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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

JUNGENAUFZUCHT UND KALZIUMHAUSHALT

Im Rahmen meiner Diplomarbeit testeten wir, inwieweit die Goldhamsterweibchen im Zuge
der Trachtigkeit und anschlielenden Laktation Kalzium aus ihren eigenen Knochen
mobilisieren, um damit die ausreichende Kalziumversorgung ihrer Jungen zu gewahrleisten.
Die Kalziumversorgung der Jungtiere ist deshalb so wichtig, weil sich ihr Skelett im
Wachstum befindet und damit ein Skelett wachsen kann, benétigt es Kalzium. Wenn nicht
genugend Kalzium uber die Muttermilch an die Jungen weitergegeben wird, kann das dazu
fuhren, dass das Skelett der Jungen instabil und brichig wird und somit ist das Risiko fir
Frakturen und Fehlbildungen deutlich erhéht. Jungtiere haben generell einen héheren
Bewegungsdrang und spielen auch gerne miteinander, es gibt also eine Vielzahl an
Situationen, in welchen es zu Verletzungen im Sinne von Frakturen kommen kann, wenn die
Knochen und Gelenke durch Kalziummangel zu dinn und infolgedessen instabil sind. In der
Gruppe der Euplacentalia haben Goldhamster mit 16-17 Tagen die kirzeste
Trachtigkeitsdauer und haben im Laufe ihres Lebens meist drei bis vier Wirfe zu je drei bis
16 Tieren (Ohrnberger et al., 2016). Diesbezliglich kann man sie durchaus mit den MF1-
Labormausen vergleichen, denn auch sie haben ahnlich groRe Wdurfe, ihre Jungen sind
Nesthocker und wahrend der Aufzucht der Jungtiere, die ungefahr drei Wochen dauert,
werden grof’e Milchmengen produziert. Allerdings, wie Ohrnberger et al. im Jahr 2016
zeigten, brauchen Goldhamsterweibchen mit groRen Wirfen dementsprechend auch grofe
Energiemengen, um ihre Jungen mit ausreichend Muttermilch versorgen zu konnen
(Ohrnberger et al., 2016). Da die Weibchen zum Teil durch den hohen Energieverbrauch so
sehr herausgefordert sind, liegt die Annahme nahe, dass von den Tieren — um den
Kalziumbedarf zu decken — Kalzium aus ihren eigenen Knochen fur die Versorgung ihrer
Jungen herangezogen wird. Wahrend der Trachtigkeit und auch in der postnatalen Phase
unterstitzen Ratten ihren Nachwuchs, indem sie vermehrt Kalzium aufnehmen und eigene
Mineralien aus ihren Knochen mobilisieren (Brommage, 1989). Die Annahme liegt daher
nahe, dass sich Goldhamster sich in ahnlicher Weise fir ihre Jungen aufopfern, da auch sie
zu den Nagetieren zahlen. Speakman schrieb bereits 2008 Uber die Nutzung des Skeletts als
Kalziumquelle im Sinne von Kosten der Reproduktion (Speakman, 2008). Wie Prange et al.

1979 herausfanden, ist die Knochenmasse von kleinen Saugetieren im Vergleich zu den



gréReren Saugetieren relativ gering (Prange, Anderson and Rahn, 1979). Demzufolge haben
kleine Saugetiere auch weniger Knochensubstanz zur Verfigung, die sie mobilisieren
kéonnen (Hood, Oftedal and Kunz, 2006). Obwohl dem so ist, hat Wysolmerski
herausgefunden, dass der Verlust an Knochenmineralien wahrend der Reproduktion bei den
kleinen Saugetieren hoher ist, als bei den gréfieren Individuen (Wysolmerski, 2002). Es
wurde bereits herausgefunden, dass eine verminderte Knochenmineraldichte mit
verminderter Knochenstarke in Verbindung steht (Reilly and Burstein, 1975; Broe et al.,
2000; Bouxsein, 2005). Genau deshalb, weil Goldhamster einen derart hohen Kalziumbedarf
fur ihre Jungen haben, eignen sie sich hervorragend als Tiermodell, da bei ihnen die
Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Ich untersuchte
daher den Knochenaufbau von Goldhamsterweibchen — sowohl von jenen, die bereits
mehrere Wirfe hatten, als auch von solchen, die lediglich einmal tragend waren. Aul3erdem
ist es sinnvoll, durch die Untersuchung von mannlichen Tieren herauszufinden, ob
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Struktur oder in der histologischen
Zusammensetzung der Knochen bestehen. Um die nachfolgenden Hypothesen besser
verstehen zu kdnnen, wird im nachsten Abschnitt genauer auf die Physiologie und Histologie
des Knochens im Allgemeinen und auf den FGF 23 (Fibroblast Growth Factor 23) sowie

dessen Funktionen und Auswirkungen auf den Knochen eingegangen.

Die Knochen des Skeletts bieten strukturelle Unterstlitzung fir den Rest des Korpers,
ermdglichen dem Koérper Bewegung und Fortbewegung, indem sie als Hebel fir die Muskeln
fungieren, schitzen lebenswichtige innere Organe, sind verantwortlich fir die
Mineralhomdostase und den Saure-Basen-Haushalt, dienen als Reservoir flr
Wachstumsfaktoren und Zytokine und stellen innerhalb der Markrdume die Umgebung fur
die Hdmatopoese (Blutbildung) dar (Clarke, 2008).

Bei beinahe allen Knochen kann man zwei Anteile unterscheiden. Einerseits das aulere
Stratum corticale, welches auch als Substantia compacta bekannt ist, und das in etwa 80 %
der gesamten Knochenmasse einnimmt, und andererseits das innere Stratum spongiosum,
das ca. 20 % der Knochenmasse ausmacht (Clarke, 2008). Bezuglich der Knochenarten
kann man Lamellenknochen und Geflechtknochen unterscheiden (Downey and Siegel,
2006). Histologisch sind Lamellenknochen sind dadurch gekennzeichnet, dass die
Anordnung der Zellen sehr geordnet ist, und die Kollagenfasern dicht aneinander angeordnet

sind (Downey and Siegel, 2006). Geflechtknochen hat ein eher verstreutes, unregelmafiges



Aussehen und auch die Osteozyten scheinen in der Histologie im Geflechtknochen
verstreuter als im lamellaren Knochen (Downey and Siegel, 2006). Im adulten Saugetier wird
— auller bei der Frakturheilung — ausschlieBlich Lamellenknochen gebildet (Downey and
Siegel, 2006). Knochen besteht im Frischzustand zu etwa 90% aus Trockensubstanz. Diese

wiederum besteht zu 65% aus Mineralien (Downey and Siegel, 2006).
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FIBROBLAST GROWTH FACTOR 23 (FGF 23) UND DER KNOCHEN

Bei FGF23 handelt es sich um ein Glykoprotein, das vorwiegend von den Osteoblasten, also
den Vorstufen der Osteozyten (eigentliche Knochenzellen) und den Osteozyten an sich
produziert wird (Erben, 2018a). Es ist in allen Vertebraten zu finden (Erben, 2017). FGF 23
ist Teil der endokrinen Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, zu denen auch FGF 19 und FGF
21 zahlen. Samtliche FGFs gelangen Uber das Blut zu ihren Zielgeweben (Erben, 2017). Den
endokrinen Fibroblasten-Wachstumsfaktoren ist gemein, dass sie Co-Rezeptoren bendtigen,
um besser an die fur sie spezifischen FGF-Rezeptoren ihre Wirkung in den Zielzellen
entfalten zu kénnen (Kurosu et al., 2006; Kuro-o and Moe, 2017). Bei diesen Co-Rezeptoren
handelt es sich um a- und B-Klotho-Rezeptoren (Erben, 2018a). Klotho ist ein ,single-pass*
Transmembranprotein, das Uber einen kleinen intrazellularen und einen grofen
extrazellularen Bereich verfugt. Es wird vor allem im distalen und proximalen Tubulus (Hu et
al., 2010; Andrukhova et al., 2012) der Niere ausgeschuttet (Erben, 2018b). a-Klotho wird
aber auch in den Nebenschilddrisen (Shiraki-lida et al., 1998; Urakawa et al., 2006), im
Sinusknoten des Herzens (Takeshita et al., 2004) und im Gehirn produziert (Li et al., 2004).
In anderen Studien wurde entdeckt, dass Mause, die eine Klotho-Defizienz aufwiesen, friher
starben, sowie Kalzifizierungen im Weichteilgewebe, Organatrophie, Osteomalazie,
Hyperkalzamie, Hyperphosphatamie und erhéhte Konzentrationen an Vitamin D3 aufwiesen
(Lanske and Razzaque, 2007; Erben, 2018b). An Ratten wurde bereits gezeigt, dass sie
eine Beeintrachtigung in der Knochenmineralisation aufwiesen, wenn man sie mit hohen
Dosen an Vitamin D3 versorgte (WRONSKI et al., 1986; Erben et al., 1990). Wie
herausgefunden wurde, ist die physiologische Hauptfunktion von Klotho, als Co-Rezeptor flr
FGF23 zu fungieren (Yuan et al., 2014; Andrukhova et al., 2017; Erben, 2018b). Eines der
wichtigsten Organe, fur die FGF23 eine Rolle spielt, ist die Niere. Hier arbeitet das
Glykoprotein besonders am proximalen und distalen Tubulus contortus (Erben, 2018a). Im
proximalen Tubulus contortus unterdrickt FGF23 die Wiederaufnahme von Phosphat (Erben
and Andrukhova, 2017) sowie die Expression der 1a-Hydroxylase, der Vorstufe des
biologisch aktiven Vitamin D3 (Erben, 2018a). Vitamin D spielt eine wichtige fur die
Knochenbiologie, Immunabwehr, Mineralhoméostase und man vermutet auch, dass es in die
Pathophysiologie bei cardiovaskularen Erkrankungen eingebunden ist (Ford et al., 2018). Im
distalen Tubulus contortus steigert FGF23 die Reabsorption von Kalzium und Natrium
(Erben, 2018a). FGF23 ist demnach nicht nur ein phosphaturisches Hormon, sondern auch

ein Kalzium- und Natrium-erhaltendes Hormon (Andrukhova et al., 2016). Erhdhte
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Konzentrationen von FGF23 im Blut sind daher auch erste Zeichen fir chronische
Nierenerkrankunen oder chronic kidney disease (Andrukhova et al., 2018). Die Wirkungen
von FGF23 auf die Niere im proximalen und distalen Tubulus passieren Ubrigens unabhangig
voneinander (Erben, 2017). Aber auch im Knochen ist FGF 23 aktiv. Es inhibiert die
Mineralisation des Knochens, indem bestimmte Enzyme, in diesem Fall die TNAP (tissue
non-specific alkaline phosphatase) herabreguliert wird, wodurch Uber einen weiteren
Signalweg das Enzym ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 und 2) aktiviert wird
(Andrukhova et al., 2018). Die Zellen, in denen die Unterdriickung der Ausbildung der TNAP
vonstattengeht, sind die Osteozyten und Osteoblasten (Andrukhova et al., 2018). Wie genau
diese Signalkaskade von statten geht, ist bis dato noch nicht genau erforscht. Klar ist aber,
dass die TNAP fir eine normale Knochenmineralisation unabdingbar ist (Erben, 2018a).
Neueste Erkenntnisse zeigen, dass CKD in Verbindung mit der MBD (metabolic bone
disease), einer metabolischen Erkrankung des Knochens, in Zusammenhang steht
(Andrukhova et al., 2018). Im Experiment zeigten betroffene Mause verminderte totale
Knochendichten sowie verminderte Knochendichten im subkortikalen, kortikalen und
trabekularen Bereich des Tibiaschaftes sowie im Bereich der Tibiametaphyse (Andrukhova
et al.,, 2018). Wenngleich gezeigt wurde, dass eine Klotho-Defizienz nicht unbedingt zur
Entstehung einer linksventrikularen Hypertrophie beitragt (Slavic et al., 2017), wird vermutet,
dass FGF23 an der Entstehung der linksventrikularen Hypertrophie des Herzens beteiligt ist
(Erben, 2019), denn wie herausgefunden wurde, ist FGF23 durch seine natriumerhaltende
Funktion auch an der Regulation des zirkulierenden Blutvolumens und des Blutdrucks
beteiligt (Andrukhova et al., 2014). Bei Patienten mit verminderter Nierenfunktion wurde
herausgefunden, dass erhdhte FGF23-Konzentrationen stark mit der linksventrikuldren

Hypertrophie in Verbindung standen (Gutiérrez et al., 2009; Arnl6v et al., 2013).
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Knochenhistologie (Knochenzellen und deren Aufgaben)

Man unterscheidet vier Zellarten, die im ﬁ'b'rug’

Knochen zu finden sind (Abb. 1):
Osteoblasten

Osteozyten

Endostale Knochenbelegzellen

Osteoklasten

Abb. 1 - Knochenhistologie,
unverandert Ubernommen aus
http://www.siumed.edu/~dking2/ss
b/NMO005b.htm

Osteoblasten: Osteoblasten gehen

et al., 2015).

