der Translation von oxidativen Signalen hin zur Apoptose
darstellt [68]. In den Mitochondrien fungiert p66s" als Redox-Enzym, wodurch es
die Produktion von H>O:> verstéarken kann sowie eine Forderung in der Apoptose
zeigt [69]. Es stellt sich dar, dass p53- und pp66sh°-negative Zellen tber eine
niedrigere endogene ROS-Produktion verfligen. Wodurch ein Mangel an pp663"°
mit einer geringen ROS-Konzentration im Knochen, verbunden mit einer

verstarkten Knochenmasse, einhergeht [70].
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Des Weiteren stellen p66s"c-defiziente Osteoblasten eine erhohte Resistenz
gegenuber ROS dar [8]. Insgesamt zeigt sich, dass diese beide Faktoren in der
altersbedingten skelettalen Invasion durch ROS-bedingte und -abh&ngige

Mechanismen beteiligt sind [6].

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil der Regulation des Knochenumbaus ist das
Membranzytokin Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) [71]. Dieses wird
unter anderem von Osteoblasten sezerniert und bindet an den RANK-Rezeptor
auf der Oberflache von hé&matopoetisch-osteoblastischen Vorlauferzellen, um
dort die Differenzierung zu Osteoklasten zu stimulieren, wodurch ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und -umbau gewéhrleistet
wird [72, 73]. Bai et al. konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass oxidativer
Stress in Form von ROS die Osteoklastogenese uber eine ERK- und PKA-CREB-
vermittelte Induktion, beides ROS-abhangige Regulatoren im Knochenstoff-
wechsel von RANKL in Osteoblastenzellen, stimuliert [71]. Diese Induktion und
Stimulation fuhrt zu einer verstarkten Osteoklastenbildung, damit einher-
gehenden zu einer verstarkten Knochenresorption durch die RANKL-Expression

und somit zu einem Verlust an Knochenmasse [71].

Insgesamt zeigt sich, dass ROS unter anderem die Differenzierung von
Osteoklastogenese, Osteoblastogenese und Adipogenese am Knochen in-vitro
und in-vivo auf molekularer, zellularer und gewebsspezifischer Ebene auf
unterschiedlichen Wegen beeinflusst, wobei viele Mechanismen noch unklar
bleiben (siehe Abbildung 7) [74-76].

1.3 Antioxidatives System im menschlichen Korper und Antioxidantien

Die antioxidativ wirksamen Schutzsysteme des menschlichen Korpers sind
vielfaltig und dienen der Reduktion der Konzentration von freien Radikalen sowie
reaktiven Sauerstoffspezies in den Zellen und im Blutplasma des menschlichen
Korpers [77]. Endogen vorkommende und natirliche antioxidative Bestandteile
sind zum Beispiel Proteine wie Transferrin, Albumin, Coeruloplasmin,

Hamopexin, Haptoglobin und Enyzme wie Superoxiddismutase (SOD),
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Glutathionperoxidase (GPX), Katalase und Vitamine wie beispielsweise Vitamin
Cund E [78].

Der wichtigste Vertreter und Schlisselspieler stellt das Glutathion (GSH,
y-Glutamylcysteinylglycin) dar [79]. Das atypische Tripeptid GSH ist ein zellulares
Thiol bestehend aus L-Glutaminsaure, L-Cystein und Glycin [4, 80]. Es besitzt
vielfaltige Funktionen, vor allem fungiert es als Antioxidationsmittel bei der
Beseitigung von oxidativem Stress (ROS) als Reaktionspartner fir die Entgiftung
korpereigener Stoffe und als Speicher sowie Transportform fir den
schwefelhaltigen Bestandteil Cystein [5]. Es ist ein atypisches Peptid, da es nicht
im Rahmen der Translation am Ribosom synthetisiert wird, sondern durch ATP-
abhéangige zytosolische Synthetasen [81]. Die Synthese findet in-vivo in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten statt. Im ersten Schritt wird per y-Glutamyl-
Cystein-Ligase (GCL) die Kondensation zwischen L-Glutaminsdaure und L-
Cystein katalysiert [4, 82]. Es entsteht das Dipeptid y-Glutamylcystein. Diese
erste Reaktion ist der limitierende und geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Biosynthese von GSH [83]. Im zweiten Schritt wird mit Hilfe der
Glutathionsynthase Glycin an das terminale Kohlenstoffatom des Dipeptids aus
Glutamat und Cystein addiert und es entsteht das Tripeptid GSH [4]. Glutathion
beteiligt sich an der Entgiftung von oxidativem Stress (ROS) in zwei
Reaktionstypen [4]: zum einen reagiert GSH nichtenzymatisch mit Radikalen wie
Stickstoffmonoxid oder Hydroxylradikalen und zum anderen fungiert es als
Elektronendonator bei der Reduktion von Peroxiden durch die Glutathion-
peroxidase (GPX) (Abbildung 8) [4].

H,0, 2 GSH NADP’
CAT GPX3 GSR NOX4
2 H,0 GSSG NADPH
Abbildung 8: Wirkung und Regeneration von Glutathion mittels Umwandlung von
Wasserstoffperoxid zu Wasser mit Hilfe von 2 GSH durch die CAT und GP3 sowie unter

Umwandlung von NADP " zu NADPH durch GSR und NOX4 [4, 5].
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Glutathiondisulfid (GSSG) stellt das Endprodukt dieser Oxidation dar und wird
per Reduktion durch die Glutathionreduktase (GR) regeneriert [4]. Dieses GSSG
fungiert abhéngig von seiner Konzentrationshéhe als Indikator fir oxidativen
Stress im Korper [84].

Der schadigende Effekt von oxidativem Stress und damit an ROS, kann mit Hilfe
von Erganzungen mit antioxidativer Wirkung wie beispielweise Antioxidantien,
verlangsamt oder gar verhindert werden [85]. Diese Antioxidationsmittel sind
chemische Verbindungen, die eine grof3e physiologische Funktion durch ihre
Wirkung als Radikalfanger haben, in dem sie reaktive Sauerstoffspezies
bekampfen und damit verbunden den oxidativen Stress senken.

In diesem Fall wurde das Antioxidans NAC (ACC, N-Acetyl-L-Cystein) verwendet
(Abbildung 9). Dies ist ein Abkdmmling der nattrlich vorkommenden Aminosaure
Cystein. NAC erzielt seine Wirkung als Antioxidans zum einen indirekt, indem es

die fur die GSH-Synthese benétigte Aminosaure Cystein bereitstellt und dadurch

Alterung mit Zunahme an
oxidativem Stress

|

ROS
Apoptose der Abnahme der
Osteoblasten und Osteoblastogenese und N AC
Osteozyten Zunahme der Adipogenese

HZOZ: : 2 GSH NADP’
CAT GPX3 GSR NOX4
2 H,0 GSSG NADPH
Abbildung 9: Uberblick tber die Interaktion zwischen ROS und seinen Implikationen auf den

Knochenstoffwechsel, dem antioxidativen System in Form von Glutathion sowie die Ansatzpunkte
von NAC [1, 4-7].
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zur Regeneration von GSH beitragt. Zum anderen direkt, indem es durch seine
vorhandene Thiol-Gruppe oxidativen Stress in Form von ROS abfangen sowie
reduzieren kann (Abbildung 9) [87, 88, 144]. NAC hat aul3erdem eine
mukolytische, sekretolytische und sekretomotorische Wirkung, bedingt durch die
Spaltung von Disulfidbriicken, die in den Mukopolysacchariden (Glykosamino-
glykane, GAG) vorkommen, wodurch es ein besseres Abhusten ermdglicht [86,
87].

Des Weiteren spielt die im NAC enthaltende schwefelhaltige Aminoséure Cystein
bei der Bildung und Regeneration von Glutathion eine tragende Rolle [87, 88].
Dies ist einerseits wichtig bei der Bekdmpfung freier Radikale, bspw. ROS und
andererseits speziell beim Abbau von Arzneimitteln wie z.B. Paracetamol durch
Cytochrom P450, wobei N-Acetyl-p-benzochinonimin entsteht, welches
Hepatozyten schadigt und durch Glutathion neutralisiert werden kann.
Dementsprechend findet NAC bei der Paracetamol-Intoxikation klinische

Anwendung [87].

Ferner findet NAC klinische Anwendung als haufiger Bestandteil in
Infusionslésungen zur parenteralen Aminosaurezufuhr bei Niereninsuffizienz,
Leberinsuffizienz, hepatischer Enzephalopathie und bei Dialysepatienten [87].
Aul3erhalb zugelassener Anwendungsgebiete im Off-Label-Use wird NAC in der
Nephrologie bei der Pravention eines akuten Nierenversagens bei Risiko-

patienten vor Bildgebung mit KM (Kontrastmittel) eingesetzt [89].

In der Psychiatrie spielt NAC zunehmend eine Rolle durch seine Wirkung auf den
Glutaminstoffwechsel, wobei es insbesondere bei Erkrankungen wie Schizo-
phrenie, Zwangsstérungen und Depressionen derzeit experimentell in den Fokus
rickt [90-92].

Weitere Ansatze und Einsatzmdglichkeiten von NAC sind in Tierversuchen

untersucht worden; zum Beispiel an Mausen konnte die Uberlebensrate nach

einer Malaria-Infektion gesteigert werden [93].
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Aulerdem konnte im Rattenmodell einer Drogentherapie gezeigt werden, dass
kokainsuichtige Ratten durch NAC weniger Verlangen nach dieser Droge hatten
als Kontrolltiere, denen ein Placebo appliziert wurde [94].

Bei Menschen fiihrt NAC, auch bei Uberdosierung, zu weitgehend atoxischen
und wenig unerwinschten Arzneimittelwechselwirkungen sowie Neben-
wirkungen [87]. Dennoch konnte aber gezeigt werden, dass NAC unter
bestimmten Umstanden, einen pro-oxidativen Effekt entfalten kann [95]. Dies ist
durch die enthaltende Thiol-Eigenschaft bedingt, welche als reaktive Gruppe
fungiert und somit selbst reaktiv-wirkend einhergehen kann [95]. Dieser negative
Einfluss kann und sollte bei Anwendung von NAC bedacht werden. Alles in allem
stellt NAC ein einfaches, ginstiges, gut verfligbares, klinisch bekanntes und
zugelassenes Antioxidans dar, welches in dieser Versuchsdurchfihrung

Anwendung fand.

Alternativ zu NAC existieren weitere Substanzen und Verbindungen wie
beispielsweise Quercetin und Resveratrol, aber auch etwa Grliner Tee, die alle
Gegenstand der Forschung sind und in Studien zum Teil positive antioxidative
Effekte gezeigt haben, jedoch noch nicht dahingehend klinisch etabliert sind wie
NAC.

Quercetin als ein natirlich vorkommendes und weit verbreitetes Flavonoid in
Lebensmitteln ist in der Lage den antioxidativen Stress in Form von ROS zu
reduzieren. So konnten zum Beispiel Nussler et al. zeigen, dass Quercetin bei
Rauchern mit erhohten ROS-Spiegeln, das antioxidative Netzwerk mit einem
erhdhten oxidativen Ungleichgewicht, durch Quercetin antioxidativ unterstitzen
kann [96, 97]. Wattel et al. konnten zeigen, dass Quercetin eine inhibitorische
Wirkung auf die knoécherne Resorption durch Hemmung der Osteoklasten-
Aktivitat hat [98]. Das Resveratrol als ein Phytoalexin der Polyphenole ist
ebenfalls antioxidativ wirksam [99]. In-vitro Studien konnten zeigen, dass
Resveratrol die Osteoblastogenese stimuliert und die Adipogenese sowie
Osteoklastogenese abschwacht [10, 100, 101].
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Diese Wirkung von Resveratrol, der Reduktion der Adipogenese und Stimulation
der Osteoblastogenese der Mesenchymzellen im Knochenmark, entsteht durch
eine inhibierende Wirkung von Sirt1, ein wichtiges Enzym fur Regulationsproteine
und Teil der Signaltransduktion im Stoffwechsel auf PPARy2 [100]. Des Weiteren
reguliert Resveratrol auch die Runx2-Genexpression uber Sirtl und FoxO3, um
die Osteogenese zu fordern [101]. Bei Vorlaufern der Osteoklasten verringert es
durch RANKL-induzierte NF-kB-Aktivierung die Bildung von Osteoklasten [10].

Als weitere antioxidative Mdglichkeit wird eine Diat und/oder Supplementierung
durch Grunen Tee als Variante des Tees aufgefiihrt. Holzer et al. konnten zeigen,
dass, insbesondere bei Rauchern, ein moglicher Nutzeffekt der knéchernen
Homoostase der Frakturheilung und der Knochendichte durch Grinen Tee erzielt
werden kann [36].

1.4 Hitzestress im Verlauf der Alterung

Auf molekularer Ebene forcieren erhdohte Temperaturen als ein externer
Stressfaktor die Produktion an ROS und erhéhen dadurch den oxidativen Stress
in einem Organismus [102]. Es konnte gezeigt werden, dass die in der
Mitochondrienmembran gelegene Atmungskette ab einer bestimmten
Temperatur entkoppelt wird, wodurch es zu einer Zunahme sowie einer
Akkumulation an O2-+ und H>O2 kommt [103]. Insbesondere gealterte Menschen
ab dem 65. Lebensjahr haben ein erhdhtes Risiko durch eine erhdhte periodisch
einwirkende Hitze in der Mortalitat [104-107].

Der Organismus verfugt Uber einige Adaptationsmechanismen um die
physiologische Temperaturhomdostase im Gleichgewicht zu halten. Zum einen
durch die Produktion und Evaporation von Schweil ist der Organismus in der
Lage, die Korperkerntemperatur zu regulieren, zum anderen durch eine
Vasodilatation mit einer Blutumverteilung von zentral nach peripher, verbunden
mit einer Zunahme des Blutflusses [108]. Des Weiteren reagiert der Organismus
bei extremen Bedingungen wie beispielsweise Hyperthermie mit der Produktion

von sogenannten Heat Shock Proteins (HSP, Hitzeschockproteinen),
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welche anderen Proteinen bei der Erhaltung ihrer Sekundarstruktur helfen, um

sie so vor einer Denaturierung zu schutzen [103, 109].