Lymphgefit

Abb. 2: Osteoblast eines Knochens,

selbst gezeichnet, Najsar 2019

mesenchymalen Zellen hervor und prasentieren sich
einkernig und asymmetrisch (Abb. 2) (Florencio-
Silva et al., 2015). Sie sind vorrangig fur die
Kollagensynthese, besonders fur die Synthese des
Kollagens vom Typ 1 verantwortlich (Florencio-Silva
et al., 2015). Kollagen 1 ist besonders wichtig, um
mechanische Stabilitdt — unter anderem auch im

Knochengewebe — zu gewahrleisten (Florencio-Silva
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Osteozyten inkl. endostale Knochenbelegzellen: Osteozyten gehen aus der Differenzierung
von Osteoblasten hervor. Sie befinden sich in Lakunen, welche von mineralisierter
Knochensubstanz umgeben sind (Florencio-Silva et al., 2015). Die Osteozyten verfligen tber
ein dendritenartiges Netzwerk zur Kommunikation mit den Osteoblasten und den endostalen
Knochenbelegzellen (Florencio-Silva et al., 2015). Bei den endostalen Knochenbelegzellen
handelt es sich um Osteoblasten, die jene Knochenoberflache bedecken, an der sich weder
Resorption des Knochens noch Neubildung des Knochens ereignet (Florencio-Silva et al.,
2015). In ihrer Form sind sie flach und endothelartig. Daraus erschliet sich, dass
Osteozyten und endostale Knochenbelegzellen ein funktionelles Zusammenspiel aufweisen,
das auch als funktionelles Synzytium bezeichnet wird (Manolagas, 2000). Dieses Synzytium
ist der Grund, warum Osteozyten durch ihre umfangreiche Kommunikation als
mechanosensorische Zellen fungieren, indem sie es bemerken, wenn neue
Knochensubstanz aufgebaut werden muss bzw. wenn — wahrend der Adaptation des
Skeletts — Mikroschaden repariert werden muissen. Die mechanosensorischen Osteozyten
leiten dann die entsprechenden Signale weiter (Manolagas, 2000). Dieser Komplex ist unter
anderem auferst wichtig fir die Kalziumhomobostase, weil er die Anpassung des
Kalziumhaushaltes an die aulieren Einflisse bewerkstelligt. Der genaue Prozess ist jedoch
nach wie vor noch nicht vollstandig geklart (Manolagas, 2000). Eindrucksvoll zeigt sich der
Einfluss auf die Kalziumhomoéostase insofern, als dass die Menge an bidirektionalem
Kalziumfluss Uber ruhende Knochenoberflachen, die mit endostalen Belegzellen liberzogen
sind, im ausgewachsenen Skelett das ca. 10-20-fache betragt, der durch die Remodeling-
Aktivitat entsteht (von Engelhardt and Breves, 2005).



Osteoklast

Knochen

Abb. 3 - Osteoklast eines Knochens,

selbst gezeichnet, Najsar 2019

Abb. 4 - Knochengewebemodelierung

selbst gezeichnet, Najsar 2019
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Osteoklasten:

Osteoklasten sind die vollstandig differenzierten
Knochenzellen und verfiigen Uber mehrere
Kerne (Abb. 3). Reife Osteoklasten sind fur
gewohnlich grol (ca. 50-100 pym Durchmesser)
und beinhalten Mitochondrien, freie Ribosomen
und eine Vielzahl an Lysosomen (Manolagas,
2000). Charakteristisch fur aktive Osteoklasten

- falls im Elektronenmikroskop betrachtet - ist die
sogenannte ,ruffled border® (Abb. 4). Diese
beschreibt eine fingerférmige Struktur des
Osteoklastenzytoplasmas, deren Funktion es ist,
die Resorption der kalzifizierten Knochenmatrix
zu steuern (Manolagas, 2000). Osteoklasten
gehen aus hamatopoetischen Zellen

Hervor  (Florencio-Silva et al., 2015).
Osteoklasten sind daflr zustandig,
Knochensubstanz abzubauen. Dies
bewerkstelligen sie in einem Prozess aus zwei
Schritten und wird durch die Aktivitat einer ATP-
gesteuerten Protonenpumpe initiiert (Manolagas,
2000). Im ersten Schritt werden in der
Resorptionslakune vermehrt Wasserstoff-lonen
produziert, was zu einer Senkung des pH-Wertes
fuhrt, also ein saures Milieu hervorruft, wodurch
sich das Mineral auflést (Florencio-Silva et al.,
2015). Im néachsten Schritt werden diverse
Enzyme aktiv (Cathepsin K, MMP9, TRACP und

andere), die die organischen Teile des Knochens abbauen (Florencio-Silva et al., 2015).

Dass Osteoklasten flir den Abbau der Knochensubstanz zustandig sind, ist eine wichtige

Grundlage fur meine Diplomarbeit. Denn meine Hypothese war, wenn Osteoklasten vermehrt

in den Knochen der Goldhamsterweibchen, die haufig tragend gewesen sind, auftreten, dass
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im Zuge ihrer Laktation Knochensubstanz mobilisiert wurde. Es kdnnte durchaus sein, dass
in Zeiten der Laktation die oben genannten Enzyme vermehrt aktiv sind, damit die
Osteoklasten intensiver arbeiten koénnen, um den Kalziumgehalt in der Muttermilch
ausreichend hoch fir die Jungen zu halten. Dies wirde dann natlrlich unweigerlich mit

einem Verlust an Knochensubstanz beim Muttertier vonstattengehen.

HYPOTHESEN

Ich erwartete mir zu Beginn der Diplomarbeit, dass die mannlichen Goldhamster generell
eine hohere Kalziumdichte im Knochen aufweisen wirden, als die weiblichen Tiere, da ich
die Annahme hatte, dass die weiblichen Tiere vermehrt Kalzium aus ihren eigenen Knochen
fur ihre Jungen zur Verfigung stellen (siehe oben). Demnach erwartete ich mir auch eine
geringere Knochendichte und —dicke bei den weiblichen Tieren und dies indirekt proportional
zur Anzahl an Trachtigkeiten/Anzahl der Jungtiere (= je 6fter und mit je mehr Jungtieren
trachtig, desto geringer die Knochendichte/-dicke und desto geringer ist der Kalziumgehalt in
den Knochen der Weibchen). In Bezug auf die histologische Auswertung waren fur mich
besonders die Osteoklasten und die Osteoblasten interessant, da die Osteoklasten
Aufschluss darlber geben, wie viel Knochenabbau stattfindet und die Osteoblasten Hinweise
dazu liefern, inwieweit neue Knochenzellen gebildet werden. Ich erwartete mir generell bei
weiblichen Tieren eine hdhere Zahl an Osteoklasten, da ich davon ausgegangen bin, dass
sie durch ihre Laktation an Knochensubstanz eingebiif3t haben. Ich erwartete aber auch,
mehr Osteoblasten bei Tieren mit mehreren Trachtigkeiten zu finden, als bei jenen, die nicht
trachtig waren sowie bei mannlichen Tieren. Denn ich nahm an, dass bei Einsatz eigener
Knochensubstanz auch mehr nachproduziert werden misste. Daher wurde sich im
Speziellen auf diese beiden Parameter fokussiert, um daraus mittels OsteoMeasure™ die
Werte zu berechnen. Ebenfalls von Interesse waren fur mich die FGF23-Werte hinsichtlich
Geschlecht und WurfgréRen sowie die Serumwerte, die durch FGF23 beeinflusst werden

(Kalzium, Natrium, Phosphor, Kreatinin, Harnstoff).
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2. MATERIAL UND METHODEN

a) TIERE UND HALTUNG

Fir diesen Tierversuch wurden gesamt neun Goldhamster verwendet. Sechs Tiere waren
weiblich und drei Tiere waren mannlich. Die Goldhamster entstammten alle der in der AG
Stoffwechselphysiologie gezichteten Kolonie, deren Griunderpopulation 2014 von Charles
River Deutschland angeschafft wurde. Die Kolonie war frei von spezifischen Pathogenen und
wurde regelmaRig auf ihren Hygienestatus Uberprift. Mannchen und Weibchen wurden,
sobald sie adult waren, allein in Kafigen des Typs Eurostandard IV (Techniplast, Italien) auf
Einstreu aus Espenholz (Abedd, Wien) und mit Enrichmentmaterialien in Form von
Holzhausern, Zellstoff und PVC Réhren einzeln gehalten. Samtliche Details zu Haltung und
Zucht finden sich in Ohrnberger (2014), Brinkmann (2017) sowie in Ohrnberger et al., (2016)
und Ohrnberger et al. (2018). Die Goldhamster waren Langtag- Lichtbedingungen von L:D
16:8 ausgesetzt, wobei das Licht um 22 Uhr aus- und um 6 Uhr morgens mittels
Zeitschaltuhr angeschaltet wurde. Allen Goldhamstern stand uneingeschrankt Hamsterfutter
(Sniff, Soest, Deutschland) zur Verfiigung. Ebenso stand ihnen Trinkwasser uneingeschrankt

zur Verfugung, wobei die Trinkflaschen einmal wéchentlich gewechselt wurden.

b.) BLUTABNAHME UND UNTERSUCHUNG DES SERUMS MITTELS COBAS
C111 ANALYZER

Zur Ermittlung der Blutparameter wurde den Goldhamstern Blut abgenommen, welches
zunachst zentrifugiert wurde, um anschlieRend das Blutplasma abzupipettieren und mittels
COBAS C111 zu analysieren. Hierbei waren vor allem Natrium, Kalzium, Phosphor und die
Nierenwerte von Interesse, da FGF23 (wie oben beschrieben) einen Einfluss auf all diese
Werte hat. Der COBAS C111 Analyzer (Roche, Wien) ist ein Gerat fur die klinische

Blutchemie.
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c.) UNTERSUCHUNG DER HAMSTERTIBIAE MITTELS xCT RESEARCH M+

Nach der Tétung mittels Inhalation von Kohlendioxid wurden jeweils die Femuren und Tibiae
inklusive  Fibulae  vom  umliegenden  Gewebe freiprapariert, sodass eine
computertomographische Untersuchung durchgefiihrt werden konnte. Hierzu wurde der xCT
Research M+ (Stratec Medizintechnik, Pforzheim, Deutschland) verwendet, ein peripherer,
quantitativer Computertomograph, mit dem man die Tibia und den Radius messen kann. Mit
der Betreuerin Olena Andrukhova wurde im Vorfeld vereinbart, dass lediglich die Tibiae
mittels computertomographischer Untersuchung gemessen werden sollten. Die Tibiae
wurden immer einzeln nacheinander gemessen und nach der Entnahme aus dem Gefaly
sofort mit 70%igem Ethanol benetzt, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Fibulae wurden
im distalen Abschnitt gekurzt, damit sie wahrend der Messung nicht stérten. AnschlieRend
wurde die Tibia in ein Gefaly platziert und mithilfe von Pinzette und Zellstoffkiigelchen
versucht, sie in eine moglichst gerade Position zu bringen. Als Maskenparameter wurde
jener der Ratte (,Ratte Tibia proximal; Ratte Tibia Schaft‘, Durchmesser: 20 mm) verwendet,
da die Rattentibiae bei jungen Ratten in etwa die gleiche Grof3e und Struktur aufweisen, wie
die von adulten Goldhamstern. Die Referenzlinie A wurde etwas proximal des Bereichs der
Epiphysenfuge und die Referenzlinie B wurde an der Verwachsungsstelle von Tibia und
Fibula platziert. Nach der Messung wurde am Bildschirm die ROI (region of interest) zum
Zwecke der Auswertung festgelegt. AnschlieRend wurden die relevanten Werte mittels

Computer ermittelt.

d.) EINBETTUNG DER HAMSTERKNOCHEN

Die Einbettung der Hamsterknochen erfolgte gemaR der im Anhang auf Seite 63-65

befindlichen Anleitung (Standard Operating Procedure Erben et al. bzw. Petric et al.).
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e.) TRIMMEN DER BLOCKE ZUR VORBEREITUNG AUF DIE
SCHNITTANFERTIGUNG

Im Anschluss an die Einbettung der Hamsterknochen wurden die zylinderférmigen Blécke
zunachst mittels Hammer aus der Uberschale geklopft. Dann wurde in der Werkstatt
weitergearbeitet (Abb. 5a). Zunachst wurden die Blécke mdglichst knapp zum Knochen hin
horizontal abgesagt (Abb. 5b) um den Schleifaufwand zu verringern. Danach wurde der Telil,
der den Knochen beinhaltete, mittels Sage in eine rechteckige Form Ubergefuhrt und
Klebstoff am zuvor abgesagten Teil des Zylinders fixiert. Nun wurde der Block wieder
eingespannt und jener Teil mit dem Knochen glatt gefeilt (Abb. 5¢) und zwar so, dass nur
noch eine dinne Schicht Einbettungsmaterial tUber dem Knochen vorhanden war. Im
nachsten Schritt wurde die Umgebung des Knochens mittels Sage so getrimmt, dass der
Knochen von einem auf dem Kopf stehenden Regentropfen umgeben war (Abb. 5d).

Abb. 5 a-d — Von links nach rechts: Einspannen des Blocks (5a), Sagen (5b), Feilen (5¢) und
das fertige Endprodukt (5d)
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f.) ANFERTIGEN DER SCHNITTE FUR DIE HISTOLOGISCHE ARBEIT MITTELS
ROTATIONSMIKROTOM

Nach dem Trimmen der Blécke war der nachste Schritt das Anfertigen der Schnitte fir die
histologische Untersuchung. Hierzu wurde ein Rotationsmikrotom verwendet (MICROM
HM360, Serien-Nr.: 11321, Hartmetallmesser mit D-Schliff). Die Schnitte wurden 5 uym breit
geschnitten wobei jeweils zunachst zehn Schnitte angefertigt wurden, die dann auf einen
Objekttrager platziert wurden, anschlieffend vorsichtig gestreckt und dann mit einer Folie
bedeckt wurden. Nach den ersten zehn gelungenen Schnitten wurden die nachsten 500 ym
verworfen. Dann wurden abermals zehn Schnitte angefertigt und gleich prapariert. Die
Objekttrager wurden einzeln beschriftet und nummeriert. Zur Absicherung wurden von jedem
Knochen jeweils flinf Schnitte von der ersten und von der zweiten Halfte angefertigt.
AnschlieBend wurden die Objekttrager aufeinandergelegt und in eine Pressvorrichtung

eingespannt, wo sie fur 3—4 Wochen im Warmeschrank gelagert wurden.

g.) FARBUNG DER SCHNITTE MITTELS KOSSA MC NEAL FARBUNG

Der nachste Schritt bestand im Farben der Schnitte fur die histologische Auswertung. In
diesem Fall wurde die Kossa Mc Neal Farbung gewahlt. Die Pressvorrichtung wurde aus
dem Warmeschrank entnommen und aufgedreht, sodass die Objekttrager enthommen
werden konnten. Danach wurde sorgsam die Folie jedes einzelnen Objekttragers entfernt.
Die Schnitte wurden im Mikroskop betrachtet und die schonsten Exemplare wurden fur die
Farbung ausgewahlt. AnschlieBend wurde die Kossa Mc Neal Farbung durchgefuhrt, deren
Anleitung auf Seite 66—-67 im Anhang nachzulesen ist. Auffallig war, dass sich ca. 45 % der
Knochen im letzten Arbeitsschritt vom Objekttrager abzulésen begannen. Dies fuhrte
unweigerlich dazu, dass die Farbung mehrmals durchgefihrt werden musste, und zwar mit
den zuvor sicherheitshalber angefertigten Reserveschnitten. Insgesamt wurde die Farbung
viermal durchgefuhrt, bis von allen Knochen je ein gefarbtes Praparat der ersten und eines

der zweiten Halfte vorhanden war.
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h.) HISTOLOGISCHE AUSWERTUNG DER GEFARBTEN SCHNITTE MITTELS
OSTEOMEASURE™ - SOFTWARE

Nachdem die histologischen Schnitte fertig gefarbt waren, wurde die histologische
Auswertung der Praparate durchgeflihrt. Auch hier wurde jedes Praparat einzeln beurteilt.
Zur Beurteilung wurde die OsteoMeasure™ Software verwendet. Zundchst wurden die
Umrisse des Knochens umfahren und anschlieBend wurden sowohl die Osteoblasten als
auch die Osteoklasten mit verschiedenen Einstellungen markiert. Im Anschluss daran
wurden die vermessenen Werte ausgewertet und in Excel-Tabellen Uberfihrt, um ein

Erstellen von Diagrammen zu ermoglichen.

i.) DATENEINGABE UND -ANALYSE

Sowohl die Daten aus der Messung mittels xCT Research M+ als auch die OsteoMeasure™-
Daten wurden im Programm ,Microsoft Office Excel 2010 in Tabellen eingetragen.
AnschlielRend wurden fir alle relevanten Werte Saulendiagramme erstellt und eingefigt, um
besser verdeutlichen zu kénnen, ob und welche Zusammenhange bestehen. Auf die

Bedeutung der Werte wird im Ergebnis- und Diskussionsteil ndher eingegangen.

j.) STATISTIK

Bei der statistischen Auswertung wurden die Daten aus xCT RESEARCH M+, die
Serumparameter und die OsteoMeasure™-Daten mittels SPSS-Software (IBM® SPSS®
Statistics, Version 26) mit nicht-parametrischen Testverfahren Uberprift, um herauszufinden,
ob statistisch signifikante Unterschiede der verschiedenen Gruppen bestehen. Getestet
wurde im Falle mannlich vs. (versus) weiblich mittels Mann-Whitney U-Test und hinsichtlich

der Wurfgrofen mittels Kruskal-Wallis-Test (im Folgenden als KW-Test abgekurzt).

Nicht-parametrische Testverfahren wurden gewahlt, weil es sich um einen sehr kleinen

Stichprobenumfang (im Falle von mannlich vs. weiblich 9; im Falle der verschiedenen



21

WourfgréBen 7-8) handelte, und man daher mit nicht-parametrischen Tests eine hdhere
Wahrscheinlichkeit hatte, signifikante Ergebnisse zu erzielen. Im Rahmen der statistischen
Auswertung wurde in dieser Diplomarbeit bei p<0.05 von einer Signifikanz und bei p<=0,01
von hoch signifikanten Werten gesprochen. In die Interpretation der Statistik wurden lediglich

die signifikanten und hoch signifikanten Werte miteinbezogen.

k.) ETHIK

Meine Diplomarbeit wurde im Rahmen eines Tierversuches an der Veterinarmedizinischen
Universitdt Wien durchgefuhrt. Dieser wurde zunadchst von der Ethik- und
Tierschutzkommission (ETK) geprift und befiirwortet sowie in Ubereinstimmung mit der
Good Scientific Practice und wunter Beachtung der einschlagigen nationalen
Rechtsvorschriften durchgefiihrt. Meine Versuchstiere speziell stammten aus den
Tierversuchen mit den Geschaftszahlen BMWFW-68.205/0035 WF/113b/2014 und BMWFW-
68.205/0028-WF/V/3b/2016. Im Laufe der Arbeiten hielten wir uns gewissenhaft an alle

Vorgaben und kein Tier musste im Zuge der Untersuchungen leiden.
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3. ERGEBNISSE

Im Ergebnisteil wird auf die Resultate der Messungen mittels xCT-Research-M+, der
Serumparameter und der Auswertungen mittels OsteoMeasure™ sowohl hinsichtlich der

Gruppen mannlich vs. weiblich als auch in Bezug auf die WurfgrofRen eingegangen.

a.) Ergebnisse mannlich vs. weiblich

In diesem Abschnitt des Ergebnisteils werden die Untersuchungsergebnisse der
computertomographischen Aufarbeitung, der Serumlevels mittels COBAS C111 Analyzer
und der knochenhistomorphometrischen Analysen mittels OsteoMeasure™ beziiglich

mannlich vs. weiblich sowohl in graphischer — als auch in Textform prasentiert.

a.1.) xCT Research M+-Daten proximale Tibia

Dieser Teil beinhaltet die Ergebnisse hinsichtlich mannlich vs. weiblich im Bereich der
proximalen Tibia. Zur besseren Verstandlichkeit der Regionen ,proximale Tibia“ und
» [ibiaschaft® dient Abb. 6.
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proximale Tibia

Fibulakopfchen

kranialer Tibiaschaft
Jeyoseiqi] Jajepnes|

7o |

distale Tibia

Abb. 6 — Anatomisches Schema der Tibia und Fibula inklusive Kennzeichnung der Bereiche
proximale Tibia, distale Tibia, kranialer Tibiaschaft, kaudaler Tibiaschaft und Fibulakopfchen,

selbst gezeichnet, Najsar 2020
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Abb. 7 — Trabekulédre Flache proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm?
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Abb. 8 — Totale Dichte proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mg/cm?
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Abb. 9 — Kortikale Flache proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm?
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Abb. 10 — Kortikale Dicke proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm
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Abb. 11 — Totale Knochenflache proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm?
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Abb. 12 — Kortikale Dichte proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mg/cm?
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Abb. 13 — Periostaler Umfang proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm
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Abb. 14 — Endokortikaler Umfang proximale Tibia mannlich vs. weiblich in mm

Tab. 1 - Deskriptive Statistik xCT proximale Tibia mannlich vs. weiblich;

o = Standardabweichung, p = Mittelwert, n = Stichprobenumfang

Parameter e EnRC I - (weiblich) u (weiblich o (weiblich)
Trabekulare Flache (mm?) 3 46.20 8.400 6 56.83 3.746
Totale Dichte (mg/cm?) 3 588.93 91.258 6 495.72  49.373
Totale Cross-Sectional Area (mm?) 3 8.95 1.075 6 10.91 1.214
Kortikale Dichte (mg/cm?) 3 1101.27 56.459 6 1043.07 51.638
Kortikale Flache (mm?) 3394 0.110 6 3.90 0.529
Kortikale Dicke (mm) 3043 0.049 6 0.37 0.043
Periostaler Umfang (mm) 3 10.59 0.640 6 11.69 0.654
Endokortikaler Umfang (mm) 37.90 0.942 6 9.36 0.642