AulRerdem reagiert der Organismus mit einer Zunahme an GSH-Produktion, um
den entstandenen oxidativen Stress in Form von ROS abzupuffern [102]. Yang
et al. konnten zeigen, dass die akute Hitze-Exposition die Aktivitat der
mitochondrialen Atmungskette verringert, wodurch es zu einer Uberproduktion
an ROS, verbunden mit einer vermehrten lipiden Peroxidation und einer
Zunahme an oxidativem Stress in den Zellen kommt [110]. Dieser oxidative
Stress in Form von ROS durch erhdhte Temperaturen fihrt zu Schaden des
Knochengewebes, deren Ausmald von der Hohe der Temperatur und der Dauer
der Exposition abhangig ist [111]. Die Schwelle des Auftretens fir
morphologische Knochengewebsschaden liegt bei ca. 40-47°C fur 1 Minute,
wobei langer andauernde und hohere Temperaturen zu einer weiteren
irreversiblen Schadigung der Knochenstruktur mit anschlieRender Resorption

und bindegewebigem Umbau fihren [112].

Insgesamt fuhrt Hitzestress zu einer Verlagerung des antioxidativen Systems hin
zu einem vermehrten oxidativen Stress-Niveau bei verstarkter ROS-Produktion,
verbunden mit einem geschwachten mitochondrialen-antioxidativen Schutz-
system [103].

1.5 Ziel des Projekts

Das Ziel des Projekts war es, den Einfluss von oxidativem Stress und die
zugrundeliegenden Mechanismen und deren Folgen fur die Alterungsprozesse
im menschlichen Knochen anhand eines Tiermodells zu untersuchen, da diese
Mechanismen und Abléaufe bis heute noch nicht vollstéandig geklart sind [141].
Zusammenfassend zeigen die Erkenntnisse aus verschiedenen Studien, wie
zuvor beschrieben, dass oxidativer Stress in Form von ROS eine wichtige Rolle
in Alterungsprozessen spielt [38, 40, 43, 44]. Ein besseres Verstandnis dieser

ROS-bedingten Veranderungen auf molekularer, zellularer und gewebs-
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spezifischer Ebene konnte die Erkenntnisse zur oxidativen Zellschadigung
erweitern, denn oxidativer Stress scheint ein wichtiger Mechanismus zur
altersbedingten skelettalen Integritat auf das Zellnetzwerk des Knochens
darzustellen [1, 6, 79].

Etwa auf zellularer Ebene kann oxidativer Stress und somit ROS die
Osteoblastogenese vermindern, bei gleichzeitig verstarkter Osteoklastenaktivitat
und zunehmender Adipogenese [9, 100]. Ferner koénnten dabei potentielle
Zielstrukturen fur die Beeinflussung von Alterungsprozessen identifiziert werden
[12, 113]. Des Weiteren fuhrt die Seneszenz des Knochens zu einem
altersabhangigen Knochenverlust mit Veréanderungen der kndchernen Stabilitat
und der skelettalen Integritat [1, 62].

Basierend auf einem Wistar-Ratten-Tier-Modell mit 3 Altersgruppen mit
Kontrollgruppe, unter dem Einfluss von oxidativem Stress mittels Hitzestress-
Behandlung und unter Gabe von NAC als Antioxidans, ist das Ziel der

vorliegenden Dissertation:

1. zu analysieren, wie sich die kndcherne Integritat Uber den Verlauf der
Alterung verandert, also die durch Seneszenz bedingten Veranderungen am

Knochen darzustellen.

2. aufzuzeigen, welchen Einfluss Hitze und dadurch bedingt oxidativer Stress

auf den Knochen im Verlauf der Alterung hat.

3. zu analysieren, welchen altersabhangigen, anti-oxidativen Effekt NAC als
Antioxidans auf die Knochenstruktur und die Stabilitat tGber den Verlauf der

Alterung darstellt.
Die Charakterisierung und Untersuchung der knéchernen Integritat erfolgte dabei

mittels biomechanischer Analyse zur Knochenstabilitaitsmessung und Mikro-

Computertomographie zur Analyse struktureller Veranderungen im Knochen.
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2. Material und Methodik

2.1 Tiere

Die Wistar Ratten drei verschiedener Altersgruppen (juvenil: 8 Wochen;
adoleszent: 6-7 Monate; seneszent: 23 Monate) wurden vom Janvier Labor (Le
Genest-st-isle, Frankreich) erworben. Die Tiere wurden in einer Temperatur-
kontrollierten (20-24°C) Tierhaltung sowie bei einem 12 h Licht-/12 h Dunkelheit-
Rhythmus gehalten. Futter (ssniff R/M-H, 10 mm) und Wasser standen ad libitum
den Tieren wahrend der Studie zur Verfiigung. Die Experimente begannen nach
einer Akklimatisierungsperiode von einer Woche und alle experimentellen
Abldufe sowie Versuche wurden durch einen Kooperationspartner
(Pharmacelsus, GmbH, Saarbriicken, Deutschland) und im Einverstandnis und
in Ubereinstimmung mit der lokal zustandigen Behorde (Landesamt fur
Gesundheit und  Verbraucherschutz,  Abteilung Lebensmittel- und
Veterinarwesen; Saarbriicken, Ordnernummer C1 2.4.2.2 Nr. 12/2012)
durchgefiihrt. In Tabelle 1 ist ein Uberblick tiber die verschiedenen Altersgruppen

und die Einteilung der Hitzestress-Behandlung sowie der NAC-Behandlung

dargestellt.
Wistar- Alter Gesamt n: Kontrolle n: Hitzestress n: NAC n:
Ratten @ NAC @ NAC + Hitze
@ Hitze
Juvenil 8 Wochen 12 12 - -
Adoleszent | 6/7 Monate 29 7 10 12
Seneszent 23 Monate 30 9 8 13

Tabelle 1: Uberblick tiber die Anzahl (n) der verschiedenen Altersgruppen und Behandlungen
(Alle Versuche wurden durch das Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung
Lebensmittel- und Veterindrwesen, Saarbriicken, Ordnernummer C1 2.4.2.2 Nr. 12/2012,

genehmigt).
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2.2 Behandlung mit Hitzestress

Um die Verdnderungen im antioxidativen System in einer akuten Stresssituation
zu analysieren, wurden die adoleszenten und seneszenten Tiere dem Hitzestress
ausgesetzt. Diese Methodik sttitzt sich auf ein etabliertes Protokoll von Zhang et
al. [114]. Ein Temperaturtransponder (IPTT-300, Plexx B.V., The Netherlands)
wurde 3-5 Tage bevor die eigentliche Hitzestress-Behandlung begann den Tieren
subkutan in den Nacken unter Inhalationsnarkose mit Isofluran implantiert.
3-5 Tage nach der Implantation wurde die Hitzestress-Behandlung begonnen.
Einen Tag vor der Hitzestress- Applikation fand eine Akklimatisierung der Tiere
in den vorgesehenen Warmekabinen (Kleintierkammer, Hugo Sachs Elektronik —
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) ohne Hitze dabei zu
applizieren fur eine Stunde statt, um andere Stressfaktoren zu minimieren. An
den darauffolgenden Tagen wurde die Temperatur der Warmekabinen mit einer
Rate von 0,06°C/min. fur exakt 60 min. erhéht, bis die Korperkerntemperatur der
Tiere 40-42°C erreichte. Im Anschluss wurde diese Temperatur unter
funfminatiger Kontrolle des Transponders fir weitere 30 min. gehalten. Diese

Prozedur wiederholte sich 24 Stunden spater (Abbildung 10).
Tag -3 Tag -1 Tag 0 Tag 1 Tag 1:

innerhalb 30 min.

b

Implantation des Akklimatisierung Stindliche Stindliche Zeitpunkt
Temperatur- an Warme- Temperaturerhdhung  Temperaturerh6hung der
transponders kabine fir eine um 0,06°C/min. bis um 0,06°C/min. bis Totung

Stunde Erreichen von 40-42°C, Erreichen von nach O h
dann weitere 30 min. 40-42°C, dann

weitere 30 min.

Abbildung 10: Graphische Darstellung des Verlaufs der Behandlung mit Hitzestress.

Wahrend der Hitzestress-Behandlung erhielten die Ratten weder Futter noch
Wasser. Die Tiere wurden durch eine Isofluran-Uberdosierung nach 0 Stunden,
also direkt nach der Hitzestress-Behandlung, im Anschluss an die zweite
Hitzestress-Behandlung getotet und per kardialer Punktur entblutet. Dann wurde

das Serum vorbereitet, die Leber entnommen sowie der Unterleib abgetrennt,
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kurz in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C eingelagert. Die
Unterleiber wurden dem Siegfried-Weller-Institut fur Unfallmedizinische
Forschung in Tubingen zur weiteren Praparation und kndchernen Aufarbeitung

zur Verfugung gestellt.

2.3 Behandlung mit N-Acetyl-L-Cystein

Die Tiere wurden mit N-Acetyl-L-Cystein (NAC, ACC) vorbehandelt, um die
Effekte dieses Antioxidans auf die Veranderungen im antioxidativen System zu
untersuchen. Ausschlie3lich adoleszente und seneszente Ratten wurden fur
diese Behandlung verwendet. Die juvenilen Tiere dienten als Kontrollgruppe.
AulRerdem wurden die Tiere, die mit NAC vorbehandelt waren, ebenfalls dem
Hitzestress ausgesetzt. Als Kontrollgruppe wurden einige Ratten in die
Warmekabinen gesetzt, jedoch keinem Hitzestress ausgesetzt. 0,5% NAC wurde
in das Trinkwasser sieben Tage vor dem ersten Hitzestress bis zur Tétung
hinzugegeben. Zusatzlich wurden 50 mg/kg Korpergewicht (KG) des NAC

intraperitoneal 30 min. vor jeder Hitzestress-Behandlung injiziert (Abbildung 11).

Ab 7 Tage vor  Jeweils 30 min.

Hitzestress vor Hitzestress Oh
Gabe von Gabe von Zeitpunkt
0,5% NAC in 50 mg/kg/KG der Tétung
das Trinkwasser intraperitoneal nach O h

Abbildung 11: Graphische Darstellung des Verlaufs der Applikation von NAC als Antioxidans.

2.4 Praparation des Unterleibs der Wistar-Ratten

Die Rattenpraparation wurde an der unteren Extremitat (Extremitas inferior) der
Tiere zur Darstellung der Femura sowie Tibiae und Fibulae durchgefihrt
(Abbildung 12). Zu Beginn wurde per Schere die Haut im und Uber dem

Oberschenkelbereich in zirkumferenter Weise umschnitten und freigesetzt.

35



Im Anschluss wurde diese freigesetzte Haut nach distal Gber den Tendo
calcaneus bis zum Tuber calcanei abgezogen und das Caput femoris aus dem
Acetabulum exartikuliert, wodurch die Extremitas inferior, das Art. coxae,
abgesetzt werden konnte. Im Folgenden wurde der sich am knéchernen Skelett
befindende muskoloskelettale Apparat wie Muskeln, Ligamenta etc. entfernt.
Zuvor wurde der Halteapparat um das Art. genus und Art. talocruralis prapariert,
um Oberschenkel von Unterschenkel sowie Unterschenkel vom oberen
Sprunggelenk (OSG) zu separieren, um so die einzelnen Knochen darstellen zu
konnen. Nach Praparation der muskuldren wie ligamentaren Bestandteile
konnten die einzelnen Knochen séuberlich und frei dargestellt werden, zum einen
das Femur, zum anderen die Tibia und die Fibula. Zum Schluss wurden alle
Knochen in sogenannten Falcon-Tubes (gré3ere Mikroreaktionsgefalde)

gelagert, beschriftet und bei -80°C tiefgefroren.
a)

Abbildung 12: a) Darstellung des Unterleibs einer Wistar-Ratte. b) Exartikulierter Caput femoris
aus dem Acetabulum mit einer vergroRRerten Ansicht in c). d) Abgesetzte Extremitas inferior.
e) Préaparation des muskoloskelettalen Apparats. f) Darstellung der sauber und frei préaparierten

Knochen: Tibia und Fibula links sowie Femur rechts.
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2.5 Biomechanische Stabilitdtsmessung [115]

Die biomechanische Stabilitdtsmessung wurde im AO Research Insitute in Davos
(Schweiz) durchgefiihrt. Dafur wurden die Femura nach ihrer Dissektion in zwei
Gruppen aufgeteilt und mindestens 20 min. aufgetaut, um sie bei
Raumtemperatur zu testen. Die Knochen wurden wahrend des Auftauens in

Salin-getrankten Kompressen feucht gehalten und unter stabiler Lage getestet.

Abbildung 13: Darstellung der biomechanischen Stabilitdtsmessung mit 4-Punktbiegetest.

Die biomechanische Testung wurde unter Benutzung einer MTS-Acumen-
Testmaschine mit 3kN load cell durchgefuhrt. Der Testaufbau bestand aus einem
2-teiligen 4-Punktbiegetest [115]. Der Abstand der statischen Auflagepunkte
betrug 20 mm und der beiden mittig liegenden von oben kommenden
Druckpunkte 10 mm (Abbildung 13 und 14). Der untere Anteil wurde auf einer

Ladungsrahmenplatte fixiert, der obere Anteil des Testaufbaus enthielt ein

23 Monate, Kontrolle, 23 Monate, Kontrolle,

" ; d 2 23 Monate, Hitze
keine Hitze keine Hitze

e

ey
Ml JULELS LRI
P

7 Monate, Kontrolle, 23 Monate, Hitze, 7 Monate, Hitze,
Keine Hitze NAC NAC

Abbildung 14: Darstellung verschiedener, im 4-Punktbiegetest gebrochener, Knochen.
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Gelenk am Maschinenquerhaupt mit gemeinsamer Zulassung fur die
Strecktesteinteilung. Die Einzelprobe (Femur) wurde auf der Auflage mit der
dorsomedialen Seite nach oben platziert. Das Loading wurde mit konstanter
Transversengeschwindigkeit von 1 mm die Minute bis zum Ausfall der
Einzelproben (Knochenbruch) durchgefiihrt. Die axialen Kraft/Druck- und
Verschiebungsdaten wurden durch eine Frequenz von 100 Hz ermittelt. Die
erfassten Parameter waren ultimate strength (= peak force), displacement at

max. load, stiffness und maximum bending moment [115].

2.6 Computertomographie — uCT Analyse [116, 117]

Die praparierten Femura wurden nach ihrer Dissektion im Werner Siemens
Imaging Center Tubingen, per 35-um isotropic voxels mit Hilfe einer Mikro-
Computertomographie (LCT, Siemens Inveon MultiModality SPECT/CT) anhand
ihrer trabekularen und kortikalen Parameter eingescannt und gemessen
(Abbildung 15, 16 und Tabelle 2). Durch das Inveon-Research-Workplace und
die 3D-Visualization-Software des Werner Siemens Imaging Center Tubingen
erfolgte die Analyse und Auswertung der Knochen (Abbildung 16 und 17). Um
alle eingeladenen Knochendaten darstellen und bearbeiten zu kénnen, mussten

initial alle Datensatze getffnet und vom Bildumfang auf ein Minimum zurecht-

Abbildung 15:

Siemens-Inveon-MultiModality-SPECT/CT
des Werner Siemens Imaging Center zu
Tlbingen, in welchem die Knochen
eingescannt und analysiert wurden. Mit Hilfe
dieses Kleintier-Scanners  kann  die
Knochendichte von Proben bestimmt werden
[116, 117]. Alle weiteren  Geréate-
Eigenschaften sowie Einstellungen laufen
Uber den Hersteller Siemens Healthcare
GmbH.
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geschnitten werden, so dass ein reines Bild des Knochens ohne umgebenden
luftleeren Raum vorzufinden war (Abbildung 17). Dies war notwendig, um eine

saubere und zlgigere Bearbeitung der Knochen zu ermoglichen.

Rekonstruierte Pixelgrof3e 43.243 x 43.243 x 43.243 pm®
Spannung und Strom der Réntgenquelle | 80 kVp und 500 pA

Gesichtsfeld axial 44.33 mm, transaxial 66.50 mm
Rotation 360° Rotation, 360 Rotationsschritte
Komprimierungsfaktor Vergrol3erung 2, medium-low

Tabelle 2: Technische Parameter der Mikro-Computertomographie.

Zu Beginn der Messungen wurde die Lange aller Femura im Inveon-Research-
Workplace ausgemessen. Dazu wurde ein griner Cursor im Programm in allen
Ebenen axial/koronal/sagittal mittig eingestellt und mit Hilfe des internen Lineals

im Image-Menl ausgemessen.

Abbildung 16: Darstellung eines eingescannten Knochendatensatzes und b) eingescannte
Knochenpaare im Inveon-Research-Workplace-Programm.

Abbildung 17: a) Beispielhafte Darstellung eines nicht-zurechtgeschnittenen Knochenpaares
(Femura) im Inveon-Research-Workplace in axialer, koronaler und sagittaler Schichtung und b)

zurechtgeschnittener Datensatz im Vergleich.
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Hierfir wurden die zuvor entferntest festgelegten Knochenpunkte proximal vom
Caput femoris und Trochanter major bis zum distalen Ende des Condylus lateralis
et medialis femoris, ausgemessen. Die Langenmessungen wurden immer in der
sagittalen Schichtung durchgefiihrt, da in diesem Schnitt die volle Lange des
Knochens besonders gut dargestellt werden konnte (Abbildung 18). Im n&chsten
Schritt musste ein Vorlagenwiurfel (template cube) erstellt werden, welcher in den
trabekuléaren Anteil aller Knochen passte, ohne dabei die Kortikalis des Knochens
zu tangieren. Somit musste jeder Knochen auf Stellung und Passform des
Vorlagenwirfels Uberprift und die GroRe des template cube gegebenenfalls
adaptiert werden. Hinzukommend wurde dieser Vorlagenwirfel in jedem neu
getdffneten Datensatz jeder Femura an der gleichen ausgemessenen und
vorgesehenen Stelle platziert. Durch mehrere Versuche und Erprobungen ergab
sich, dass der Vorlagenwdurfel distal (jedoch proximal, respektive kranial, der
Epiphysenfuge, wenn vorhanden bei juvenilen Knochen) im trabekularen
Bereich, wie oben beschrieben, eingesetzt werden musste. Dabei wurde eine
bestimmte Hohe mit Hilfe eines vertikalen (gelben) Positionspfeiles gewahlt,
immer ausgehend vom hochsten Punkt der Condylus lateralis et medialis
femoris, welcher zuvor ebenfalls beim Testeinsetzen des Vorlagenwirfels in
jedem einzelnen Knochen bestimmt wurde. Ausschlaggebende Kriterien waren,
dass es zu keiner Uberschneidung mit der kortikalen Struktur des Knochens
kommt, ansonsten ware diese als trabekulare Struktur vom Programm
mitberechnet worden. Es musste also ein gleichmafiger Abstand zur

Epiphysenfuge und ein gut passender sowie darstellbarer trabekularer Anteil des

Abbildung 18: LAngenmessung in sagittaler Ebene mit zentral gelegenem griinen Cursor und

sagittal platziertem internen Lineal.
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Knochens im Bereich der Metaphyse gewahlt werden, da dort primér spongidser,
also trabekularer Knochen vorlag. Zum genauen Einsetzen des Vorlagenwurfels
wurde von dem oben beschriebenen vertikalen (gelben) Positionspfeil eine
horizontal (grtin) gestrichelte Cursor-Linie geschaffen, auf welcher der Wirfel
platziert werden konnte (Abbildung 19 und 20).

a)

Abbildung 19: a) Darstellung des in den trabekuldren Bereich des Knochens eingesetzten
Vorlagenwurfels mit Hilfe des griinen und gelben Cursors ohne dabei die Kortikalis zu tangieren.
b) Eingesetzter Vorlagenwirfel mit Zuordnung der farblichen ROIls des trabekularen und

intertrabekuléaren Anteil des Knochens.

Nach Durcharbeitung aller Knochen ergab sich schlie3lich ein Vorlagenwiirfel
von 9 mm?® und eine Hohe des vertikalen (gelben) Positionspfeiles von 2,2 mm.
Mit Hilfe des erstellten und angepassten Vorlagenwirfels konnten nun die von
ihm eingegrenzten kndchernen Strukturen mit Hilfe des Inveon-Research-
Programms farblich markiert dargestellt, unterschieden und zugeordnet werden.
Zum einen wurde der trabekuldre Anteil, der TrabecularBone, und zum anderen
der intertrabekulare Anteil, der BoneMarrow, farblich zugeordnet, indem diesen
Anteilen die sogenannten Regions of Interest (ROI) zugewiesen wurden

(Abbildung 19, 20 und 21). Diese Zuordnung fand statt, damit das Programm mit

Abbildung 20: Ausschnitt des Bereiches in den der Vorlagewurfel
eingesetzt wurde. Dieser wurde anhand des gelben sowie griinen
Cursors im trabekuldren Bereich proximal der Epiphysenfuge
platziert.
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Hilfe der farblichen Unterscheidung die einzelnen Regionen differenzieren
konnte. Die Zuordnung und Durchfiihrungsschritte erfolgten mit Create, Perform
ROI thresholding und Invert threshold range. Dies wurde bei jedem einzelnen
Knochendatensatz durchgefihrt und abgespeichert. Die zuvor abgespeicherten
Knochendatensatze wurden im 3D-Visualization-Program per Import ROIs
eingespeist und Uber BoneMorphometry + Compute die Parameter erhoben und
dargestellt (Abbildung 21). Die Parameter beinhalteten das trabekulare
Knochenvolumen als Prozentangabe des Gesamtvolumens
(BoneVolume/TotalVolume, BV/TV, %), die Knochenoberflachendichte
(BoneSurface/BoneVolume, BS/BV, mm?) und die Dicke der Trabekel
(TrabecularThickness, Tb.Th, mm). Auf3erdem wurden die Trabekelanzahl
(TrabecularNumber, Tb.N, 1/mm), der Trabekelabstand (TrabecularSpacing,
Th.Sp, mm) und das trabekulare Muster (TrabecularPatternFactor, Th.Pf, mm)
als Ausdruck fur konkave (negative Werte) und konvexe (positive Werte)
Strukturen, bestimmt. Der TrabecularPatternFactor stellt dabei das trabekulare
Muster dar, wobei die Beziehung von konvexer zur konkaven Oberflache
betrachtet wird. Dabei spiegeln konkave Flachen ein stabiles Trabekelwerk im
Knochen wider [118, 119]. Zur Berechnung werden zwei Messungen von
Knochenflache (A1, A2) und Knochenperimeter (P1, P2) durchgefihrt [118, 119].
Der Quotient der Differenz aus der ersten und der zweiten Messung bestimmt
dann den TrabecularPatternFactor (Th.PF = (P1-P2)/(A1-A2)) [118, 119].

Abbildung 21: Gedffneter Knochendatensatz im 3D-Visualization-Programm mit berechneten

Parametern.

42



2.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von GraphPad Prism 7.03
durchgefthrt. Jegliche Unterschiede entlang der Signifikanz der Gruppen wurde
durch einen ANOVA-Test mit Hilfe eines ungepaarten T-Tests und einem F-Test
zum Vergleich der Varianz getestet und durchgefihrt. Das Limit der Signifikanzen
lag bei *p < 0.05 sowie **p < 0.01 und ***p < 0.001. Bei nicht explizit markierten
Signifikanzen lagen diese nicht vor. Als statistische Darstellung der Graphiken
wurden Streudiagramme mit Balken (Scatter plot with bar) und zur besseren
Darstellung in Abb. 38 ein Streudiagramm ohne Balken (Scatter plot without bar)

gewahlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Veranderung der kndchernen Inteqritat im Verlauf der Alterung

3.1.1 Effekt der Alterung auf die Knochenstruktur gemessen im uCT

Um die Veranderungen und den Effekt der Alterung in Bezug auf die kndcherne
Integritdt an standardisierter Position des Knochens zu analysieren, wurden,
nachdem die Knochen prapariert waren, mikrocomputertomographische
Verfahren wie oben beschrieben, genutzt und verwendet. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der reinen Knochenalterung ohne Hitzestress-Behandlung (-H)
und ohne NAC-Zugabe (-NAC) graphisch dargestellt, wobei 8 W (Wochen) fir
das juvenile Alter, 6/7 M (Monate) fur das adoleszente Alter und 23 M (Monate)
fur das seneszente Alter der Ratten steht. Die Interessensparameter der Mikro-
Computertomographie sind hinzukommend zur L&dngenmessung in Tabelle 3
abgebildet.

Trabekuldrer Knochen: Kortikaler Knochen:
BoneVolume/TotalVolume BoneVolume/TotalVolume
BoneSurface/BoneVolume BoneSurface/BoneVolume

TrabecularThickness CorticalVolume

TrabecularNumber

TrabecularSpacing

TrabecularPatternFactor

Tabelle 3: Interessensparameter der Mikro-Computertomographie

3.1.2 LAnge der Femura

Zuerst wurde eine Langenmessung der Femura der Ratten durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der
Altersgruppe mit 8 Wochen bei 34.72, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten bei
40.2 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten bei 40.46. Im Vergleich zu der
Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 6/7 Monaten sowie zwischen der
Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 23 Monaten hat sich eine Signifikanz

gezeigt.
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Die Langenmessungen der Femura der verschiedenen Altersgruppen der Tiere
spiegelt somit eine signifikante Langenzunahme im Verlauf der Alterung vom
juvenilen hin zum adoleszenten und seneszenten Knochen wider. Es zeigt sich
somit, dass die juvenilen Knochen signifikant kleiner sind als die adoleszenten

und seneszenten Knochen.
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Abbildung 22: Darstellung der Femurlangen. Langenmessung der Oberschenkelknochen der
verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit einer deutlichen Langenzunahme im Verlauf der
Alterung. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen und 6/7 Monaten liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n = 12 (8 W);
n=7(6/7M); n =9 (23 M). Mittelwerte: 34.72 (8 W), 40.2 (6/7 M), 40.46 (23 M).

3.1.3 Knochenvolumen zum Gesamtvolumen

Die Ergebnisse des Knochenvolumens zum Gesamtvolumen
(BoneVolume/TotalVolume, BV/TV) sind in Abbildung 23 dargestellt. Der
Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 0.48, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten bei 0.63 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten
bei 0.27. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 6/7 Monaten
zeigt sich ein signifikanter Anstieg des BV/TV. Im Gegensatz dazu nimmt dies

zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 6/7 Monaten,
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verglichen zur Altersgruppe mit 23 Monaten, signifikant ab. Erganzend zeigt sich
eine signifikante Abnahme des BV/TV zwischen der Altersgruppe mit 6/7
Monaten und der mit 23 Monaten. Zusammenfassend nimmt das
Knochenvolumen zum Gesamtvolumen im Verlauf der Alterung bei den
seneszenten Tieren ab. Die adoleszenten Knochen zeigen im Vergleich zu den
juvenilen und seneszenten Knochen deutlich mehr Knochenvolumen zum

Gesamtvolumen.

Knochenvolumen zum
Gesamtvolumen

Abbildung 23: Darstellung der Knochenvolumina. Knochenvolumen zum Gesamtvolumen der
verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit Abnahme des knéchernen Volumens im Verlauf der
Alterung. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen und 6/7 Monaten liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. Zwischen der
Altersgruppe 8 Wochen und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. Zwischen der
Altersgruppe von 6/7 Monaten und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. n = 12
(8W); n=7 (6/7 M); n =9 (23 M). Mittelwerte: 0.48 (8 W), 0.63 (6/7 M), 0.27 (23 M).