Tab. 2 - p-Werte Mann-Whitney U-Test sowie Korrelationskoeffizient r nach Pearson xCT
Research M+-Daten proximale Tibia mannlich vs. weiblich; 0.10 <= 0.3 entspricht einem
schwachen Effekt, 0.30 <= r < 0.5 entspricht einem mittleren Effekt, r > 0.5 entspricht einem
starken Effekt

Parameter p-Wert Effektstarke r
Trabekulare Flache 0.095 0.36
Totale Dichte 0.167 0.52
Totale Cross-Sectional Area 0.048 0.69
Kortikale Dichte 0.262 0.43
Kortikale Flache 0.714 0.17
Kortikale Dicke 0.381 0.32
Periostaler Umfang 0.048 0.69

Endokortikaler Umfang 0.048 0.69
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In Tab. 1 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter von xCT-Research-M+ und das Geschlecht dargestellt. Tab. 2 beinhaltet die p-

Werte des Mann-Whitney U-Tests sowie die Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

Die weiblichen Goldhamster lagen in Bezug auf die trabekulare Flache mit 56.8 + 3.746 mm?
um 710.6 mm? signifikant héher als die mannlichen Goldhamster mit 46.2 £ 8.400 mm? (U-
Test, p=0.095, r=0,36, Abb.7). Die totale Knochenflache (totale cross-sectional area) war bei
den Weibchen mit 10.97 £ 1.214 mm? mit p=0.048 ebenso signifikant hoher als bei den
Mannchen mit 8.95 + 1.075 mm? (U-Test, p=0.048, r=0.69, Abb.8) Der Effektstarke nach
Cohen (Wassertheil and Cohen, 1970) spricht bei einem Korrelationskoeffizienten von 0.69
fur einen starken Effekt dieses Zusammenhangs. Der periostale Umfang der weiblichen
Tiere war mit 71.693 + 0.654 mm grofer als jener der mannlichen Tiere mit 70.594 + 0.640
mm (U-Test, p=0.048, r=0.69, Abb.13). Auch hier spricht der r-Wert fir einen starken Effekt
der Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen. Hinsichtlich des endokortikalen
Umfangs lagen die weiblichen Goldhamster mit einem Mittel von 9.364 + 0.642 mm
signifikant und mit einem starken Effekt héher als die mannlichen Goldhamster mit einem
Mittelwert von 7.898 + 0.941 mm (U-Test, p=0.048, r=0.069, Abb.14).

Totale Dichte (U-Test, p=0.167, r=0.52, Abb.8), kortikale Flache (U-Test, p=0.714, r=0.17,
Abb.9), kortikale Dicke (U-Test, p=0.381, r=0.32, Abb.10) und kortikale Dichte (U-Test,
p=0.262, r=0.43, Abb.12), waren wie in Tab. 1 ersichtlich, bei mannlichen Goldhamstern in
einem hoheren Wertebereich, als bei den weiblichen Individuen. Anhand der p-Werte des
Mann-Whitney U-Tests ist klar zu erkennen, dass keiner dieser Werte den mit p=0.05
festgelegten Wert fur eine statistische Signifikanz erreicht. Lediglich die totale Knochendichte
weist mit p=0.167 und einem r-Wert von 0.52 eine Tendenz in Richtung Signifikanz auf und
kdnnte darauf hinweisen, dass ein groRerer Stichprobenumfang signifikante Unterschiede

erbringen wiirde.
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a.2.) xCT Research M+-Daten Tibiaschaft

In diesem Abschnitt werden die Resultate des Vergleichs mannlich vs. weiblich im Bereich
» [ibiaschaft“ behandelt. Zur Verdeutlichung der Region , Tibiaschaft* dient Abb. 6.

I
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Abb. 15 — Trabekuldre Flache Tibiaschaft mannlich vs. weiblich in mm?
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Abb. 16 — Totale Dichte Tibiaschaft mannlich vs. weiblich in mg/cm?
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Tab. 3:

o = Standardabweichung, p = Mittelwert, n = Stichprobenumfang

Parameter

Deskriptive Statistik
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xCT

Tibiaschaft

mannlich

VS.

weiblich;

A ERRCR I ERRERISNRERRNEM] ~ (veiblich) p (weiblich) o (weiblich)

Trabekulare Flache (mm?)

Totale Dichte (mg/cm?)

Totale Cross-Sectional Area (mm?)
Kortikale Dichte (mg/cm?)
Kortikale Flache (mm?)

Kortikale Dicke (mm)

Periostaler Umfang (mm)
Endokortikaler Umfang (mm)

3 29.63

3 903.97
33.72

3 1316.57
3241
30.44
36.75

3 4.05

2.871
41.153
0.171
17.172
0.026
0.012
0.157
0.226

6 21.40

6 1028.47

6 3.02

6 1339.35

6 2.19
6 0.47
6 6.15
6 3.2

4.356
66.628
0.190
25.526
0.148
0.038
0.191
0.337

Tab. 4 - p-Werte Mann-Whitney U-Test sowie Korrelationskoeffizient r nach Pearson xCT

Research M+-Daten Tibiaschaft mannlich vs. weiblich; 0.10 <= 0.3 entspricht einem

schwachen Effekt, 0.30 <= r < 0.5 entspricht einem mittleren Effekt, r > 0.5 entspricht einem

starken Effekt

Parameter
Trabekulare Flache
Totale Dichte

Totale Cross-Sectional Area

Kortikale Dichte
Kortikale Flache
Kortikale Dicke
Periostaler Umfang
Endokortikaler Umfang

p-Wert Effektstarke r

0.048
0.024
0.024
0.262
0.048
0.548
0.024
0.024

0.69
0.77
0.77
0.43
0.69
0.26
0.77
0.78
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In Tab. 4 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter von xCT-Research-M" und das Geschlecht dargestellt. Tab. 5 beinhaltet die p-

Werte des Mann-Whitney U-Tests sowie die Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

Anders als bei der proximalen Tibia lagen im Bereich des Tibiaschaftes die mannlichen
Goldhamster mit 29.63 + 2.871 mm? statistisch signifikant hoher als die weiblichen
Goldhamster mit 21.40 + 4.356 mm? (U-Test, p=0.048, r=0.69, Abb.15). Der
Korrelationskoeffizient r=0.69 spricht in diesem Fall fur einen starken Effekt dieses
Ergebnisses. Ebenso war die totale Knochenflache des Tibiaschaftes bei den Mannchen mit
3.72 £ 0.17 mm? grolder als jene der Weibchen mit 3.02 + 0.1790 mm? (U-Test, p=0.024,
r=0.69, Abb.17). Auch hier ist ein starker Effekt festzustellen. Der periostale (U-Test,
p=0.024, r=0.68, Abb.21) sowie der endokortikale (U-Test, p=0.024, r=0.69, Abb.22).
Umfang waren, anders als im Bereich der proximalen Tibia, bei den mannlichen Tieren mit
6.75 = 0.157mm (periostaler Umfang) bzw. 4.05 £ 0.226mm (endokortikaler Umfang)
signifikant und mit starkem Effekt groRer als bei den weiblichen Tieren mit 6.75 = 0.191Tmm
(periostaler Umfang) bzw. 3.2 + 0.337mm (endokortikaler Umfang). Wie im Bereich der
proximalen Tibia befand sich auch in der Region des Tibiaschaftes die kortikale Flache der
mannlichen Goldhamster mit 4.05 £ 0.226 mm in einem signifikant héheren Bereich als jene
der weiblichen Goldhamster mit 2.79 + 0.748 mm? (U-Test, p=0.048, r=0.17, Abb.19). Der r-

Wert von 0.17 spricht allerdings fur einen schwachen Effekt dieser Signifikanz.

Die Werte der kortikalen Dicke (U-Test, p=0.548, r=0.32, Abb.20), der kortikalen Dichte (U-
Test, p=0.262, r=0.43, Abb.18) lagen nicht im signifikanten Bereich.



33

a.3.) Serumergebnisse COBAS C111 Analyzer mannlich vs. weiblich

Hier werden die Ergebnisse der Serumanalyse mittels COBAS C111 Analyzer der
mannlichen und weiblichen Goldhamster beschrieben. Eine der neun Serumproben konnte
bei der statistischen Auswertung nicht berucksichtigt werden, da die Werte in diesem Fall
nicht im messbaren Bereich lagen. Zusatzlich lag bei einem weiteren weiblichen Tier der

Messwert fur FGF23 nicht im messbaren Bereich.

ALP in UL
119 197,
99 161, 3
) o[ 124 3
5 3 123 9
£ =
E -H.3 :t I I I
Mannlich (n=3) Weiblich (n=3)

Abb. 23 — Serumgehalt der alkalischen Phosphatase nach Geschlecht in U/L
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Abb. 24 — Serum-Phosphorgehalt nach Geschlecht in mmol/L
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Abb. 25 — Serum-Natriumgehalt nach Geschlecht in mmol/L
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Abb. 27 — Serum-Cholesteringehalt nach Geschlecht in mmol/L
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Tab. 5: Deskriptive Statistik Serumwerte des COBAS 111 Analyzer mannlich vs. weiblich;

o= Standardabweichung, p = Mittelwert, n = Stichprobenumfang, *bei einem Tier war der Wert

nicht messbar

Parameter

Alkalische Phosphatase in U/L
Kreatinkinase in U/L

Albumin in g/L

Kreatinin in ymol/L

Phosphor in mmol/L

Harnstoff in mmol/L

Kalium in mmol/L

Natrium in mmol/L

Chlorid in mmol/L
Aspartat-Aminotransferase in U/L
Kalzium in mmol/L
Cholesterin in mmol/L
Triglyceride in mmol/L

Eisen in mmol/L

Serum FGF23 in pg/ml

3 84.07
3 1105.60
332.28
3 31.37
3250
38.39
37.58

3 139.83
394.43
3172.97
33.31
35.10
31.95

3 63.00
3 243.67

37.594
216.582
2.335
5.784
0.127
2.625
2.645
5.762
1.563
87.585
0.401
0.241
0.297
16.257
101.614

5 149.20
5 757.80
529.77
5 30.84
51.98
511.54
57.48

5 144.36
5 103.36
5 128.84
53.89
54.01
51.40
546.22
4* 141.00

30.948
230.676
0.869
4.558
0.249
3.244
0.939
1.159
2.361
57.015
1.036
0.529
0.295
11.524
38.245
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Tab. 6 - p-Werte Mann-Whitney U-Test sowie Korrelationskoeffizient r nach Pearson der
Serumwerte des COBAS 111 Analyzer mannlich vs. weiblich; 0.10 <= 0.3 entspricht einem
schwachen Effekt, 0.30 <= r < 0.5 entspricht einem mittleren Effekt, r > 0.5 entspricht einem
starken Effekt

Parameter p-Wert Effektstarke r
Alkalische Phosphatase in U/L 0.036 0.83
Kreatinkinase in U/L 0.071 0.69
Albumin in g/L 0.250 0.47
Kreatinin in umol/L 1.000 0.05
Phosphor in mmol/L 0.036 0.79
Harnstoff in mmol/L 0.250 0.47
Kalium in mmol/L 0.786 0.16
Natrium in mmol/L 0.036 0.74
Chlorid in mmol/L 0.036 0.79
Aspartat-Aminotransferase in L 0.571 0.26
Kalzium in mmol/L 0.250 0.48
Cholesterin in mmol/L 0.036 0.79
Triglyceride in mmol/L 0.071 0.69
Eisen in mmol/L 0.250 0.47
FGF23 in pg/ml 0.057 0.81

In Tab. 5 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter der Serumanalyse und das Geschlecht dargestellt. Tab. 6 beinhaltet die
Korrelationskoeffizienten nach Pearson sowie die p-Werte des Mann-Whitney U-Tests in

Hinblick auf die Serumergebnisse mannlich vs. weiblich.