3.1.4 Knochenoberflache zum Gesamtvolumen

In  Abbildung 24 ist die Knochenoberflache zum Gesamtvolumen
(BoneSurface/BoneVolume, BS/BV) dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei
der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 13.2, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten
bei 8.88 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten bei 16.4. Es zeigt sich eine

signifikante Abnahme zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen und
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der mit 6/7 Monaten des BS/BV. Des Weiteren kommt es zu einem signifikanten
Anstieg zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten und der mit 23 Monaten.
Folglich nimmt die Knochenoberfliche zum Gesamtvolumen vom juvenilen
Knochen hin zum adolszenten Knochen signifikant ab, wohingegen es vom
adolszenten Knochen zum seneszenten Knochen hin signifikant ansteigt.
Zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 23 Monaten liegt eine
Tendenz in der Zunahme des BS/BV vor.
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Abbildung 24: Darstellung der Knochenoberflache. Knochenoberflache zum Gesamtvolumen
der verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit einer Abnahme zwischen den juvenilen und
adoleszenten Ratten sowie einer Zunahme hin zu den seneszenten Tieren. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen und 6/7
Monaten liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten und 23
Monaten liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n = 12 (8 W); n =7 (6/7 M); n = 9 (23 M).
Mittelwerte: 13.2 (8 W), 8.88 (6/7 M), 16.4 (23 M).

3.1.5 Anzahl der Trabekel

Die Veranderung der Anzahl der Trabekel (TrabcularNumber, Tb.N) im Verlauf
der Alterung in den verschiedenen Altersgruppen ist in Abbildung 25 dargestellt.
Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 2.96, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten bei 2.67 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten
bei 1.93.
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Im Vergleich zu den Altersgruppen mit 8 Wochen und der mit 23 Monaten liegt
eine Signifikanz vor. Bei den Altersgruppen von 6/7 Monaten und der mit 23
Monaten liegt im Vergleich ebenfalls eine Signifikanz vor. Es zeigt sich somit,
dass im Verlauf der Alterung die Anzahl der Trabekel, die trabekulare Strukur,
respektive die eng vernetzte trabekulare Gliederung abnimmt. Folglich verfugt
der juvenile Knochen Uber ein dichtes Netz an trabekularer Struktur, welches im

Verlauf der Alterung signfikant abnimmt.
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Abbildung 25: Darstellung der Trabekelanzahl. Anzahl der Trabekel der verschiedenen
Altersgruppen der Tiere mit einer Abnahme der trabekuléaren Struktur im Verlauf der Alterung. Die
Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8
Wochen und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 7
Monaten und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. n=12 (8 W); n=7 (6/7 M); n
=9 (23 M). Mittelwerte: 2.96 (8 W), 2.67 (6/7 M), 1.93 (23 M).

3.1.6 Dicke der trabekularen Struktur

In Abbildung 26 ist die Dicke der Trabekel (TrabecularThickness, Tbh.Th) im
Verlauf der Alterung in den verschiedenen Altersgruppen aufgezeigt. Der
Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 0.16, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten bei 0.24 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten
bei 0.13. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 6/7 Monaten

zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Dicke der trabekul&ren Struktur.
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Wohingegen sich zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten und der mit 23
Monaten eine signifikante Abnahme ergibt. Es wird somit sichtbar, dass die Dicke
der trabekularen Struktur im Verlauf der Alterung bei den seneszenten Tieren
abnimmt. Der adoleszente Knochen hingegen verfugt Uber ein dickes
trabekuléares Netzwerk.
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Abbildung 26: Darstellung der Trabekeldicke. Dicke der Trabekel der verschiedenen
Altersgruppen der Tiere mit abnehmender trabekuléarer Struktur im Verlauf der Alterung. Die
Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8
Wochen und 6/7 Monaten liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7
Monaten und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. n=12 (8 W); n=7 (6/7 M); n
=9 (23 M). Mittelwerte: 0.16 (8 W), 0.24 (6/7 M), 0.13 (23 M).

3.1.7 Abstdnde zwischen den Trabekeln

Der intertrabekulare Abstand (TrabecularSpacing, Th.Sp) im Verlauf der Alterung
in den verschiedenen Altersgruppen istin Abbildung 27 dargestellt. Der Mittelwert
befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 0.17, bei der Altersgruppe
mit 6/7 Monaten bei 0.13 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten bei 0.39. Im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 23 Monaten zeigt sich
eine signifikante Zunahme der Abstande zwischen den trabekularen Strukturen.
Zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten und der mit 23 Monaten zeigt sich

ebenfalls eine signifikante Zunahme der Abstande zwischen den Trabekeln.
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Es zeigt sich somit, dass der Abstand der trabekul&aren Strukturen im Verlauf der
Alterung zunimmt und sich somit auch der intertrabekulare Bereich, das heil3t die
eng vernetzte Spongiosa, an Dichte verliert und auflockert. Dies passt zu den
zuvor genannten Ergebnissen aus Abbildung 23 und 24, welche eine Abnahme
in der Anzahl (vgl. Abb. 23) und in der Dicke (vgl. Abb. 24) der trabekularen
Struktur widerspiegeln. Ubereinstimmend zur Abbildung 25 ergibt sich ebenfalls
eine Zunahme im intertrabekularen Bereich. Denn durch ein qualitativ und
guantitativ aufgelockertes trabekulares Netzwerk kommt es zu vergrol3erten
Abstanden zwischen den Trabekeln.
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Abbildung 27: Darstellung der Trabekelabstande. Abstdnde zwischen den Trabekeln der
verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit zunehmenden Abstanden im Verlauf der Alterung. Die
Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8
Wochen und 6/7 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7
Monaten und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. n=12 (8 W); n=7 (6/7 M);
n =9 (23 M). Mittelwerte: 0.17 (8 W), 0.13 (6/7 M), 0.39 (23 M).

3.1.8 Trabekularer Pattern-Faktor

In Abbildung 28 ist der Trabekuldre Pattern-Faktor (TrabecularPatternFactor,
Th.Pf) im Verlauf der Alterung in den verschiedenen Altersgruppen dargestellt.

Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei -0.61,
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bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten bei -1.64 und bei der Altersgruppe mit 23
Monaten bei 4.18. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 23
Monaten zeigt sich eine signifikante Zunahme des Trabekuléaren Pattern-Faktors
mit einer Positivierung. Zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten und der mit
23 Monaten zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg des Trabekuléaren
Pattern-Faktors mit einer Positivierung. Diese positiven Werte sind ein Audruck
fur eine vermehrte konvexe Form der Trabekel im Verlauf der Alterung,
insbesondere im seneszenten Knochen. Der juvenile Knochen hingegen weist
tendenziell negative Werte mit dadurch bedingter konkaver Form der Trabekel

auf, was ein stabileres Trabekelnetzwerk widerspigelt.

- 15. ] Hkak
9 kkk
x e
S 10+ :
é —_—
D
EET 5
o g
E = 0-—% —
0 By
E _ 1
8 5
[
|_ '1c L] L ) L]
ﬁ"'o :e"o aes'o
> o >
K\ ,\\&‘ ,b\%
® @ V

Abbildung 28: Darstellung des Pattern-Faktors. Trabekuldrer Pattern-Faktor der
verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit zunehmender Positivierung im Verlauf der Alterung.
Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8
Wochen und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7
Monaten und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. n =12 (8 W); n =7 (6/7 M);
n =9 (23 M). Mittelwerte: -0.61 (8 W), -1.64 (6/7 M), 4.18 (23 M).
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3.1.9 Kortikales Volumen

Das kortikale Volumen (CorticalVolume, CV) im Verlauf der Alterung in den
verschiedenen Altersgruppen ist in Abbildung 29 dargestellt. Der Mittelwert
befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 11.11, bei der Altersgruppe
mit 6/7 Monaten bei 14.24 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten bei 16. Im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 6/7 Monaten zeigt sich
eine signifikante Zunahme des kortikalen Volumens. Ferner stellt sich eine
Zunahme zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen und der mit 23 Monaten
hinsichtlich des kortikalen Volumens dar. Folglich nimmt im Verlauf der Alterung
vom juvenilen zum seneszenten Knochen das Volumen der Kortikalis zu. Somit
verfugt der juvenile Rattenknochen Uber eine volumen-dinnere Kortikalis als ein

adoleszenter und seneszenter Knochen.
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Abbildung 29: Darstellung der Kortikalvolumina. Kortikales Volumen der verschiedenen
Altersgruppen der Tiere mit Zunahme des kortikalen Volumens im Verlauf der Alterung. Die Daten
sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen
und 6/7 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen
und 23 Monaten liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 M);
n = 9 (23 M). Mittelwerte: 11.11 (8 W), 14.24 (6/7 M), 16 (23 M).
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3.2 Veranderung der knéchernen Inteqgritat durch Hitzestress-Behandlung

im Verlauf der Alterung

3.2.1 Einfluss von Hitze auf die Knochenstruktur gemessen im uCT

Um den Einfluss von Hitze in Bezug auf die knocherne Integritat an
standardisierter Position des Knochens zu analysieren, wurden, nach der
Préparation der Knochen, mikrocomputertomographische Verfahren, wie oben
beschrieben, genutzt und verwendet. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Knochenalterung mit und ohne Hitzestress-Behandlung (+H/-H) vergleichend,
jedoch ohne NAC-Zugabe (-NAC) graphisch dargestellt, wobei 8 W (Wochen) fur
das juvenile Alter, 6/7 M (Monate) fur das adoleszente Alter und 23 M (Monate)

fir das seneszente Alter der Ratten stehen.

3.2.2 Lange der Femura

In Abbildung 30 ist die Lange der Femura im Vergleich mit und ohne Hitzestress-
Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
34.21, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei
40.78, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei
41.76, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei
40.98 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei
39.89. Zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung
und der mit 6/7 Monaten mit Hitzestress-Behandlung liegt eine signifikante
Zunahme der Lange der Femura vor. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 6/7
Monaten mit Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten mit Hitzestress-
Behandlung liegt eine signifikante Abnahme der Lange vor. Insgesamt kommt es
im Verlauf der Alterung mit einem Zenit in der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestress-Behandlung zu einer Zunahme der Lange der Femura, darauf
folgend kommt es zu einer tendenziellen und signifikanten Abnahme des

seneszenten Knochens in der Altersgruppe mit 23 Monaten.
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Abbildung 30: Vergleichende Darstellung der Femurlangen. Lange der Femura im Vergleich
mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen der Tiere mit einer
Zunahme der Femurldnge im Verlauf der Alterung. Die Daten sind als durchschnittliche £
Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne Hitzestress-
Behandlung und 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor.
Zwischen der Altersgruppe 6/7 Monaten mit Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 M™™);
n =10 (6/7 M*); n = 9 (23 MM); n = 8 (23 M*™M). Mittelwerte: 34.21 (8 W), 40.78 (6/7 M),
41.76 (6/7 M*"), 40.98 (23 M), 39.89 (23 M*").

3.2.3 Knochenvolumen zum Gesamtvolumen

In Abbildung 31 wird das Knochenvolumen zum Gesamtvolumen im Vergleich
mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im
Verlauf der Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe
mit 8 Wochen bei 0.48, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 0.63, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 0.69, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 0.28 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 0.24. Es zeigt sich eine signifikante Zunahme des
BV/TV zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne Hitzestress-Behandlung

und der mit 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung.
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Eine signifikante Abnahme des BV/TV zeigt sich zwischen der Altersgruppe mit
6/7Monaten ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten ohne
Hitzestress-Behandlung sowie der mit 23 Monaten mit Hitzestress-Behandlung.
Insgesamt liegt somit im juvenilen und adoleszenten Knochen ein hoéheres

Volumen als im seneszenten Knochen vor.
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Abbildung 31: Vergleichende Darstellung der Knochenvolumina. Knochenvolumen zum
Gesamtvolumen im Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung mit einer Abnahme des Knochenvolumens im seneszenten
Knochen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen und 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von
**p < 0.01 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung und 23
Monaten ohne Hitzestress-Behandlung eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen
Altersgruppe 6/7 Monaten und 23 Monaten mit Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von
**p < 0.001 vor. n =12 (8 W); n=7 (6/7 M*); n =10 (6/7 M*"); n=9 (23 M"); n =8 (23 M*").
Mittelwerte: 0.48 (8 W), 0.63 (6/7 M), 0.69 (6/7 M*"), 0.28 (23 M), 0.24 (23 M*H).

3.2.4 Knochenoberflache zum Gesamtvolumen

In Abbildung 32 wird die Knochenoberflache zum Gesamtvolumen im Vergleich
mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im
Verlauf der Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe
mit 8 Wochen bei 12.47,
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bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 9.78, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 9.75, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 18.45 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 20.63. Es zeigt sich,
dass zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung
und der mit 23 Monaten mit Hitzestress-Behandlung eine signifikante Zunahme
der Knochenoberflache zum Gesamtvolumen vorliegt. Zwischen der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestress-Behandlung und der mit 23
Monaten ohne Hitzestress-Behandlung liegt ebenfalls eine signifikante Zunahme
der Oberflache vor. Es zeigt sich, dass es im Verlauf der Alterung zu einer
tendenziellen Abnahme des BS/BV vom juvenilen zum adoleszenten Knochen

kommt, welches dann zum seneszenten Knochen signifikant zunimmit.
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Abbildung 32: Vergleichende Darstellung der Knochenoberflachen. Knochenoberflache
zum Gesamtvolumen im Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung mit einer Zunahme des Volumens im seneszenten
Knochen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten mit Hitzestress-
Belastung liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten mit
Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von
*p < 0.05vor.n=12 (8 W); n =7 (6/7 M*); n =10 (6/7 M*"); n = 9 (23 MH*); n = 8 (23 M*").
Mittelwerte: 12.47 (8 W), 9.78 (6/7 M), 9.75 (6/7 M*), 18.45 (23 M), 20.63 (23 M*H).
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3.2.5 Dicke der Trabekel

In Abbildung 33 wird die Dicke der Trabekel im Vergleich mit und ohne
Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8
Wochen bei 0.16, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 0.24, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 0.23, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 0.15 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 0.14. Es zeigt sich, dass zwischen der Altersgruppe
mit 8 Wochen ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 6/7 Monaten ohne
Hitzestress-Behandlung eine signifikante Zunahme der Trabekel vorliegt.
Zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung und
der mit 23 Monaten mit Hitzestress-Behandlung liegt eine signifikante Abnahme
der Trabekeldicke vor. Ebenfalls zeigt sich eine signifikante Abnahme der Dicke
der Trabekel zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestress-
Behandlung und der mit 23 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung. Insgesamt
zeigt sich eine Zunahme der Trabekeldicke vom juvenilen zum adoleszenten

Knochen mit einer Abnahme der Dicke im seneszenten Knochen.
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Abbildung 33: Vergleichende Darstellung der Trabekeldicken. Dicke der Trabekel im
Vergleich mit und ohne Hitze in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung mit
einer Abnahme der Trabekeldicke im seneszenten Knochen. Die Daten sind als durchschnittliche
+ Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne Hitzestress-
Behandlung und 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05
vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten mit
Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen der Altersgruppe
6/7 Monaten mit Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten ohne Hitzestress-Behandlung liegt
eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n =12 (8 W); n =7 (6/7 M) n =10 (6/7 M*H); n=9 (23 M),
n = 8 (23 M*™). Mittelwerte: 0.16 (8 W), 0.24 (6/7 M), 0.23 (6/7 M*"), 0.15 (23 M), 0.14 (23
M*H).
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3.2.6 Anzahl der Trabekel

In Abbildung 34 zeigt sich die Anzahl der Trabekel im Vergleich mit und ohne
Hitzestress-Behandlung der verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 3.12,
bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 2.87, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 3.23, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 1.98 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 3.32. Es ergibt sich
eine relativ konstante Trabekelanzahl vom juvenilen zum adoleszenten und

seneszenten Knochen.