Die Serumlevels in Bezug auf die alkalische Phosphatase (Leberparameter), waren bei den
Weibchen mit 749.20 + 30.948 U/L signifikant hoher als bei den Mannchen mit 84.07 +
37.594 U/L (U-Test, p=0.036, r=0.83, Abb.23). Wie erwartet lagen die Phosphorwerte bei
den mannlichen Goldhamstern mit 2.50 + 0.127 mmol/L signifikant und mit starkem Effekt
héher als bei den weiblichen Goldhamstern mit 71.98 + 0.249 mmol/L (U-Test, p=0.036,
r=0.79, Abb.24). Die Natriumkonzentrationen im Serum der Goldhamster befanden sich —
wie angenommen — bei den weiblichen Tieren mit 7144.36 + 1.159 mmol/L in einem

signifikant hoheren Bereich als bei den mannlichen Tieren mit 139.83 + 5.762 mmol/L (U-
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Test, p=0.036, r=0.74, Abb.25). Der r-Wert von 0.74 spricht fir einen starken Effekt dieses
Zusammenhangs. Die Weibchen wiesen in Bezug auf den Serum-Chlorid-Gehalt mit im
Mittel 103.36 £ 2.367 mmol/l signifikant hohere Werte auf als die Mannchen mit 94.43 +
1.663 mmol/l (U-Test, p=0.036, r=0.79, Abb.26). Die Cholesterinwerte der mannlichen Tiere
lagen mit im Mittel 5.70 £ 0.241 mmol/l signifikant hoher als jene der weiblichen Tiere mit
4.01 £ 0.259mmol/l (U-Test, p=0.036, r=0.79, Abb.27).

Die Parameter Kreatinkinase (U-Test, p=0.071, r=0.69, Tab.6), Albumin (U-Test, p=0.250,
r=0.47, Tab.6), Kreatinin (U-Test, p=1.000, r=0.05, Tab.6), Harnstoff (U-Test, p=0.250,
r=0.47, Tab.6), Kalium (U-Test, p=0.786, r=0.16, Tab.6), Aspartat-Aminotransferase (U-Test,
p=0.571, r=0.26, Tab.6), Kalzium (U-Test, p=0.250, r=0.48, Tab.6), Triglyceride (U-Test,
p=0.071, r=0.69, Tab.6), Eisen (U-Test, p=0.250, r=0.47, Tab.6) und FGF23 (U-Test,
p=0.057, r=0.81, Tab.6) lagen nicht im signifikanten Bereich. Hinsichtlich FGF23 ist jedoch
anzumerken, dass mit p=0.057 und einem Korrelationskoeffizient r=0.81 und somit einem
starken Effekt eine eindeutige Tendenz in Richtung Signifikanz vorhanden ist und mit

groflieren Stichprobenumfangen signifikante Ergebnisse erbracht werden kdnnten.
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a.4.) OsteoMeasure™ - Daten méannlich vs. weiblich proximaler Bereich

Zu den OsteoMeasure™-Daten ist anzumerken, dass — wie auch schon in den Methoden
beschrieben — zunachst Schnitte am Mikrotom gefertigt wurden, dann 500 Mikrometer
verworfen wurden, und dann erneut geschnitten wurde. Damit wollte man bezwecken, die
proximale Tibia und den Tibiaschaft zu unterscheiden. Im Folgenden wird also der Bereich
vor dem Verwerfen der 500 Mikrometer als ,proximaler Bereich® und jener nach dem
Verwerfen als ,distaler Bereich® bezeichnet. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse

des proximalen Bereichs beschrieben.
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weiblich in %
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Abb. 32 — Trabekelzahl proximaler Bereich mannlich vs. weiblich in mm
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Tab. 7 - Deskriptive Statistik OsteoMeasure™-Daten "proximaler Bereich” mannlich vs.
weiblich; o= Standardabweichung, p = Mittelwert, n = Stichprobenumfang, *bei einem Tier war

der Wert nicht messbar, **bei 3 Tieren war der Wert nicht messbar, ***OF= Oberflache

Parameter n (méannlich u (mannlich o (mannlich) GBI EEEHNEGEH
Knochenvolumen/Totales Volumen (%) 3 1,91 0,890 6 6,76 2,957
Osteoidvolumen/Totales Volumen (%) 3 0,00 0,003 6 0,03 0,034
Osteoidvolumen/Knochenvolumen (%) 3 0,21 0,228 6 6,73 2,983
Mineralisiertes Volumen/Totales Volumen (%) 3 1,90 0,890 6 6,73 2,983
Knochenoberflache/Totales Volumen (%) 3 0,99 0,139 6 3,69 2,456
Knochenoberflache/Knochenvolumen (%) 3 60,04 25,941 6 51,58 20,783
Osteoidoberflache/Knochen-OF (%) 3 5,80 5,799 6 10,33 15,503
Osteoblastenoberflache/Knochen-OF*** (%) 3 2,97 5,139 6 8,26 11,094
Trabekeldicke (um) 3 37,93 16,553 6 45,08 19,400
Osteoiddicke (um) 2¢ 0,58 0,099 3 1,71 0,220
Trabekelseparation (um) 3 2008,82 295,700 6 791,11 566,644
Trabekelzahl (um) 3 0,50 0,069 6 1,84 1,228

Tab. 8 - p-Werte Mann-Whitney U-Test sowie Korrelationskoeffizienten r nach Pearson der
OsteoMeasure™-Daten "proximaler Bereich” mannlich vs. weiblich; 0.10 <= 0.3 entspricht
einem schwachen Effekt, 0.30 <= r < 0.5 entspricht einem mittleren Effekt, r > 0.5 entspricht

einem starken Effekt; OF = Oberflache, Vol. = Volumen

Parameter p-Wert Effektstarke r
Knochenvolumen/Totales Vol. (%) 0.024 0.74
Osteoidvolumen/Totales Vol. (%) 0.714 0.14
Osteoidvolumen/Knochenvolumen (%) 0.905 0.05
Mineralisiertes Volumen/Totales Vol. (%) 0.024 0.77
Knochenoberflache/Totales Vol. (%) 0.024 0.77
Knochenoberflache/Knochenvolumen (%) 0.714 0.17
Osteoid-OF/Knochen-OF (%) 0.905 0.05
Osteoblasten-OF/Knochen-OF (%) 0.548 0.28
Trabekeldicke (um) 0.714 0.17
Osteoiddicke (um) 0.200 0.77
Trabekelseparation (um) 0.024 0.77

Trabekelzahl (um) 0.024 0.77
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In Tab. 7 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter der OsteoMeasure™-Analyse und Geschlecht dargestellt. Tab. 8 beinhaltet die
Korrelationskoeffizienten nach Pearson sowie die p-Werte des Mann-Whitney U-Tests in

Hinblick auf die OsteoMeasure™-Daten des proximalen Bereichs.

In Bezug auf das Verhaltnis ,Knochenvolumen/Totales Volumen® lagen die Weibchen mit
6.76 £ 2.957 % signifikant hoher als die Mannchen mit 7.97 £ 0.890 % (U-Test, p=0.024,
r=0.74, Abb.28). Auch beim Verhaltnis ,Mineralisiertes Volumen/Totales Volumen*® lagen die
weiblichen Individuen mit im Mittel 6.73 + 2.983 % signifikant hoher als die mannlichen
Individuen mit 7.90 + 0.890 % (U-Test, p=0.024, r=0.77, Abb.29). Hinsichtlich des
Verhaltnisses ,Knochenoberflache/Totales Volumen® wiesen die weiblichen Goldhamster mit
im Mittel 3.69 + 2.456 % signifikant hohere Werte auf als die mannlichen Goldhamster mit
0.99 £ 0.139 % (U-Test, p=0.024, r=0.77, Abb.30). Es ist zu erkennen, dass bei samtlichen
Verhaltnissen, die statistisch signifikant waren, die weiblichen Tiere héhere Werte aufwiesen
als die mannlichen Tiere und dies in allen drei Fallen mit einem starken Effekt. In Bezug auf
die Trabekelseparation, die den Abstand zwischen den beiden Knochenkanten
beschreibt(Dempster et al., 2013), befanden sich die Mannchen mit 2008.82 + 0.069 um
deutlich und statistisch signifikant héher als die Weibchen mit 797 £+ 566.644 um (U-Test,
p=0.024, r=0.77, Abb.31). Der hohe r-Wert von 0.77 spricht fir einen starken Effekt dieses
Zusammenhangs. Die Werte der Trabekelzahl lagen bei den weiblichen Tieren mit 1.84 *
1.228 um signifikant hoher als bei den mannlichen Tieren mit 0.50 = 0.069 um (U-Test,
p=0.024, r=0.77, Abb.32). Auch war ein starker Effekt vorhanden.

Die Verhaltnisse ,Osteoidvolumen/Totales Volumen* (U-Test, p=0.714, r=0.14, Tab.8),
,LOsteoidvolumen/Knochenvolumen® (U-Test, p=0.905, r=0.05, Tab.8),
-.Knochenoberflache/Knochenvolumen® (U-Test, p=0.714, r=0.17, Tab.8),
,Osteoidoberflache/Knochenoberflache® (U-Test, p=0.905, r=0.05, Tab.8),
,Osteoblastenoberflache/Knochenoberflache (U-Test, p=0.548, r=0.28, Tab.8) sowie die
Parameter Trabekeldicke (U-Test, p=0.714, r=0.17, Tab.8) und Osteoiddicke (U-Test,
p=0.200, r=0.77, Tab.8) lagen nicht im signifikanten Bereich.
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a.5.) OsteoMeasure™ - Daten mannlich vs. weiblich distaler Bereich

Hier werden die  Resultate der knochenhistomorphometrischen Messungen mittels

OsteoMeasure™ mannlich vs. weiblich in Bezug auf den distalen Bereich behandelt.

Tab. 9 - Deskriptive Statistik OsteoMeasure " -Daten "distaler Bereich" mannlich vs. weiblich;
o= Standardabweichung, y = Mittelwert, n = Stichprobenumfang, *bei einem Tier war der Wert
nicht messbar, **bei einem Tier konnten die Werte nicht gemessen werden, da kein Schnitt aus
dem ,distalen Bereich“ zur Auswertung verfiigbar war, ***zuséatzlich zum Tier von ** war dieser

Wert bei einem Tier nicht im messbaren Bereich, ****OF=0berflache

Parameter n (mannlich u (méannlich o (mannlich) GBI INEEEHNGEGEH
Knochenvolumen/Totales Volumen (%) 3 4,98 0,628 5% 4,00 1,491
Osteoidvolumen/Totales Volumen (%) 3 0,02 0,026 5% 0,02 0,025
Osteoidvolumen/Knochenvolumen (%) 3 0,34 0,451 5% 0,46 0,640
Mineralisiertes Volumen/Totales Volumen (%) 3 4,96 0,603 5** 3,99 1,494
Knochenoberflache/Totales Volumen (%) 3 2,58 1,141 5** 2,27 1,422
Knochenoberflache/Knochenvolumen (%) 3 51,84 8,329 5+ 57,13 25,426
Osteoidoberflache/Knochen-OF****(%) 3 3,92 4,981 5** 3,75 3,441
Osteoblastenoberflache/Knochen-OF**** (%) 3 3,84 4,992 5+ 4,19 3,841
Trabekeldicke (um) 3 39,24 6,193 5% 42,90 22,517
Osteoiddicke (um) 2% 1,77 0,048 4rxx 2,41 2,002
Trabekelseparation (um) 3 758,38 169,215 5% 1145,83 612,080
Trabekelzahl (um) 3 1,29 0,251 5* 42,90 0,711

In Tab. 9 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter der OsteoMeasure™-Analyse und das Geschlecht dargestellt. Da keiner der
OsteoMeasure™-Werte des distalen Bereichs im signifikanten Bereich lag, werden in diesem