Anzahl der Trabekel

Abbildung 34: Vergleichende Darstellung der Trabekelanzahl. Anzahl der Trabekel im
Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung der verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung mit einer tendenziellen Abnahme der Trabekelanzahl im seneszenten Knochen. Die
Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 M™");
n =10 (6/7 M™); n =9 (23 M"); n = 8 (23 M*). Mittelwerte: 3.12 (8 W), 2.87 (6/7 M), 3.23 (6/7
M*H), 1.98 (23 M1, 3.32 (23 M*™).
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3.2.7 Intertrabkularer Abstand

In Abbildung 35 ist der intertrabekuléare Abstand mit und ohne Hitzestress-
Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
0.18, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 0.13,
bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 0.12, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung bei 0.26 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung bei 0.38. Es zeigt sich
eine tendenzielle Zunahme des Abstandes zwischen den Trabekeln im Verlauf
der Alterung mit einem Zenit im seneszenten Knochen. Dies entspricht einerseits
den oben genannten Ergebnissen aus den Abbildungen 25 - 27 der reinen
Knochenalterung sowie andererseits den zuvor genannten Ergebnissen aus den
Abbildungen 36 - 41 mit hinzukommender Hitzestress-Behandlung. Durch ein
gualitativ und quantitativ aufgelockertes trabekulares Netzwerk kommt es zu

vergroRerten Abstdnden zwischen den Trabekeln.

Intertrabekulidrer Abstand

Abbildung 35: Vergleichende Darstellung der Trabekelabstéande. Intertrabekularer Abstand
im Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen mit einer
tendenziellen Zunahme des Abstandes im Verlauf der Alterung. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 M*); n = 10 (6/7
M*); n =9 (23 MH*); n = 8 (23 M*"). Mittelwerte: 0.18 (8 W), 0.13 (6/7 M*), 0.12 (6/7 M*), 0.26
(23 M), 0.38 (23 M*™),
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3.2.8 Trabekularer Pattern-Faktor

In Abbildung 36 ist der trabekuléare Pattern-Faktor mit und ohne Hitzestress-
Behandlung im Vergleich in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8
Wochen bei 0.12, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei -2.31, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei -0.25, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 4.83 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 4.76. Es zeigt sich eine tendenzielle Positivierung im
seneszenten Knochen mit einer dadurch bedingten konvexen Formgebung der

Trabekel, was eine wengier stabiles Trabekelwerk widerspiegelt.

151

104

Trabekularer Pattern-Faktor
[1/mm]

o %
s
10 o o < o o
F & F & ¥
\‘f éb ég« .\;&%‘ \!S%
A S A

Abbildung 36: Vergleichende Darstellung des Pattern-Faktors. Trabekuldrer Pattern-Faktor
im Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im
Verlauf der Alterung mit einer konvexen Form im seneszenten Knochen. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. n =12 (8 W); n=7 (6/7 M™); n =10 (6/7
M*H); n=9 (23 M"); n = 8 (23 M*"). Mittelwerte: 0.12 (8 W), -2.31 (6/7 M), -0.25 (6/7 M*H), 4.83
(23 MM, 4.76 (23 M*™).
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3.2.9 Kortikales Volumen

In Abbildung 37 zeigt sich das kortikale Volumen mit und ohne Hitzestress-
Behandlung im Vergleich in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung. Es zeigt sich eine tendenzielle Zunahme des Volumens beginnend im
juvenilen Knochen zum seneszenten Knochen. Der Mittelwert befindet sich bei
der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 10.14, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten
ohne Hitzestressbehandlung bei 14.87, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 12.74, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne
Hitzestressbehandlung bei 16.21 und bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung bei 15.13.

Kortikales Volumen
[mm3]

Abbildung 37: Vergleichende Darstellung der Kortikalvolumina. Kortikales Volumen im
Vergleich mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf
der Alterung mit einer Zunahme des kortikalen Volumens im seneszenten Knochen. Die Daten
sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. n =12 (8 W); n=7 (6/7 M*); n= 10
(6/7 M*); n =9 (23 M™); n = 8 (23 M*). Mittelwerte: 10.14 (8 W), 14.87 (6/7 M), 12.74 (6/7
M*H), 16.21 (23 M), 15.13 (23 M*H),
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3.3 Einfluss von NAC auf die Knochenstruktur im Verlauf der Alterung

3.3.1 Effekt von NAC auf die Knochenstruktur gemessen im uCT

Um die Veranderungen und den Effekt von NAC als Antioxidans in Bezug auf die
knocherne Integritat an standardisierter Position des Knochens zu analysieren,
wurden, nachdem die Knochen prapariert waren, mikrocomputertomographische
Verfahren wie oben beschrieben, genutzt und verwendet. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der Knochenalterung mit NAC-Behandlung (+NAC) und
Hitzestress-Behandlung (+H) vergleichend (+NAC, -NAC) graphisch dargestellt,
wobei 8 W (Wochen) fur das juvenile Alter, 6/7 M (Monate) fiir das adoleszente
Alter und 23 M (Monate) fiir das seneszente Alter der Ratten steht. Es wurden 25
Ratten 30 min. vor ihrer Opferung das Antioxidans NAC intraperitoneal appliziert
und im Vorfeld von 5 Tagen dem Trinkwasser zugegeben. Die Ergebnisse des
Einflusses von NAC auf den Knochen werden in den folgenden Graphiken

dargestellt.

3.3.2 Lange der Femura

In Abbildung 38 ist die Lange der Femura mit und ohne NAC-Behandlung im
Vergleich in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
34.87, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 41.34,
bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 39.57, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 40.01 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 41.12. Es zeigt sich eine
signifikante Abnahme der Femurlange zwischen der Altersgruppe mit 6/7
Monaten ohne NAC-Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-
Behandlung. Ebenso zeigt sich dies zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung und der mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung. Insgesamt
zeigt sich, dass die Lange der Femura im Verlauf der Alterung zunimmt und es
zu einer signifikanten Abnahme im seneszenten Knochen im Vergleich zum

adoleszenten Knochen in der Lange kommit.
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Abbildung 38: Vergleichende Darstellung der Femurlangen. Lange der Femura mit und ohne
NAC-Behandlung im Vergleich der verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung mit einer
Zunahme der Lange im adoleszenten und seneszenten Knochen. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne
NAC-Behandlung und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05
vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und 23 Monaten mit NAC-
Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n = 12 (8 W); n = 10 (6/7 MNA®): n = 12
(6/7 M™NAC): n = 8 (23 M™NAC); n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 34.87 (8 W), 41.34 (6/7 MNAC), 39.57
(6/7 M*NAC) 1 40.01 (23 MNAC), 41.12 (23 M*NAC),
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3.3.3 Knochenvolumen zum Gesamtvolumen

In Abbildung 39 ist das Knochenvolumen zum Gesamtvolumen mit und ohne
NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf
der Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8
Wochen bei 0.46, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung
bei 0.69, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.48, bei
der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 0.27 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.31. Es zeigt sich
zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-Behandlung und der mit 6/7
Monaten ohne NAC-Behandlung eine signifikante Zunahme des Volumens. Im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und der
mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung liegt eine signifikante Abnahme von vor.
Ebenso zeigt sich eine signifikante Abnahme des Knochenvolumens zum
Gesamtvolumen zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-
Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung. Aul3erdem liegt
eine Abnahme des BV/TV zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-
Behandlung und der mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung vor. Insgesamt zeigt
sich eine signifikante Abnahme des Volumens unter NAC-Behandlung im
Vergleich zu einer Behandlung ohne NAC im adoleszenten Knochen. Dies
spiegelt einen negativen, tendenziell pro-oxidativen Effekt von NAC im
adoleszenten Knochen wider. Demgegentber zeigt sich im seneszenten
Knochen ein tendenziell stabiles Knochenvolumen zum Gesamtvolumen unter
NAC-Behandlung im Vergleich zu dem ohne NAC-Behandlung. Dies spiegelt
einen positiven, tendenziell anti-oxidativen Effekt von NAC im seneszenten

Knochen wider.
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Abbildung 39: Vergleichende Darstellung der Knochenvolumina. Knochenvolumen zum
Gesamtvolumen mit und ohne NAC-Behandlung im Vergleich in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung mit einem negativen (pro-oxidativen) Effekt von NAC im
adoleszenten Knochen und einem positiven (anti-oxidativen) Effekt von NAC im seneszenten
Knochen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen 8
Wochen ohne NAC-Behandlung und 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz
von **p < 0.01 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und 6/7 Monaten
mit NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von ***p <
0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung und 23 Monaten mit NAC-
Behandlung liegt eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. n = 12 (8 W); n = 10 (6/7 M™NA®); n = 12
(6/7 M*™NAC): n = 8 (23 M™NAC), n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 0.46 (8 W), 0.69 (6/7 M™NAC), 0.48
(6/7 M*NAC) 1 0.27 (23 MNAC) 0,31 (23 M*NAC),
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3.3.4 Knochenoberflache zum Gesamtvolumen

In Abbildung 40 ist die Knochenoberflache zum Gesamtvolumen mit und ohne
NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf
der Alterung dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8
Wochen bei 11.84, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung
bei 9.97, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 10.89,
bei der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 20.13 und bei
der Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 20.03. Es zeigt sich
eine signifikante Zunahme der Knochenoberflache zwischen der Altersgruppe mit
6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und der mit 23 Monaten mit NAC-
Behandlung. Ebenso zeigt sich eine signifikante Zunahme der Knochen-
oberflache zum Gesamtvolumen im Vergleich zwischen der Altersgruppe mit 6/7
Monaten mit NAC-Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung.
Insgesamt nimmt somit das BS/BV im Verlauf der Alterung zum seneszenten

Knochen signifikant zu.
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Knochenoberfliche zum Gesamtvolumen
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Abbildung 40: Vergleichende Darstellung der Knochenoberflachen. Knochenoberflache zum
Gesamtvolumen mit und ohne NAC-Behandlung im Vergleich in den verschiedenen Alters-
gruppen im Verlauf der Alterung mit einer Zunahme der Knochenoberflache im seneszenten
Knochen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und 23 Monaten mit NAC-Behandlung liegt
eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung
und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n =12 (8 W); n
=10 (6/7 MNAC); n = 12 (6/7 M*™NAC); n = 8 (23 MNAC); n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 11.84 (8 W),
9.97 (6/7 M™NAC), 10.89 (6/7 M*™NAC), 20.13 (23 MNAC), 20.03 (23 M*NAC),
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3.3.5 Dicke der Trabekel

In Abbildung 41 ist die Dicke der Trabekel mit und ohne NAC-Behandlung
vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
0.16, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 0.24, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.19, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 0.13 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.12. Im Vergleich
zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-Behandlung und der mit 6/7
Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine signifikante Zunahme der
Trabekeldicke vor. Zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-
Behandlung und der mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung zeigt sich eine
signifikante Abnahme der Dicke. Ebenso stellt sich eine signifikante Abnahme
der Trabekeldicke zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-
Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung dar. Insgesamt zeigt
sich eine Tendenz in der Abnahme der Dicke unter NAC-Behandlung im
Vergleich zu den ohne NAC-Behandlung im adoleszenten Knochen. Dies
spiegelt, wie zuvor in Abbildung 39 dargestellt, einen negativen, tendenziell pro-
oxidativen Effekt von NAC im adoleszenten Knochen wider. Demgegeniber zeigt
sich im seneszenten Knochen eine tendenziell stabile Dicke der Trabekel unter
NAC-Behandlung zur Behandlung ohne NAC. Dies spiegelt wiederum, wie zuvor
in Abbildung 39 dargestellt, einen positiven, tendeziell anti-oxidativen Effekt von

NAC im seneszenten Knochen wider.
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Abbildung 41: Vergleichende Darstellung der Trabekeldicken. Dicke der Trabekel mit und
ohne NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
mit einem negativen (pro-oxidativen) Effekt von NAC im adoleszenten Knochen und einem
positiven (anti-oxidativen) Effekt von NAC im seneszenten Knochen. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen 8 Wochen ohne NAC-Behandlung
und 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. Zwischen
Altersgruppe 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und 23 Monaten mit NAC-Behandlung liegt
eine Signifikanz von ***p < 0.001 vor. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung
und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05vor. n =12 (8 W); n
=10 (6/7 MNACY: n =12 (6/7 M*™NAC): n = 8 (23 M™NAC); n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 0.16 (8 W),
0.24 (6/7 M™NAC), 0.19 (6/7 M*NAC), 0.13 (23 M™NAC) 0.12 (23 M*NAC),
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3.3.6 Anzahl der Trabekel

In Abbildung 42 ist die Anzahl der Trabekel mit und ohne NAC-Behandlung
vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
2.98, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 3.12, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 2.76, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 3.21 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 2.24. Im Vergleich
zwischen der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und der mit
23 Monaten mit NAC-Behandlung liegt eine signifikante Abnahme der
Trabekelanzahl vor. Insgesamt nimmt im Verlauf der Alterung vom juvenilen zum

seneszenten Knochen die Anzahl der Trabekel ab.
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Abbildung 42: Vergleichende Darstellung der Trabekelanzahl. Anzahl der Trabekel mit und
ohne NAC-Behandlung im Vergleich in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
mit einer Abnahme der Anzahl im adoleszenten und seneszenten Knochen. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 6/7 Monaten ohne
NAC-Behandlung und 23 Monaten mit NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor.
n =12 (8 W); n = 10 (6/7 MNAC); n = 12 (6/7 M*NAC); n = 8 (23 MNAC); n = 13 (23 M*™NAC),
Mittelwerte: 2.98 (8 W), 3.12 (6/7 MNAC), 2.76 (6/7 M*NAC), 3.21 (23 MNAC), 2.24 (23 M*NAC),
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3.3.7 Intertrabekularer Abstand

In Abbildung 43 ist der intertrabekulare Abstand mit und ohne NAC-Behandlung
vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
0.19, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 0.09, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.38, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 0.51 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.49. Im Vergleich zu der
Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-Behandlung und der mit 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung zeigt sich eine signifikante Abnahme des Abstandes
zwischen den Trabekeln. Der Abstand zwischen den Trabekeln nimmt im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und der
mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung signifikant zu. Insgesamt nimmt im
Verlauf der Alterung der intertrabekuldre Abstand der Knochen zu. Diese
Ergebnisse des intertrabekuldren Abstandes mit NAC-Behandlung (vgl. Abb.43)
passen einerseits zu den oben genannten Ergebnissen aus den Abbildungen 25
- 27 der reinen Knochenalterung sowie andererseits zu den oben genannten
Ergebnissen aus den Abbildungen 33 und 34 der Hitzestress-Behandlung, so
dass es durch ein qualitativ und quantitativ aufgelockertes trabekulares Netzwerk

zu vergrof3erten Abstdnden zwischen den Trabekeln kommt.
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Abbildung 43: Vergleichende Darstellung der Trabekelabstande. Intertrabekularer Abstand
mit und ohne NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung mit einer Zunahme des Abstandes. Die Daten sind als durchschnittliche =
Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung und
6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. Zwischen
Altersgruppe 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung liegt
eine Signifikanz von **p < 0.01 vor. n = 12 (8 W); n = 10 (6/7 MNA%); n = 12 (6/7 M*NA%); n = 8 (23
MNACY: n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 0.19 (8 W), 0.09 (6/7 M™NAC), 0.38 (6/7 M*NAC), 0.51 (23 M-
NAC) 0.49 (23 M*NAC),
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3.3.8 Trabekularer Pattern-Faktor

In Abbildung 44 ist der trabekulare Pattern-Faktor mit und ohne NAC-Behandlung
vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei -
0.02, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei -2.56, bei
der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 0.02, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 3.86 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 4.94. Es zeigt sich eine
im Verlauf der Alterung vom juvenilen zum seneszenten Knochen, zunehmende
tendenzielle Positivierung des trabekularen Pattern-Faktors mit dadurch
bedingter Zunahme einer konvexen Formgebung, vor allem im seneszenten
Knochen. Demgegeniiber Giberwiegt eine tendenzielle Negativierung mit dadurch

bedingter konkaver Formgebung im juvenilen und adoleszenten Knochen.
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Abbildung 44: Vergleichende Darstellung des Pattern-Faktors. Trabekulérer Pattern-Faktor
mit und ohne NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der
Alterung mit einer tendenziellen Positivierung im seneszenten Knochen. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. n = 12 (8 W); n = 10 (6/7 M™NA°); n = 12
(6/7 M*™NAC): n = 8 (23 M™NAC); n = 13 (23 M*™NAC), Mittelwerte: -0.02 (8 W), -2.56 (6/7 M™NAC), 0.02
(6/7 M™NAC) 3,86 (23 MNAC), 4,94 (23 M*NAC),
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3.3.9 Kortikales Volumen

In Abbildung 45 ist das kortikale Volumen mit und ohne NAC-Behandlung
vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
10.89, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 13.42,
bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit NAC-Behandlung bei 13.12, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne NAC-Behandlung bei 14.73 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit NAC-Behandlung bei 13.79. Es zeigt sich eine

tendenzielle Zunahme des Volumens vom juvenilen zum seneszenten Knochen.
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Abbildung 45: Vergleichende Darstellung der Kortikalvolumina. Kortikales Volumen mit und
ohne NAC-Behandlung vergleichend in den verschiedenen Altersgruppen mit einer tendeziellen
Zunahme des Volumens im Verlauf der Alterung. Die Daten sind als durchschnittliche *
Standardabweichung dargestellt. n = 12 (8 W); n = 10 (6/7 M™NAC); n = 12 (6/7 M*™NA®); n =8 (23
M™NAC): n = 13 (23 M*NAC), Mittelwerte: 10.89 (8 W), 13.42 (6/7 M™NAC), 13.12 (6/7 M™AC), 14.73
(23 MNAC) 113,79 (23 M*NAC),
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3.4 Ergebnisse der biomechanischen Stabilitditsmessung

Zur Untersuchung der biomechanischen Charakteristika der Femura wurden
diese einem 4-Punktbiegetest unterzogen. Es wurden die kontralateralen Femora
(die ipsilateralen Femora wurden zuvor fur die Mikrocomputertomographie-
Analyse verwendet) im selben Tier genutzt. Die Parameter der biomechanischen
Stabilitditsmessung, welche untersucht wurden, waren die Steifigkeit (Stiffness,
N/mm), also die Kraft (N) an moglicher Deformation des Knochens bis zum
Bruch, die maximale Kraft (Ultimate Strength, N) des Knochens und das
Biegemoment (Maximum Bending Moment, Nm), also die Elastizitat des
Knochens sowie das Displacement at max. load (DAML).

3.4.1 Steifigkeit

Die Steifigkeit (Stiffness) der Knochen mit und ohne NAC-Behandlung sowie mit
und ohne Hitzestress-Behandlung vergleichend in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung ist in Abbildung 46 dargestellt. Der
Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 1.51, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 1.23, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 1.37, bei der Altersgruppe mit
6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 1.12, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 0.97, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 1.08 und bei der Altersgruppe
mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 0.79. Im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne
Hitzestress-Behandlung und der mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne
Hitzestress-Behandlung zeigt sich eine signifikante Abnahme der Steifigkeit.
Ebenso zeigt sich zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-
Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-
Behandlung/ohne  Hitzestress-Behandlung eine signifikante  Abnahme.

Insgesamt verliert der Knochen im Verlauf der Alterung an Steifigkeit.
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Abbildung 46: Darstellung der Steifigkeiten. Abnehmende Steifigkeit mit und ohne NAC-
Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung vergleichend in den verschiedenen
Altersgruppen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor.
Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 23
Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von ***p <
0.001 vor. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 MH-NAC): n = 10 (6/7 M*H-NACY. n = 12 (6/7 MTH*NAC). n =9
(23M™H/NACY: n = 8 (23 M*H/NACY: n = 13 (23 M**NAC) Mittelwerte: 1.51 (8 W), 1.23 (6/7 M-H/NAC),
1.37 (6/7 M*/NAC) 11,12 (6/7 M*HNACY 10,97 (23MHNAC) ' 1.08 (23 M*H/NAC) 0,79 (23 MHHI*NAC),
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3.4.2 Displacement at max. load

Das Displacement at max. load (DAML) der Knochen mit und ohne NAC-
Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung ist in Abbildung 47 dargestellt. Der
Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 156,61, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 312.32, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 367,83, bei der Altersgruppe
mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 304.62, bei
der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 362,45, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 324,67 und bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung
bei 307.42. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-
Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten ohne NAC-
Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung zeigt sich eine signifikante Zunahme
des DAML.
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Abbildung 47: Darstellung des Displacement at max. load (DAML). DAML der Knochen mit
und ohne NAC-Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung vergleichend in den
verschiedenen Altersgruppen mit einer Zunahme im Verlauf der Alterung. Die Daten sind als
durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne
NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 23 Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne
Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor. n = 12 (8 W); n = 7 (6/7 M-/NAC);
n = 10 (6/7 M*/NACY: n = 12 (6/7 MTH*NACY: n = 9 (23 MHINACY: n = 8 (23 M*H-NACY: n = 13 (23
M*HANAC)  Mittelwerte: 156.61(8 W), 312.32 (6/7 MNAC) 367.83 (6/7 M*H/NAC)  304.62 (6/7
M*HANACY 1362 45 (23MHNAC) 324,67 (23 MTHNAC) 1307.42 (23 M*H/HNAC),
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3.4.3 Spannung

In Abbildung 48 ist die Spannung (Ultimate Strength), also die maximale Kratft,
der Knochen mit und ohne NAC-Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-
Behandlung in den verschiedenen Altersgruppen im Verlauf der Alterung
dargestellt. Der Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei
253.78, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne
NAC-Behandlung bei 768.45, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 721.42, bei der Altersgruppe
mit 6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 745,67, bei
der Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 834.21, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 812.78 wund bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung
bei 828.79. Im Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-
Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 6/7 Monaten ohne NAC-
Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung zeigt sich eine signifikante Zunahme
der Spannung. Ebenfalls stellt sich zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen
ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten
mit NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung eine Zunahme der
Spannung dar. Insgesamt nimmt die Kraft an moglicher Deformation des

Knochens bis zum Bruch im Verlauf der Alterung zu.
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Abbildung 48: Darstellung der Spannungen. Zunehmende Spannung mit und ohne NAC-
Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung vergleichend in den verschiedenen
Altersgruppen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor.
Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 23
Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p <
0.05vor. n =12 (8 W); n =7 (6/7 MHNACY: n =10 (6/7 M*HNAC): n = 12 (6/7 MH/*NACY. n = 9 (23M
HINACY. n = 8 (23 MTHNAC): n = 13 (23 M*H/*NAC) Mittelwerte: 253.78 (8 W), 768.45 (6/7 M/NAC),
721.42 (6/7 MH-NAC) 745 67 (6/7 M**NAC) 83421 (23M™/NAC) 812.78 (23 M*HNAC) 828,79
(23 M+H/+NAC).
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3.4.4 Biegemoment

Das Biegemoment (Maximum Bending Moment) der Knochen mit und ohne NAC-
Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung in den verschiedenen
Altersgruppen im Verlauf der Alterung ist in Abbildung 49 dargestellt. Der
Mittelwert befindet sich bei der Altersgruppe mit 8 Wochen bei 0,51, bei der
Altersgruppe mit 6/7 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 1.12, bei der Altersgruppe mit 6/7 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 1.21, bei der Altersgruppe mit
6/7 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 1.04, bei der
Altersgruppe mit 23 Monaten ohne Hitzestressbehandlung/ohne NAC-
Behandlung bei 1.24, bei der Altersgruppe mit 23 Monaten mit
Hitzestressbehandlung/ohne NAC-Behandlung bei 1.91 und bei der Altersgruppe
mit 23 Monaten mit Hitzestressbehandlung/mit NAC-Behandlung bei 1.02. Im
Vergleich zu der Altersgruppe mit 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne
Hitzestress-Behandlung und der mit 6/7 Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne
Hitzestress-Behandlung zeigt sich eine signifikante Zunahme des
Biegemoments. Ebenfalls stellt sich zwischen der Altersgruppe mit 8 Wochen
ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und der mit 23 Monaten
mit NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung eine Zunahme des
Biegemoments dar. Insgesamt nimmt das Biegemoment, also die Elastizitat im

Verlauf der Alterung zu.
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Abbildung 49: Darstellung der Biegemomente. Biegemoment der Knochen mit und ohne NAC-
Behandlung sowie mit und ohne Hitzestress-Behandlung vergleichend in den verschiedenen
Altersgruppen. Die Daten sind als durchschnittliche + Standardabweichung dargestellt. Zwischen
Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 6/7 Monaten
ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von *p < 0.05 vor.
Zwischen Altersgruppe 8 Wochen ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung und 23
Monaten ohne NAC-Behandlung/ohne Hitzestress-Behandlung liegt eine Signifikanz von **p <
0.01vor. n=12 (8 W); n =7 (6/7 MH-NACY: n =10 (6/7 MTHNAC): n = 12 (6/7 MH/*NACY. n = 9 (23M
HINACY. n = 8 (23 M*HNAC): n = 13 (23 M*HNAC) Mittelwerte: 0.51 (8 W), 1.12 (6/7 MH/NAC) 1 21
(6/7 MTH-NACY "1.04 (6/7 M*HNAC) 1 24 (23MHNAC) 1,91 (23 M*HHINAC) 11,02 (23 MHHNAC),
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1 Effekt der Alterung im uCT

Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass im Verlauf der Alterung die Lange
des Knochens zunimmt, es zu einer Abnahme an Knochenvolumen kommt, die
Anzahl und die Dicke der Trabekel abnehmen und dadurch der intertrabekulare
Bereich an Abstand gewinnt. Somit liegt eine ausgepragte Trabekelstruktur im
adoleszenten Knochen und ein Verlust an kndcherner Integritat im Verlauf der
Alterung vor. Es zeigt sich also insgesamt, dass die juvenilen Knochen der Wistar
Ratten signifikant kleiner sind und dass sie eine dicke und eng vernetzte
trabekulére Struktur im Vergleich zu den beiden adoleszenten und seneszenten
Gruppen haben. Die adoleszenten Knochen sind signifikant am l&angsten und
zeigen die hochste Knochendichte, wohingegen seneszente Knochen sowohl an
Lange als auch an Knochendichte verlieren (vgl. Abb. 22 - 29).

3.5.2 Effekt der Hitzestress-Behandlung im uCT

Zwischen den Tieren mit und ohne Hitzestress-Behandlung hat sich kein
signifikanter Unterschied fur die jeweilige Altersgruppe im Verlauf der Alterung in

der Hitzestress-Behandlung gezeigt (vgl. Abb. 30 - 37).