Abschnitt diesbezlglich keine Ergebnisse in Textform prasentiert.
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b.) Ergebnisse nach WurfgroRen

In  diesem Abschnitt des Ergebnisteils werden die statistisch signifikanten
Untersuchungsergebnisse der computertomographischen Aufarbeitung, der Serumlevels
mittels COBAS C111 Analyzer und der knochenhistomorphometrischen Analysen mittels
OsteoMeasure™ hinsichtlich der WurfgréRen sowohl in graphischer — als auch in Textform

prasentiert.

b.1.) xCT Research M+-Daten proximale Tibia

Hinsichtlich der xCT Research M+-Daten der proximalen Tibia nach Wurfgrofien wurde der
Kruskal-Wallis-Test als statistisches Testverfahren angewandt. Keiner der gemessenen

Parameter lag im statistisch signifikanten Bereich, weshalb keine Darstellung erfolgt.

b.2.) xCT Research M+-Daten Tibiaschaft

Zur statistischen Auswertung der xCT Research M+-Daten des Tibiaschaftes nach
WourfgréBen diente der Kruskal-Wallis-Test. Die Ergebnisse dieser Auswertung werden in

diesem Abschnitt sowohl graphisch als auch in Textform prasentiert.
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Abb. 33 — Totale Knochenflache Tibiaschaft nach WurfgréBen in mm?
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Abb. 34 — Periostaler Umfang Tibiaschaft nach Wurfgrofen in mm

Tab. 10 - Deskriptive Statistik xCT Tibiaschaft (nach WurfgréBen); o= Standardabweichung,
M = Mittelwert, n = Stichprobenumfang, *Verpaarungen = mannliche Tiere

Parameter A=A WG (= Wil 6 (=1 W) n (3 Wilrfe) 1 (3 Wilrfe) o (8 Wilrfe) n (>20 VP*) 1 (>20 VP*) o (>20 VP*)
Trabekuldre Flache (mm?) 4 21.88 4.724 2 20.45 5.020 3 29.633 2.871
Totale Dichte (mg/cm?) 41023.25 60.893 2 1038.90 103.662 3903.97 41.153
Totale Cross-Sectional Area (mm?) 4 3.09 0.191 2287 0.049 33.72 0.171
Kortikale Dichte (mg/cm?) 4 1334.33 12.034 2 1349.40 50.205 3 1316.57 17.172
Kortikale Flache (mm?) 4224 0.123 2 2.09 0.184 3241 0.026
Kortikale Dicke (mm) 4.0.47 0.038 2 0.46 0.052 3044 0.012
Periostaler Umfang (mm) 46.23 0.191 2 6.00 0.052 36.84 0.157

Endokortikaler Umfang (mm) 43.25 0.345 2311 0.271 34.05 0.226
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Tab. 11 - p-Werte Kruskal-Wallis-Test xCT Tibiaschaft (nach WurfgréRen)

Parameter p-Wert
Trabekulare Flache (mm?) 0.127
Totale Dichte (mg/cm?) 0.082
Totale Cross-Sectional Area (mm?) 0.044
Kortikale Dichte (mg/cm?) 0.574
Kortikale Flache (mm?) 0.133
Kortikale Dicke (mm) 0.368
Periostaler Umfang (mm) 0.044
Endokortikaler Umfang (mm) 0.078

In Tab. 10 sind Stichprobenumfang, Mittelwert und Standardabweichung in Hinblick auf die
Parameter von xCT Research M* und die WurfgroRe dargestellt. Tab. 11 beinhaltet die p-
Werte des Kruskal-Wallis-Tests in Hinblick auf die xCT Research M+-Daten des

Tibiaschaftes.

In Bezug auf die totale Knochenflache und den periostalen Umfang wiesen die Weibchen mit
den meisten Wiirfen wie erwartet die niedrigsten Werte auf. Hinsichtlich der totalen
Knochenflache lagen die mannlichen Tiere mit 3.72 + 0.77 mm? am hdchsten, danach folgten
die Tiere der Gruppe ,<=1 Wurf* mit im Mittel 3.09 £ 0.1797mm? und die niedrigsten Werte
wiesen die Tiere der Gruppe ,3 Wirfe* mit im Mittel 2.87 £ 0.049 mm? auf (KW-Test,
p=0.044, Abb.36). Der periostale Umfang der mannlichen Tiere war 6.84 £ 0.157 mm am
hdchsten, es folgten mit 6.23 £ 0.797 mm die Goldhamster der Gruppe ,<=1 Wurf* und im
niedrigsten Wertebereich lagen die Weibchen mit 3 Wirfen mit im Mittel 6.00 + 0.052 mm
(KW-Test, p=0.044, Abb.37).

Die Parameter trabekulare Flache (KW-Test, p=0.127, Tab.11), totale Dichte (KW-Test,
p=0.082, Tab.11), kortikale Dichte (KW-Test, p=0.574, Tab.11), kortikale Flache (KW-Test,
p=0.133, Tab.11), kortikale Dicke (KW-Test, p=0.368, Tab.11) und endokortikaler Umfang
(KW-Test, p=0.078, Tab.11) lagen nicht im signifikanten Bereich.
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b.3.) Serumergebnisse COBAS C111 Analyzer nach Wurfgré3en

Der Kruskal-Wallis-Test wurde zur statistischen Auswertung der Ergebnisse der
Serumanalyse nach WurfgroRen mittels COBAS C111 Analyzer verwendet. Da keiner der

gemessen Parameter im statistisch signifikanten Bereich lag, erfolgt keine Darstellung.

b.4.) OsteoMeasure™ - Daten nach WurfgroRen proximaler Bereich

Um die Ergebnisse der knochenhistomorphometrischen Analyse mittels OsteoMeasure™
statistisch auszuwerten, wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test gearbeitet. Es lag keiner der

Parameter im statistisch signifikanten Bereich, daher erfolgt keine Darstellung.

b.5.) OsteoMeasure™ - Daten nach WurfgroRen distaler Bereich

Das statistische Auswertungsverfahren fiir die OsteoMeasure™-Daten nach WurfgroRen im
distalen Bereich war der Kruskal-Wallis-Test. Mit dem ausgewahlten statistischen
Testverfahren lag keiner der analysierten Parameter im statistisch signifikanten Bereich,

weshalb keine Darstellung erfolgt.
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4. DISKUSSION

In meiner Diplomarbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass weibliche Goldhamster eine
geringere Knochendichte, eine geringere Kalziumdichte und eine geringere Knochendicke
aufweisen, da angenommen wurde, dass die weiblichen Tiere, die tragend waren, wahrend
der Laktation Kalzium aus ihren eigenen Knochen mobilisieren, um ihre Nachkommen Uber
die Muttermilch mit ausreichend Kalzium zu versorgen. Es wurde bereits in einigen Studien
gezeigt, dass gewisse Saugetierarten ihre eigene Knochensubstanz mobilisieren, um ihren
Nachwuchs versorgen zu kénnen (Benzie et al., 1955; Ott, Lipkin and Newell-Morris, 1999;
Hood, Oftedal and Kunz, 2006; Hood, 2012; Schmidt, Chiba and Hood, 2018). Demzufolge
wurde die Annahme getétigt, dass die Weibchen geringere Knochendichten sowie
Veranderungen in den Blutwerten (Harnstoff, Kreatinin, Kalzium, Natrium, Phosphor, FGF23)
aufweisen. Weiters wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Muttertiere — je mehr
Trachtigkeiten sie durchlaufen haben — umso mehr Knochensubstanz fir ihre Jungen
~.geopfert* haben, wodurch sich ein héheres Risiko fur Frakturen etc. entwickelt. Anhand der
statistischen Auswertungen kann interpretiert werden, dass die weiblichen Individuen im
Bereich der proximalen Tibia eine hohere trabekulare Flache (Abb. 7) und eine héhere totale
Flache (Abb. 11) besitzen. Wendy Hood et al. fanden bei Mausen heraus, dass die
Knochendichte bei Weibchen, die eine kalziumarme Diat hatten, signifikant hohere Verluste
in der Knochendichte zeigten, als bei Mausen auf einer normalen Diat (Schmidt and Hood,
2014). Auch Wang et al. zeigten an Mausen, dass eine kalziumarme Diat Verminderungen in
der Knochensubstanz mit sich brachte (Wang, Brown and Bhattacharyya, 1994). Es wird
vermutet, dass Spezies, deren Erndhrung im Generellen eher kalziumarm ist, in Zeiten der
Trachtigkeit und Laktation auf Futterquellen zurickgreifen, die kalziumreich sind (Ruby et al.,
2000; Adams et al., 2003; Nelson, Kunz and Humphrey, 2005). Allerdings gibt es bisher
keine Publikation, die sich explizit auf einen Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen
Tieren bezieht. Beim periostalen Umfang hielten sich die beiden Geschlechter in etwa die
Waage, wobei die Weibchen geringgradig héher lagen (Abb. 13). Auch beim endokortikalen
Umfang, der sich auf den oberflachlichen, kortikalen Knochen, der zur Markhoéhle hin
gewandt ist (Dempster et al., 2013), bezieht, lagen die Weibchen vorne (Abb. 14). Auch an
Ratten wurde bereits nachgewiesen, dass wahrend der Laktation vermehrt Knochensubstanz
mobilisiert wird (Peng et al., 1988). Die Einbuf’en der Knochensubstanz waren umso héher,

je mehr Junge im Wurf waren und je kalziumarmer die Diat war, die verfuttert wurde (Peng et
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al., 1988). Dass die Umfange bei den weiblichen Goldhamstern héher waren, ergibt sich
automatisch daraus, dass ihre totalen Knochenflachen sich héher gestalteten als jene der
Mannchen (Abb. 11). Demzufolge ist anzunehmen, dass weibliche Goldhamster generell
hoéhere Flachen im Bereich der proximalen Tibia aufweisen. In der Literatur gibt es in Bezug
auf Goldhamster bis dato keine ahnlichen Studien. Betrachtet man die Knochendichte (Abb.
8), die kortikale Dichte (Abb. 12) und die kortikale Dicke (Abb. 10), erwecken diese Werte
zunachst den Eindruck, als wirden die Mannchen héhere Werte aufweisen. Dies bestatigt
die Hypothese, dass Weibchen eigene Knochensubstanz durch die Laktation bzw. sogar
mehrere einbiflen, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant, womit diese Hypothese
fur den Bereich der proximalen Tibia zunachst unbestatigt im Raum stehen bleibt. Es ist
namlich mdoglich, dass die Unterschiede zwischen den Geschlechtern feiner aufgeldst
werden mussen bzw. die Effektgréfe zu gering war um sie mit einer Stichprobengréf3e von
n=3 Mannchen und n=6 Weibchen zu zeigen (Tab. 1). Interessanterweise kehrten sich die
Werte im Bereich des Tibiaschaftes bei mehreren Parametern um, so dass die mannlichen
Tiere hdhere Werte aufwiesen als die Mannchen. Diese Parameter umfassten die
trabekulare Flache (Abb. 15), die totale Knochendichte (Abb. 16), die totale Knochenflache
(Abb. 17), den periostalen (Abb. 21) und endokortikalen Umfang (Abb. 22). Auffallig ist, dass
sich die meisten Werte generell in den distalen Bereichen der Tibia umkehrten. Es konnte
sein, dass es generell Unterschiede des Knochenaufbaus zwischen proximaler und distaler
Tibia gibt, was unbedingt noch naher erforscht werden sollte. Weiters ist besonders
hervorzuheben, dass im Bereich des Tibiaschaftes auch bei der Knochendichte signifikante
Unterschiede gefunden wurden, wonach die mannlichen Tiere eine geringere Knochendichte
aufwiesen als die weiblichen (Abb.18), was die erste Hypothese von der Mobilisation von
Knochen zur Deckung der Laktationsbedurfnisse widersprechen wurde. Bei den xCT
Research M+ - Daten hinsichtlich der Wurfgrof3en konnte im Bereich ,proximale Tibia“ kein
signifikanter Unterschied zwischen Mannchen und Weibchen gefunden werden. Im Bereich
» [ibiaschaft® gab es Unterschiede bei der totalen Knochenflache (Abb. 33) und beim
periostalen Umfang (Abb. 34). In der Literatur findet sich, dass die Laktation mit einem
erhohten Knochenturnover und Remodeling in den langen Rohrenknochen, wie Femur und
Tibia, in Verbindung steht (Miller, Omura and Miller, 1989). Hood et.al fanden heraus, dass
es mit steigender WurfgréRe vermehrt zu Kannibalismus kommt (Hood, 2012), was
vermutlich daran liegt, dass die Kalziummengen, die die vielen Jungen bendtigen wirden,
nicht ohne ein EinbuRen der Knochen- und Lebensqualitat der Goldhamster bewerkstelligt

werden konnten. Bei der totalen Knochenflache hatten tatsachlich die mannlichen Tiere die