3.5.3 Effekt der NAC-Behandlung im uCT

Das Antioxidans NAC scheint im mittleren, adoleszenten Alter eher einen
schlechten, tendenziell pro-oxidativen Effekt zu haben. Dies spiegelt sich vor
allem in Abbildung 39 und 41 wider, wo sich insgesamt eine signifikante
Abnahme des Knochenvolumens zum Gesamtvolumen (vgl. Abb. 39) und in der
Dicke der Trabekel (vgl. Abb. 41) unter NAC-Behandlung im Vergleich zu der
ohne NAC-Behandlung im adoleszenten Knochen zeigt. Dies spiegelt einen
negativen, respektive schlechten Effekt von NAC im adoleszenten Knochen
wider. Demgegeniber zeigt sich im seneszenten Knochen ein tendenziell

stabiles Knochenvolumen zum Gesamtvolumen sowie eine tendenziell stabile

84



Trabekeldicke (vgl. Abb. 41) unter NAC-Behandlung im Gegensatz zu der ohne
NAC-Behandlung. Dies spiegelt einen im gealterten, seneszenten Knochen eher
gleichbleibenden, stabilen, tendenziell anti-oxidativen Effekt von NAC als
Antioxidans wider. Unter dem Einfluss des Antioxidans NAC nimmt die
trabekulare Struktur im adoleszenten Knochen ab, was auf einen tendenziell pro-
oxidativen Effekt hinweist. Am seneszenten Knochen hingegen scheint NAC anti-
oxidativ zu wirken und zwar mit einer vermehrten und dichteren trabekularen
Struktur. Summa summarum scheint NAC einen dualen Einfluss in Form eines
pro-oxidativen Effekts in der Adoleszenz und eines anti-oxidativen Effekts im

seneszenten Knochen zu haben.

3.5.4 Biomechanische Stabilitdtsmessung

Zwischen den Tieren in der jeweiligen Altersgruppe hat sich Uber den Verlauf der
Alterung gezeigt, dass die Steifigkeit der Knochen im Verlauf der Alterung
abnimmt und infolgedessen eine geringere Kraft an méglicher Deformation bis
zum Bruch des Knochens erforderlich ist. Des Weiteren nimmt die maximale Kraft
und das Biegemoment, also die Elastizitdt des Knochens im Verlauf der Alterung
zu (vgl. Abb. 46 - 49).
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4. Diskussion

Alterung ist ein physiologischer Prozess, welcher durch verschiedenste Faktoren
beeinflusst und verursacht wird. Eine Theorie ist, dass sich freie Radikale
akkumulieren, wodurch die zellularen sowie extrazellularen Strukturen
beschéadigt werden und dies die zellulare Homoostase stort. Diese Stbérung
limitiert die Lebensdauer einer einzelnen Zelle und somit eines ganzen
Organismus. Bereits 1957 beschrieb Denham Harman diese , Theorie der freien
Radikalen® [37]. Diese Effekte spiegeln sich an unterschiedlichsten Organen
wider, die in unserem Fall am Knochen untersucht wurden. Die Methodik der
vorliegenden Studie stitzt sich auf ein etabliertes Protokoll von Zhang et al.,
welche beschrieben hatte, dass juvenile Tiere Uber ein effektives oxidatives
Schutzsystem der Leber verfigen, im Unterschied zu gealterten Tieren, bei
welchen ein hoheres oxidatives Stress-Level vorliegt, welches mit
Veranderungen in der Transduktion einhergeht, was zu einer zelluldren
Dysfunktion fihren kann [114]. Die Anwendung im Protokoll von Zhang et al.
erfolgte durch Hyperthermie, wobei das Organ Leber im Fokus stand.
Ankniupfend an dieses Protokoll wurden im Siegfried Weller Institut Studien
durchgefiihrt, bei denen eine dieser Studien die altersabhangigen Zellschaden
vor und nach einem Hitzestress-Versuch, bestehend aus zwei Phasen, im Serum
und im Gewebe der Leber von Wistar-Ratten verschiedener Altersgruppen
untersucht hat [120]. Dort konnte gezeigt werden, dass es zu keinem
signifikanten Anstieg der oxidativen Marker, jedoch zu einer erhdhten
Zellschadigung in der Leber der seneszenten Tiere, im Vergleich zu den juvenilen
Tieren auf histologischer Ebene gekommen ist [120]. Eine weitere Studie
untersuchte die Veranderungen des antioxidativen Systems unter Hitzestress-
Behandlung am Glutathion-Stoffwechsel mit Zusatz von NAC als Antioxidans im
Verlauf der Alterung von Wistar-Ratten am Organ der Leber [45]. Dort konnte
dargestellt werden, dass die Behandlung mit NAC als Antioxidans einen dualen
Effekt mit einer tendeziell pro-oxidativen Wirkung im adoleszenten Tier und einer
tendenziell anti-oxidativen Wirkung im seneszenten Tier einnimmt [45]. Wir
untersuchten in unserer Studie eine &hnliche Fragestellung und zwar den

Einfluss von oxidativem Stress durch Hitzestress-Behandlung mit Zusatz von
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NAC als Antioxidans, jedoch am Zielorgan Knochen im Gegensatz zu den
vorangegangenen Studien, welche das Organ Leber in den Fokus setzten, um
eine Leber-Knochen-Achse zu untersuchen. Ferner wurden dieselben Tiere in

dieser Studie verwendet, welche zuvor in den Leber-Studien Anwendung fanden.

4.1 Effekt der Alterung auf den Knochen

Wir konnten in unserer Studie am Knochen zeigen, dass im Verlauf der Alterung
die juvenilen Knochen der Wistar Ratten signifikant kleiner sind und dass sie eine
dicke und eng vernetzte trabekulare Struktur im Vergleich zu den beiden &alteren
Gruppen zeigten [141]. Die adoleszenten Knochen sind signifikant am langsten
und zeigen die héchste Knochendichte, wohingegen der seneszente Knochen
sowohl an Lange als auch an Knochendichte verliert [141]. Dies zeigt, dass sich
im Verlauf der Alterung der Knochen verandert. Dies spiegelt sich bereits in
Studien wider, die ebenfalls zeigen konnten, dass sich im Verlauf der Alterung
die kndcherne Integritdt durch eine Abnahme der Knochenmasse in der
Seneszenz verandert [1, 6]. Almeida und O Brien fuhren dies auf eine Abnahme
funktionsfahiger Osteoblasten, mesenchymaler Stammzellen, Zunahme in der
Apoptose und auf eine gesteigerte Adipogenese zurlck [1]. Song et al. fuhrten
dies in Ubereinstimmung mit Almeida et al. auf, als dass es durch eine Inhibition
des Wnt/B-Catenin-Signalweges in den Osteoprogenitorzellen bei erwachsenen
Mausen zu einer erhdéhten Expression von PPARy2 und damit einhergehend zu
einer vermehrten Knochenmarksadipositas sowie einer verminderten

Knochenmasse kommt [58].

4.2 Effekt von NAC auf den Knochen in Bezug zum Organ Leber

Des Weiteren zeigen unsere Ergebnisse, dass oxidativer Stress einen wichtigen
Einfluss auf den Verlauf der Alterung hat. Um diesen schadigenden Effekt von
ROS zu reduzieren, wurde NAC als Antioxidans zur Starkung der antioxidativen
Kapazitat der Zellen eingesetzt. Unter dem Einfluss des Antioxidans NAC

konnten wir zeigen, dass die trabekuldre Struktur im adoleszenten Knochen
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abnimmt, was auf einen tendenziell pro-oxidativen Effekt hinweist. Am
seneszenten Knochen hingegen scheint NAC anti-oxidativ mit vermehrter und
dichterer trabekul&rer Struktur zu wirken. Dies spricht dafir, dass NAC eine duale
Rolle einnimmt, sogar unter bestimmten Umsténden einen anti-oxidativen Effekt
zeigt, aber auch einen pro-oxidativen Effekt einnehmen kann. Dieser duale Effekt
des Antioxidans NAC konnte ebenfalls in der zuvor oben gennanten Studie im
Organ Leber festgestellt werden [45]. Dort konnte ebenfalls dargestellt werden,
dass die Behandlung mit NAC als Antioxidans einen dualen Effekt mit einer
tendeziell pro-oxidativen Wirkung im adoleszenten Tier und einer tendenziell anti-
oxidativen Wirkung im seneszenten Tier in der Leber einnimmt [45]. Eine unserer
Hypothesen war, dass durch den Zusatz von Antioxidantien der oxidative Stress
durch Hitzestress-Behandlung reduziert und somit der Alterungsprozess
verzogert werden kann. Zum einen ware es moglich, dass die im NAC enthaltene
Thiol-Gruppe zu einer Auto-Oxidation mit Auslésung von hoch-reaktiven
Radikalen mit Schéadigung von Molekilen fuhrt, wodurch die interzellulare
Kommunikation gestort wird, Apoptose ausgeldst wird und es zu einer
Schadigung der DNS kommen kann [95, 121, 122]. Zum anderen wére es
moglich, dass NAC abhangig von der intrazellularen ROS-Konzentration seine
Wirkung entfaltet. Finn et al. beschrieben ebenfalls den dualen Effekt des NAC
in akuten lymphatischen Leukdmiezellreihen in Abhangigkeit von der
intrazellularen ROS-Konzentration. Bei niedrigen ROS-Spiegeln zeigte NAC
einen pro-oxidativen Effekt, wobei es bei einem héheren Level an ROS eher anti-
oxidativ wirkte [123]. Dies wirde sich in Einklang mit den von uns untersuchten
Knochen bringen lassen: man musste davon ausgehen, dass die adoleszenten
Knochen Uber einen niedrigen ROS-Spiegel verfiigen, somit tendenziell eher
einen durch NAC bedingten pro-oxidativen Effekt entfalten wirden. Im
Gegensatz dazu besteht die Mdglichkeit, dass der seneszente Knochen Uber ein
hdheres Level an freien ROS verfligt und somit tendenziell eher einen durch NAC
bedingten anti-oxidativen Effekt entfalten konnte. Die erhéhten ROS-Spiegel in
der Seneszenz am Knochen kommen zusammenfassend unter anderem durch
eine veranderte Epigenetik, gestorte mitochondriale Kaskaden und Redox-

Verhdaltnisse, metabolischen  Veranderungen, verminderte Reparatur-
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mechanismen, einer gestbrten Genexpression sowie Protein-Prozessierung
zustande und fuhren somit letztlich zu einem erniedrigten oder gar gehemmten

antioxidativen System mit erhdhten schadigenden ROS-Leveln [124-127].

4.3 Art und Verabreichung des Antioxidans NAC

Ferner wurde NAC den Tieren im Trinkwasser (0,5% NAC) und durch
intraperitoneale Gabe (50mg/kg KG) appliziert. Fraglich ist, inwiefern diese
Applikationsformen einen ausreichend anti-oxidativen Wirkspiegel im Knochen
erreichen und, ob die gewahlten Konzentrationen in Abh&ngigkeit von ihrer
gewabhlten zeitlichen Darreichung gentigen. Denn bezogen auf die Wirkdauer ist
ein  moglicherweise verlangsamter Stoffwechselumsatz am Knochen
festzuhalten, welcher ebenfalls die Wirkung von NAC beeinflussen konnte.
Dennoch sehen wir bereits bei kurzer Gabe von NAC eine Tendenz mit der
Hypothese, dass durch eine langere Gabe, anders gewahlter Konzentrationen
oder auch Applikationsformen ein deutlicherer Effekt am Knochen zu zeigen
ware. So konnten Liang et al. den Einfluss und die Auswirkungen auf die Aktivitat
des Knochenstoffwechsels bei gealterten Ratten auf zellularer und molekularer
Ebene untersuchen und darstellen, dass sich signifikante Veranderungen der
knéchernen Homoostase erst ab dem 6. Tag auspragten [128]. Insgesamt lasst
sich jedoch festhalten, dass auch nach kurzer NAC-Applikation ein Effekt am

Knochen festzustellen ist.

4.4 Behandlung durch Hyperthermie

Die Tiere wurden in den Leber-Studien mehreren Hyperthermie-Intervallen mit
verschiedenen Zeitintervallen bis hin zur Tétung unterzogen [45, 120]. Dies stellt
sich in den Gegensatz zu den Tieren in unserer Studie, welche direkt im
Anschluss an die Hitzestress-Behandlung getétet wurden. Es ist moglich, wie
zuvor bei der Art und Verabreichung von NAC angesprochen, dass in dieser
kurzen Zeit die Auswirkungen der Hitze den Knochen nicht erreicht haben
konnten. Die direkte Totung nach Hitzestress-Behandlung kann dazu gefihrt

haben, dass diese ihren am Knochen mdglicherweise langsameren Effekt und
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ihre volle Wirkung in Form eines oxidativen Stressfaktors nicht géanzlich entfalten
konnte, so dass die Qualitdt und Quantitat der Hitzestress-Behandlung in Form
von Dauer und Haufigkeit intensiver gewahlt, moglicherweise signifikantere
Aussagen zugelassen héatte. Dies spiegelt sich in den Ergebnissen wider, die
keinen signifikanten Unterschied zu den Tieren mit und ohne Hitzestress-
Behandlung zeigten. Liang et al. untersuchten und stellten dar, dass der Einfluss
und die Auswirkungen auf die Aktivitdt des Knochenstoffwechsels bei gealterten
Ratten auf zellularer und molekularer Ebene mit signifikanten Veranderungen der
knéchernen Homoostase erst ab dem 6. Tag auspragt waren. Nussler et al.
konnten beispielsweise in einem Mausmodell darstellen, dass am Knochen nach
6 Wochen im uCT nach Tetrachlormethan-(CCls)-Behandlung sich sichtbare
Veranderungen zeigten [129]. In einer anderen Studie von Lin et al. konnte im
Rattenmodell untersucht werden, dass nach 12 Wochen nach Gabe eines HMG-
CoA-Reduktasehemmers, in diesem Fall Atorvastatin, im yCT sowie in der
Biomechanik ein positiver Effekt dieses Medikaments am Knochen
nachgewiesen werden konnte [130]. Dies zeigt, dass sich der Effekt einer
Hitzestress-Behandlung oder anderer Faktoren wie oben beschrieben
moglicherweise nicht sofort am Knochen darstellt. Das ist bedingt durch einen
langsameren Knochenumsatz, wodurch anders gewahlte Zeiten der Applikation
von Hitzestress-Behandlung und anders gewahlte Zeiten der Liquidation der
Tiere nach Hitzestress-Behandlung in einem veranderten Zeitraum von zum
Beispiel einigen Tagen bis mehreren Wochen potenziell weitere Ergebnisse hatte

zeigen konnen.