49

héchsten Werte, wahrend die Weibchen mit den héchsten WurfgréRen die geringsten Werte
aufwiesen (Abb. 33). Dies spricht fur meine Ausgangshypothese, dass die weiblichen
Goldhamster mit zunehmenden Wurfzahlen und somit zunehmendem Laktationsaufwand
ihre Knochensubstanz mobilisieren, um ihre Jungen mit ausreichend Kalzium versorgen zu
kénnen. Zusammenfassend Iasst sich hinsichtlich der xCT Research M+ - Daten sagen, dass
es durchaus Hinweise darauf gibt, dass der Rickgang von Knochensubstanz mit der Anzahl
an Wdarfen in Verbindung steht. Es ware winschenswert, weiterflihrende Studien zu dieser
Thematik durchzufihren. Es ware am sinnvollsten, eine erweiterte Studie durchzufihren, die
eine weitaus gréRere Tieranzahl umfasst, um so zu eindeutig aussagekraftigen Aussagen zu
gelangen, und diese Studie als Vorstudie anzusehen. Eine hohere Tieranzahl steht
allerdings im Widerspruch zu den 3 R’s (Refine, Reduce, Replace) der Tierversuchskunde
(Kirk, 2018). Am besten ware daher, anhand meiner Diplomarbeit, durch Abschatzen der
EffektgroRRe, eine ,Poweranalyse” zur Ermittlung der minimalen, jedoch aussagekraftigsten
Stichprobe zu ermitteln. In der Literatur fanden Prange et al. 1979 bereits heraus, dass die
weiblichen Tiere zur Unterstitzung des Wachstums der Jungen mehr Kalzium Uber die
Nahrung aufnehmen und auch Mineralien aus ihren Knochen mobilisieren (Prange,
Anderson and Rahn, 1979). In Hinblick auf die Parameter der Serumanalyse mittels COBAS
C111 Analyzer lagen die Phosphorwerte dieser Studie bei den mannlichen Tieren hoher als
bei den weiblichen Tieren. Geht man von der Hypothese aus, dass die Weibchen
Knochensubstanz ,verlieren“, misste FGF23 erhoht sein, denn FGF23 inhibiert die
Mineralisation des Knochens, indem es die TNAP inhibiert (Andrukhova et al., 2018). Diese
Zusammenhange wurden bei der Maus gezeigt (Andrukhova et al., 2018). FGF23 ist eines
der wichtigsten endokrinen Regulatoren des Phosphatmetabolismus (Andrukhova et al.,
2012). Da FGF23 die Wiederaufnahme von Phosphat im proximalen Tubulus contortus
(Erben, 2018a) unterdruckt, wie in der Einleitung erwahnt, musste die Konzentration von
Phosphat bei weiblichen Tieren niedriger sein, falls FGF23 erhoht ware. Tatsachlich war der
Phosphorgehalt bei den weiblichen Tieren niedriger als bei den mannlichen Tieren (Abb. 24),
aber FGF23 war bei der statistischen Auswertung bei den mannlichen Goldhamstern um
42% (ausgehend von den Mittelwerten) héher als bei den weiblichen Tieren (Tab. 5). Es
kann daher wiederum nicht ausgeschlossen werden, dass die geringe Stichprobe bei den
Mannchen und Weibchen zu diesem Ergebnis flhrte denn in die richtige Richtung schien der
Trend sehr wohl zu gehen (Tab. 6). In der einschldgigen Literatur wurde der Aspekt des
Einflusses der Laktation auf FGF23 meines Wissens nach noch nicht untersucht. Zuklnftige

Studien waren daher wiinschenswert. Die Natriumwerte waren im Serum der Weibchen um
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3.1% hdher als bei den Mannchen (Abb. 25, Tab. 6). FGF 23 ist ein Kalzium- und Natrium-
erhaltendes Hormon und steigert die Reabsorption von Kalzium und Natrium (Andrukhova et
al., 2016). Die bei den weiblichen Individuen héheren Natriumwerte wirden dafur sprechen,
dass FGF23 eine erhdhte Aktivitat haben musste. Hinsichtlich der Chlorid- (Abb. 26), ALP-
(Abb. 23) und Cholesterinserumgehalte (Abb. 27) zeigten sich ebenfalls statistisch
signifikante Unterschiede der beiden Geschlechter (Tab. 6). Die alkalische Phosphatase war
bei den weiblichen Tieren hdher als bei den mannlichen Tieren. Bedenkt man jedoch, dass
FGF23 ein Suppressor der gewebsunspezifischen alkalischen Phosphatase ist (Erben,
2018b), decken sich die Serumergebnisse der Goldhamster nicht damit, was aber dadurch
begriindet sein koénnte, dass der Stichprobenumfang nicht ausreichend grof3 war. Die
anderen signifikanten Parameter der Serumanalyse kdnnten ein Hinweis darauf sein, dass
auch sie einen unterschiedlichen Einfluss auf den Stoffwechsel der Goldhamster haben,
wozu noch weitere Studien durchgefiihrt werden sollten. Zusammenfassend lasst sich in
Bezug auf die Serumparameter sagen, dass eindeutig Hinweise darauf vorliegen, dass
Weibchen eine erhdhte FGF23-Aktivitat besitzen, die Datenlage dazu jedoch noch kein
eindeutiges Bild lieferte. Auch in diesem Fall ware die beste Losung, eine weitere Studie mit
einem ftreffsicheren Stichprobenumfang (siehe oben) durchzufiihren, um zu sehen, ob
eindeutigere Ergebnisse erlangt werden koénnen. In Bezug auf die WurfgroRen kann die
Hypothese, dass Weibchen signifikant andere Serumwerte besitzen, je Ofter sie trachtig
waren, verworfen werden. In Anbetracht der Histomorphometrie-Ergebnisse mittels
OsteoMeasure™, mit denen unter anderem eruiert werden kann, ob Tiere osteopenisch sind
(Erben and Glésmann, 2012), also zu wenig Knochensubstanz aufweisen, zeigte sich im
proximalen Bereich, also vor Verwerfen der 500 uym, dass die Weibchen hinsichtlich der
Verhaltnisse ,Knochenvolumen/Totales Volumen (Abb. 28), ,Mineralisiertes Volumen/Totales
Volumen (Abb. 29) und beim Parameter Trabekelzahl (Abb. 32) signifikant hdhere Werte als
die Mannchen aufwiesen (Tab. 8). Dass die Trabekelzahl bei den weiblichen Tieren hdher
war als bei den mannlichen Tieren, konnte ein Hinweis darauf sein, dass vermehrt neuer
Knochen nachgewiesen wird, denn PTH (Parathormon), ein Hormon, das die
Calciumhomdostase beeinflusst, wirkt sich steigernd auf die Osteoblasten-Aktivitat im
trabekuladren und kortikalen Knochen aus, wenn es erhoht ist (Calvi et al., 2001). Dass die
Verhaltnisse bei den Weibchen hoher ausfielen als bei den mannlichen Tieren, unterstreicht
meine Vermutung der erhdhten Knochenneubildung bei weiblichen Goldhamstern.
Hinsichtlich der WurfgréRen ergaben sich bei den OsteoMeasure™-Daten keine signifikanten

Unterschiede. Hood et al. fanden 2012 in einer Studie an Mausen heraus, dass die
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WurfgrofRe keine Unterschiede hinsichtlich Kérperkomposition und Starke des Knochens
bewirkte. Allerdings war das Gesamtkalzium im Koérper der weiblichen Tiere bei den nicht-
reproduktiven Weibchen signifikant hoéher (Hood, 2012), was wiederum dafir sprechen
wirde, dass reproduktive Weibchen Kalzium mobilisieren. Auch Schmidt et al. fanden 2018
an Schweinen heraus, dass sich die WurfgroRe nicht auf den Knochenstoffwechsel der
Muttertiere auswirkte (Schmidt, Chiba and Hood, 2018). Alle Parameter meiner Diplomarbeit
in Zusammenhang setzend, ergibt sich der Schluss, dass es klare Hinweise fir eine
Mobilisation von Knochenmaterial bei den Weibchen gibt und auch dass der Na- und P-
Stoffwechsel in der Laktation verandert ist. Diese Beobachtung ist neu und ruft nach

weiteren experimentellen Studien.
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Zusammenfassung

Die Aufzucht von Jungen ist eine enorme Herausforderung fir Mensch und Tier. Vor allem
die Laktation ist mit besonderem Energieaufwand verbunden. In den vergangenen Jahren
gab es einige Hinweise darauf, dass weibliche Tiere wahrend der Laktation ihr eigenes
Kalzium mobilisieren, um ihren Nachwuchs ausreichend mit diesem Mineralstoff zu
versorgen. In dieser Diplomarbeit wurde dies erstmals am Modelltier ,Goldhamster”
untersucht. Goldhamster kénnen Wirfe mit sehr hohen WurfgréRen (bis zu 16 Jungtiere)
haben, die Jungen, die Nesthocker sind, werden dann ungefahr 3 Wochen von der Mutter
gesaugt, was enormen Milchmengen und somit auch Kalziummengen entspricht. Es wurde
daher angenommen, dass weibliche Tiere geringere Knochendichten und geringere
Knochenflachen aufweisen. Weiters wurde vermutet, dass — je mehr Wurfe die Weibchen
hatten — dies umso starker ausgepragt ist. Auch wurden Unterschiede in Bezug auf die
Parameter, die durch FGF23 beeinflusst werden (Kalzium, Natrium, Phosphor, Kreatinin,
Harnstoff) angenommen. Die Goldhamster wurden in dieser Diplomarbeit zum einen
hinsichtlich der Unterschiede mannlich versus weiblich und zum anderen hinsichtlich
unterschiedlicher Wurfgréen untersucht. Hierzu wurden eine computertomographische
Analyse sowie eine knochenhistomorphometrische Analyse der Goldhamstertibiae, sowie
eine quantitative Auswertung der Parameter des Blutserums der Tiere durchgeflhrt.
Besonders im Bereich des Tibiaschaftes ergaben sich eindeutige Hinweise darauf, dass
weibliche Goldhamster EinbuRen in ihrem eigenen Kalzium auf sich nehmen, da sie
signifikant weniger trabekulare Flachen und totale Knochenflachen aufwiesen. Dies konnte
auch hinsichtlich der WurfgréRen gezeigt werden, da die Tiere mit den meisten Wirfen die
geringsten Flachen aufwiesen. Auch hinsichtlich der Blutparameter deckten sich einige
Annahmen mit den Ergebnissen, wie beispielsweise beim Serumphosphorgehalt (mannlich >
weiblich) und beim Serumnatriumgehalt (weiblich > mannlich). Diese Ergebnisse weisen alle
darauf hin, dass weibliche Goldhamster ihre eigene Knochensubstanz fir ihren Nachwuchs

opfern.
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Summary

The rearing of young is an enormous challenge for humans and animals. Lactation in
particular is associated with a special energy input. In recent years, there has been some
evidence that female animals mobilize their own calcium during lactation in order to supply
their offspring with sufficient amounts of it. In this diploma thesis this was investigated for the
first time on the golden hamster. Golden hamsters can have litters with high litter sizes (up to
16 young), the young, which are nest-stools, are then suckled by the mother for about 3
weeks, which corresponds to enormous amounts of milk and thus also calcium. It was
therefore assumed that female animals have lower bone densities and smaller bone areas. It
was also assumed that the more litters the females had, the more pronounced this is.
Differences in parameters influenced by FGF23 (calcium, sodium, phosphorus, creatinine,
urea) were also assumed. In this work, the animals were examined on the one hand with
regard to the differences between male and female and on the other hand with regard to
different litter sizes. For this purpose, a computer tomographic analysis as well as bone
histomorphometry of the tibiae and a quantitative evaluation of the blood serum parameters
were carried out. Especially in the area of the tibia shaft, clear indications were found that
female animals suffered losses in their own calcium, as they had significantly less trabecular
surfaces and total bone areas. This could also be shown in terms of litter sizes, as the
animals with the most litters had the smallest areas. Some assumptions regarding blood
parameters were also consistent with the results, such as serum phosphorus (male > female)
and serum sodium (female > male). These results all indicate that female golden hamsters

sacrifice their own bone substance for their offspring.
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Veterindrmedizinische Universitat Wien SOP IMMA-Einbettung
Department fiir Naturwissenschaften