4.5 Darstellung der Tiere

Des Weiteren verwendeten Zhang et al. in ihrem Studien-Modell mannliche
Fischer-344-Ratten, wohingegen in unserer sowie in den Leber-Studien
mannliche Wistar-Ratten Anwendung fanden [45, 114, 120]. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass es Unterschiede zwischen Alter, Geschlecht,
Rasse/Gattung und Vulnerabilitat verschiedener Organe wie Leber, Knochen,
Herz, Gehirn und Muskelgewebe gegenluber oxidativem Stress der

verschiedenartigen Tiere gibt: Rikans et al. zeigten, dass ein Unterschied
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zwischen mannlichen und weiblichen Fischer-344-Ratten in der Malondialdehyd
(MDA), ein wichtiger Biomarker fur oxidativen Stress, besteht, wobei dieser bei
den mannlichen Tieren erhoht und bei den weiblichen Tieren im Verlauf der
Alterung erniedrigt war [131]. Liu et al. konnten an Sprague-Dawley-Ratten
aufzeigen, dass es bei einer akuten Stress-Situation zu einer Erhdhung des
Malondialdeyhd-Levels beispielsweise in der Leber- und im Gehirngewebe kam,
wohingegen es bei einer chronischen Stress-Situation zu einer Reduktion der
Malondialdehyd im Gehirngewebe kam [132]. Perez et al. und Barja et al.
untersuchten Lungen-, Gehirn- und Lebergewebe von juvenilen und seneszenten
Wisar-Ratten in Bezug auf das Malondialdeyhd-Level nach oxidativem Stress,
wobei sich kein altersabhéngiger Unterschied der Tiere zeigte [133, 134]. Weitere
Studien sind notwendig, um ein Tiermodell zu etablieren, welches oxidativen
Stress im Hinblick auf Geschlecht, Alter, Gewebe, Rasse/Gattung sowie Genetik
der Tiere untersucht sowie betrachtet, da oben genannte Studien zeigen, dass
es inter- und intraindividuelle Unterschiede der Tiere gibt, welche wenn mdglich
beachtet werden sollten [132, 133]. Des Weiteren muss festgehalten werden,
dass die zur Untersuchung der Leber-Knochen-Achse verwendeten seneszenten
Ratten (23 Monate) nicht die wirklich gealterten Tiere ihrer Population
widerspiegeln, da die wirklich gealterten Tiere labor- und tierhaltungstechnisch
sowie finanziell nur schwer zu ziichten und zu erwerben sind [135]. Die wirklich
gealterten Tiere kdnnen ein Lebensalter von mehreren Jahren (> 4 Jahre)
erreichen, was in Bezug auf Untersuchungen, welche die Tiere im Verlauf der

Alterung betrachten, relevant ist [135].

4.6 Leber-Knochen-Achse

Insgesamt zeigt sich, dass die duale Rolle des NAC und der oxidative Stress in
Form von Hitze mit altersbedingten Veranderungen, sowohl am Knochen als
auch an der Leber zu finden sind. Diese Leber-Knochen-Achse zeigt in beiden
Organen vergleichend im Verlauf der Alterung, dass es zu einer Leberdysfunktion
und einem Knochendefekt kommt [45, 120]. Im Unterschied zum Knochen

unterliegt die Leber jedoch einer enormen Regenerationsfahigkeit und verfugt als
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das Stoffwechselorgan und Entgiftungsorgan des Korpers Uber suffiziente

antioxidative Speicher [136].

4.7 Weitere Untersuchungen und Limitierungen

Ferner ware es interessant gewesen, die Knochen im Verlauf der Alterung sowie
den oxidativen Stress, auch organiubergeifend, mit Hilfe von Imaging/Tracern
und/oder (Bio-) Markern wie Thiobarbitursaure (TBARS), Malondialdehyd (MDA)
oder neueren Markern wie Isoprostanen (IsoPs) und dessen Metaboliten zu
messen, um genauer festzustellen, was fur ein Stress-Level-Niveau in der
kndchernen Integritat erreicht werden kann. Dies wirde mit der Hitzestress-
Behandlung korrelieren, da dadurch genauere Aussagen Uber die Wirkung der
Hyperthermie, verbunden durch den oxidativen Effekt und somit letzten Endes
Uber den Stoffwechselprozess des Knochens moglich gewesen waren [137].
Basu et al. konnten zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen oxidativem
Stress mit einer Erh6hung von 8-iso-PGF2q (ein Abkémmling der Isoprostane als
oxidativer Marker) und einer Abnahme in der Knochendichte besteht [7]. Mujahid
et al. konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass es unter Hitzestress-
Behandlung zu einem Anstieg der Plasma- und mitochondrialen Konzentration
an MDA mit einer Erhéhung der lipiden Peroxidation und einer Zunahme des
oxidativen Schadens von Makromolekulen nach Hitzestress kommt [138]. Des
Weiteren entstanden limitierende Grenzen durch die Leber-Knochen-Achse in
unserer Studie, indem weitere Untersuchungen des Knochens auf zellularer
Ebene im Mikroenvironment des Knochens durch Lagerung und Fixierung der
Ratten fur die zuerst erfolgten Leber-Modelle/Studien fir histologisch-

pathologische Untersuchungen limitiert und ausgereizt waren.

4.8 Konklusion und Ausblick

Summa summarum konnte diese Studie zeigen, dass sich die Effekte der
Alterung, des oxidativen Stresses sowie die Wirkung von NAC am Knochen
nachweisen lassen. Diese Studie war eine Anndherung in Richtung des

Zusammenspiels von oxidativem Stress unter dem dualen Einfluss von NAC im
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Verlauf der Alterung in Bezug auf die Knochenstruktur. Es sind weitere
Untersuchungen notwendig, um adaquaten Hitzestress am Knochen zu
verursachen, oxidativen Stress am Knochen zu messen und deren Auswirkungen
auf die kndcherne Integritat auf tiefergehenden Ebenen zu analysieren. Auf diese
Weise konnten weitere Veranderungen auf enzymatischer und zellularer Ebene
untersucht werden, damit beispielsweise die potenziell altersbedingt verminderte
Osteoblastogenese bei gleichzeitig verstarkter Osteoklastenaktivitat und
zunehmender Adipogenese im Tiermodell verifiziert werden kann [8, 9, 54]. Des
Weiteren sollten auch andere mogliche Antioxidantien wie beispielsweise
Resveratrol, Quercetin oder andere Antioxidantien als wissenschaftlich
interessante Alternativen zu NAC untersucht werden [96-98, 101]. Ein effektiv
wirkendes Antioxidans, welches oxidativen Stress reduziert sowie kontrolliert und
somit einen gunstigen Effekt beispielsweise auf den Verlauf der Alterung hatte,
ware durchaus ein Fortschritt, um beispielsweise die fir den zellularen
Alterungsprozess erhohte Zellschadigung durch vermehrten oxidativen Stress
erganzend anti-oxidativ entgegenzuwirken [1, 48, 79]. Hierbei ist es unerlasslich
organubergeifende Untersuchungen durchzufihren, um moéglicherweise
unterschiedliche Effekte an unterschiedlichen Organen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu betrachten. Zumal nicht nur Leber und Knochen wichtige
Organsysteme darstellen, sondern auch neuronale und zerebrale Strukturen,
insbesondere in Korrelation mit neurodegenerativen Erkrankungen [139-141].
Denn wie zuvor beschrieben zeigt sich, dass Stoffwechselveranderungen in
wichtigen Organen und Strukturen wie Leber und Knochen nicht nur
organbezogen, sondern organubergreifend untersucht werden sollten. Diese
organubergreifende Bearbeitung und Sichtweise, ja vielleicht sogar eine
multiorganibergreifende Betrachtungsweise, kodnnte zu einer besseren
Beschreibung und Bewertung der wissenschaftlichen Forschung und
Wirklichkeit, die reflektiert, vielschichtig und komplex sein kann, beitragen. Alles
in allem sollten zukuUnftige Tiermodelle nachfolgende Faktoren wie die Spezies
der Tiere in Bezug auf Alter, Geschlecht, Rasse/Gattung, Genetik,
Stoffwechselprozess des jeweiligen Gewebes, die Applikation von oxidativem

Stress in Form von beispielsweise Hitzestress durch Dauer und Intensitat sowie
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die Gabe einer antioxidativ wirkenden Substanz differenziert bericksichtigen.
Denn dadurch konnte ein optimiertes und adaquates Tiermodell konstruiert und
angepasst werden, um ein méglicherweise etablierbares Modell zu schaffen, das
sich auch auf den Menschen ubertragen lie3e. Dies konnte fur die Behandlung
am Knochen zum Ziel haben, dass der Einsatz von NAC bei alteren Patienten
mit Frakturen oder ossaren Risikofaktoren einen préaventiven oder gar
therapeutischen Nutzen einnehmen wirde. Diese Studie soll daher dem
Verstandnis dienen, inwieweit verursachte Schadigungen in Altersabhangigkeit
am Knochen unter Bertcksichtigung von NAC als Antioxidans durch oxidativen
Stress in Form von Hitze sichtbar werden. Abschlie3end lasst sich sagen, was
bereits der Begrinder der empirisch-rationalen (wissenschaftlichen) Medizin und
schon damaliger Bekampfer des Alterns namlich Hippokrates von Kos ca. 400 v.
Chr. empfahl: ,Wer stark, gesund und jung bleiben will, sei maRig, Ube den

Korper, und atme reine Luft [142].°
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5. Zusammenfassung

Das Altern ist ein multifaktorieller und vielschichtiger Prozess. Da die
dazugehorigen Ablaufe noch nicht vollstandig verstanden sind und es bis dato
keine allgemein akzeptierte wissenschaftliche Definition gibt, lassen sich
Alterungsprozesse als universal, unumkehrbar, mit einer verminderten
Funktions- und Anpassungsfahigkeit, genetisch-biologisch sowie psychisch-
sozial determiniert in Grundzigen charakterisieren [25]. Als eine Ursache,
welche auch schon 1956 durch Denham Harman in seiner ,Theorie der freien
Radikale® postuliert wurde, wird die flr den zellularen Alterungsprozess
verantwortliche Zellschadigung durch vermehrten oxidativen Stress mit einem
Ungleichgewicht zwischen schédigenden reaktiven Sauerstoffspezies und einem
schitzenden antioxidativen System beschrieben [37]. Die der Entstehung
oxidativer Schaden zugrundeliegenden Mechanismen und deren Folgen fur
Alterungsprozesse im menschlichen Knochen sind bis heute noch nicht
vollstandig geklart [143]. Ziel dieser Studie war es, im Tiermodell die durch
Seneszenz bedingten Veranderungen der knéchernen Integritat zu analysieren
und einen altersabhangigen anti-oxidativen Effekt nach Gabe des Antioxidans N-
Acetylcystein (NAC) auf die Knochenstruktur und Stabilitat zu identifizieren [143].
Auf dieser Grundlage wurden mannliche Wistar Ratten in 3 Altersgruppen (Alter:
8 Wochen = juvenil, 6/7 Monate = adoleszent, 24 Monate = seneszent)
untersucht [143]. Zur Analyse des anti-oxidativen Effekts wurde zusatzlich
adoleszenten und seneszenten Tieren oral und intraperitoneal NAC verabreicht
[143]. Die unbehandelten Tiere dienten als Vergleichskontrollgruppe [143]. Die
Ratten-Femura wurden bzgl. ihrer Knochenstruktur mittels pCT-Analyse und
biomechanischer Stabilitét im 4-Punktbiegetest untersucht [143]. Es zeigte sich,
dass die juvenilen Knochen der Wistar Ratten signifikant kleiner waren und dass
sie eine dicke und eng vernetzte trabekulare Struktur im Vergleich zu den beiden
alteren Gruppen aufwiesen [143]. Die adoleszenten Knochen waren signifikant
am langsten und zeigten die hochste Knochendichte, wohingegen seneszente
Knochen sowohl an Lange als auch an Knochendichte verloren [143]. Unter dem
Einfluss des Antioxidants NAC nahm die trabekulare Struktur im adoleszenten

Knochen ab, was auf einen tendenziell pro-oxidativen Effekt hinwies [143].
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Am seneszenten Knochen hingegen schien NAC anti-oxidativ zu wirken mit
vermehrter und dichterer trabekularer Struktur [143]. Somit zeigte sich mit
zunehmender Knochenalterung eine verminderte trabekuléare Struktur, die sich in
der Seneszenz moglicherweise durch entsprechend anti-oxidative Therapie
verbessern lassen wirde [143]. Weitere Analysen auf zellularer Ebene im
Mikroenvironment des Knochens waren wichtig und interessant, um die potentiell
altersbedingte verminderte Osteoblastogenese bei gleichzeitig verstarkter
Osteoklastenaktivitat und zunehmender Adipogenese im Tiermodell zu
verifizieren [143]. Ferner konnten zukunftige Tiermodelle Faktoren wie die
Spezies der Tiere bezlglich Alter, Geschlecht, Rasse/Gattung, Genetik,
Stoffwechselprozess des jeweiligen Gewebes und die Applikationsformen mit
Dauer und Intensitat sowie die Gabe einer antioxidativ wirkenden Substanz
differenziert berlcksichtigen, um ein optimiertes Tiermodell zu schaffen.
Folgestudien konnten als Grundlage zur Analyse einer moglichen klinischen
Anwendung von Antioxidantien zur kndchernen  Protektion durch
Alterungsprozesse verwendet werden, sofern man Uber eine individualisierte,
patientenorientierte  (personalized-medicine) Applikation von NAC zur
Verbesserung der Knochenstruktur nachdenkt [143]. Hierbei ist kritisch zu
differenzieren, in welchem Altersstadium sich der Knochen befindet, da
Antioxidantien moglicherweise einen altersabhéngig-gegensatzlichen und somit

dualen Effekt auf die Knochenintegritat nehmen kdnnen [143].
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