Institut fiir Pathophysiologie

Veterindrplatz 1

A-1210 Wien

Standard Operating Procedure

MMA-Einbettung von unentkalkten Knochen fiir Histochemie

und Immunhistochemie

Verfasser: Dr. Reinhold G. Erben

Gepriift und genehmigt:

Laborleiter: Datum:

A. Zweck

Diese SOP beschreibt die Fixierung und Einbettung von unentkalkten Knochen in einer
modifizierten Methylmethacrylat (MMA)-Einbettung, die auch fir Histochemie und
Immunhistochemie geeignet ist.

B. Vorgehensweise

s

Die Knochen werden bei der Nekropsie sorgféltig von anhangenden Geweberesten
befreit und so schnell wie méglich in 40% Ethanol bei 4° C fixiert. Die Dauer dieser
Fixierung betragt 48 Stunden. Alternativ ist fir eine optimale Erhaltung der
Gewebemorphologie die Fixierung in 4% Paraformaldehyd (PFA) bei 4° C fur 24
Stunden moglich. Danach wird das PFA in 0.1 M Phosphat-Puffer + 10% Sucrose bei
4° C fur 24 Stunden ausgewaschen. Der Phosphat-Puffer sollte zumindest 1 Mal
ausgetauscht werden. Zur gleichméaBigen Durchmischung des Fixans wird fur beide
Fixierungen ein Magnetrihrer verwendet. Die Kennzeichnung der Proben erfolgt Gber
mit Bleistift beschriftete Papierschildchen, die zusammen mit den Knochen in die
Histo-Kérbchen gegeben werden. Bei Fixierung in Ethanol wird die Aktivitat von
alkalischer Phosphatase und tartrat-resistenter saurer Phosphatase erhalten, die
Fixierung mit PFA fuhrt jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Enzymaktivitat der
alkalischen Phosphatase.

Die fixierten Knochen werden nach folgendem Protokoll bei 4° C auf einem
Magnetrihrer ja nach ProbengrofRe entwassert und infiltriert:

70% Ethanol 1-4 Tage
96% Ethanol 1-4 Tage
100% Isopropanol 1-2 Tage
100% Isopropanol 1-2 Tage
Xylol 1-4 Tage
Xylol 1-4 Tage
MMA 1 2-4 Tage
MMA 2 2-4 Tage

MMA 3 2-4 Tage
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3. Die Knochen werden in Rollrandgldsern eingebettet. Es werden Glaser mit
vorgefertigten MMA-Boden verwendet. Fur die Boden werden ca. 3 — 5 ml frisch
angesetzte, kalte Polymerisations-Losung fir Béden in jedes Glas gegeben, die
Glaser sorgfaltig mit CO; begast (pro Boden 20-30 Sek. lang), sofort verschlossen
und anschlieBend bei 4° C im Kihischrank polymerisiert. Eine Kihlung der Glaser
wahrend des Begasens ist nicht notwendig.

4. Fur die Einbettung ist es wichtig, dass der gesamte Vorgang auf (Wasser-) Eis
durchgefihrt wird und die Polymerisationslosung sich bei keinem Schritt auf
Raumtemperatur erwarmen kann. Die verschlossenen Rollrandglaser werden auf Eis
vorgekuhlt. Nach dem Offnen der Gldser wird sofort gekiihite Polymerisationslésung
eingefillt und die Glaser wieder auf Eis gestellt. Die infiltrieten Knochen werden mit
den zugehérigen Papierschildchen in den Rollrandglasern auf die MMA-Boden
platziert und die Glaser verschlossen. Die Glaser missen luftdicht verschlossen sein,
da der Kunststoff sonst nicht aushértet (eventuell mit Parafilm umwickeln).Die Glaser
mit den Knochen werden sofort in die BINDER Klimakammer verbracht und dort
durch Start des Polymerisations-Programmes polymerisiert.

C. Lésungen

4% PFA-Fixierlosung

8 g Paraformaldehyd-Pulver

ad 100 ml Aqua dest. (8%ige Lésung)

Auf Magnetrithrer mit Heizplatte solange erhitzen (ca. 80° C), bis das PFA vollstandig
geldst ist. Dann Tropfen fur Tropfen 2 M NaOH (bei groReren Flissigkeitsmengen ab
ca. 0,5 Liter 10 M NaOH) zugeben, bis sich die Lésung schlagartig kidrt. Nach
Abklhlen 1:1 mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 mischen, den pH-Wert kontrollieren und
gegebenenfalls auf pH 7.4 einstellen. Die 8%ige Losung kann auch portionsweise bei -
20° C eingefroren und bei Bedarf bei 80° C im Wasserbad aufgetaut werden.

MMA 1
60 ml Methylmethacrylat (Merck, nicht entstabilisiert) + 35 ml Butylmethacrylat (Sigma,
nicht entstabilisiert) + 5 ml Methylbenzoat + 1,2 ml Polyethylenglykol 400

MMA 2

MMA 1 + 0,4 g trockenes Benzoylperoxid (BPO). BPO kann im Exsikkator (einige
Tage) oder im Trockenschrank (ca. 1 — 2 Tage) bei 40° C getrocknet werden;
Vorsicht. trockenes Benzoylperoxid ist explosiv!

MMA 3
MMA 1+ 0,8 g BPO

Polymerisationsgemisch
frisch angesetztes MMA 3 + 400 pl N,N-Dimethyl-p-Toluidin

Polymerisationsgemisch fiir Béden
frisch angesetztes MMA 3 + 600 pl N,N-Dimethyl-p-Toluidin

Wichtig: Nach Zugabe des Accelerators N,N-Dimethyl-p-Toluidin ist strikt auf standige
Kuhlung (Eis) des Polymerisationsgemisches zu achten. Das Polymerisationsgemisch
muss innerhalb von 1 — 2 Std. verarbeitet werden. Bei gréReren Probenmengen, die an
einem Tag eingebettet werden sollen, muss das Polymerisationsgemisch auf mehrere
Male angesetzt werden.

D. Aufbewahrung der Chemikalien
Der Tagesbedarf von Alkoholen und Xylol kann unter dem Abzug oder in einem

explosionsgeschiitzten  Kihischrank aufbewahrt werden. MMA wird in einem
explosionsgeschitzten Kihlschrank aufbewahrt. Methylbenzoat kann unter dem Abzug
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gelagert werden. Getrocknetes BPO wird in den bendtigten Mengen in einem
entsprechend gekennzeichneten Exsikkator aufbewahrt. BMA und N,N-Dimethyl-p-
Toluidin werden in einem absperrbaren, explosionsgeschiitzten Kihischrank
aufbewahrt.

E. Aufzeichnungen
Zur Protokollierung der Fixierung, Entwésserung, Infiltration und Einbettung wird ein

MMA-Einbettungs-Vordruck verwendet. Diese Vordrucke werden bei den Unterlagen
fur das jeweilige Projekt aufbewahrt.
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Veterindrmedizinische Universitdt Wien
Department fiir Naturwissenschaften
Institut fiir Pathophysiologie
Veterindrplatz 1

A-1210 Wien

SOP Kossal/McNeal-Farbung

Standard Operating Procedure

Kossal/McNeal-Farbung von MMA-Knochenschnitten

Verfasser: Claudia Bergow
Gepriift und genehmigt:

Laborleiter:

Datum:

A. Zweck

Diese SOP beschreibt die fur die Histomorphometrie verwendete Kossa/McNeal-
Farbung von unentkalkten Methylmethacrylat-Knochenschnitten.

B. Vorgehensweise
Herauslosen des Kunststoffs:

Methoxyethylacetat [
Methoxyethylacetat Il
Methoxyethylacetat 111
70% Ethanol

40% Ethanol

A. dest.

Farben:
5% Silbernitrat (im Dunkeln)

Abspulen in Agua dest.
Natriumcarbonat/Formaldehyd-Lsg.
Absplilen in Leitungswasser
Farmer's Reducer

FlieRendes Leitungswasser
Absptlen in Aqua dest.

5% Tetrachrom-L6sung (frisch angesetzt)
Spilen in A. dest.

Isopropanol

Xylol

Eindecken in DePeX (Fa. SERVA)

20 min.
20 min.
20 min.
5 min.
5 min.
5 min.

5-10 min.
(bei alterer Lsg. langer!)
3x
2 min
1x
30 sec
20 min
1x

(20-) 60 min.
2x
2x kurz

2x 5 min.
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S0P Kossa/McMeal-Firbung

C. Ldsungen

Silbernitratidsung:

53 Silbernitrat

100ml A, dest.

Dunkel lagern!

Kann wiederverwendet werden.

Natriumearbonat-Vorratslgsung:

67 g Matriumcarbonat
ad 1000 ml A dest,

Natriumcarbonat/Formaldehyd-Gebrauchslésung:
150 mi Matriumcarbonat-Vorratsidsung

50 mil Formaldeh lsung 38%

nach jedem Farbedurchgang frisch ansetzen|
Farmer's Reducer:

200 ml 10%ige Natriumthiosulfat-Lasung

10 mi 10%ige Kaliumferricyanid-Ltsung
Mach Mischen I'IILIFA Stunde haltbar! - B T EAR L T ACATE RS 11
Tz bis 4 )

Tetrachrom-Stammlésung:

0.5g Methylenblau-Chiorid
(= Methylenblau f. d. Mikroskopie, CigHiaCINaSxH,0)
0.8g Azur-A-Eosinat
0,1 Methylen Violett (Bemihsen)
25§ml Methanol 2.5,

250 mi Glycerin z.5.

In einer Flasche mischen und 12 Std. bei 50°C in den Warmeschrank stellen,
Fanach Warme auf 37°C reduzieren, Flasche fir weitere 3 Tage darin stehen
assen.

In eine braune (!) Flasche filtrieren (dauert lange).

Tetrachrom-Gebrauchslésung (5%):
10mi Tetrachrom-Stammlésung
190mil A, dest.
D. Aufzeichnungen
Zur Protokollierung der Farbung wird ein Vordruck fiir die histologische
Aufarbeitung verwendet. Dieser Vordruck wird bei den Unterlagen fir das

|eweilige Projekt aufbewahrt. Zusatzlich wird die Farbung in das Histologie-
Laborbuch eingetragen.
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