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1 Zusammenfassung

Die bakteriell-induzierte inflammatorische Parodontitis nimmt vor allem durch
den demografischen Wandel immer mehr an Bedeutung zu. Ziel dieser Arbeit ist
es, in Hinblick auf die Entstehung und Progression einer Parodontitis die
Auswirkung von fettangereicherter Erndhrung unter Normalgewicht naher zu
beleuchten. Hierbei soll die Modulierbarkeit der Wirtsantwort bei einer
parodontalen Infektion und knochenspezifische Verdanderungen untersucht
werden. Es hat sich in vorherigen Studien gezeigt, dass verschiedene Fettsauren
unter Adipositas eine unterschiedliche Auswirkung auf den Knochen und die
Entstehung einer Parodontitis haben. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht
werden, ob man durch Aufnahme bestimmter Fettsduren die Knochenstruktur
und damit die Anfalligkeit fiir eine inflammatorische parodontale Erkrankung

auch bei Normalgewicht beeinflussen kann.

Es wurde eine tierexperimentelle Studie mit mannlichen 4 Wochen alten
C57BL/6J-Mausen durchgefiihrt. Diese bekamen tber 16 Wochen verschiedene
fettangereicherte Diaten (gesattigte oder ungesattigte Fettsauren, Kombination)
und eine nichthochfetthaltige Kontrollerndhrung. Die Mause wurden ab Woche
10 fur eine parodontale Infektion mit Porphyromonas gingivalis (P.g.) oder
einem Placebo liber 5 Wochen 3x wochentlich oral infiziert. Die Tiere aller
Versuchsgruppen wiesen am Versuchsende Normalgewicht auf. Es wurden an
Femura immunhistochemische und histomorphometrische Analysen gemacht, um
die Anzahl der Osteoklasten (OK), der Osteocalcin-posititven Zellen (OCN+)
und die Knochendichte zu bestimmen und somit eine Aussage (ber den

ernadhrungsassoziierten systemischen Knochenstoffwechsel treffen zu kénnen.

Die Anzahl der knochenresorbierenden Osteoklasten nahm unter Palmitinsaure
(PA) nach Infektion mit Pg. zu, wahrend die knochenaufbauenenden
Osteoblasten die weniger reaktive Zellgruppe darstellte. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass unter der gesattigten Fettsdure PA die Knochendichte
signifikant abnahm gegeniiber allen anderen Erndhrungen. Eine Umstellung von
PA auf Olsaure (OA) konnte diesen Effekt ausgleichen.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es einen unterschiedlichen
Einfluss von gesattigten und ungesattigten Fettsduren auf den systemischen
Knochenstoffwechsel auch schon bei Normalgewicht gibt. Negative Einfliisse auf
die Knochenstruktur durch die gesattigte Fettsaure PA konnten durch
Umstellung auf OA wieder ausgeglichen werden. Zukiinftige experimentelle
Schritte konnten die lokalen Faktoren mit einbeziehen, um die praventive und
therapeutische Modulierbarkeit der Wirtsantwort auf eine parodontale Infektion

weitergehend auch im alveoldren Bereich zu untersuchen.
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2 Einleitung

2.1 Einfiihrung in die Thematik

Parodontitis ist eine bakteriell-induzierte inflammatorische Erkrankung, die
immer haufiger vorkommt und fiir den Patienten ohne Behandlung oftmals nach
Zerstorung des Weich- und Knochengewebes den Zahnverlust bedeutet (Becker
et al. 1979). Neben guter Mundhygiene, mechanischer und antibiotischer
Therapie werden vermehrt zusatzliche Therapie- und PraventionsmaBnahmen
wie beispielsweise die Umstellung der Ernadhrung diskutiert. Woelber et al.
fanden heraus, dass mit einer antiinflammatorischen Erndhrung gingivale und
parodontale Entziindungsparameter reduziert werden koénnen (Woelber et al.
2016). Auch wurde in einer Pilotstudie von Tennert et al. herausgefunden, dass
eine der Mundgesundheit optimal angepasste Erndhrung dazu fiihrt, dass es in
Plaque-Proben eine Reduktion von potenziell kariogenen Bakterien wie der
Streptococcus mitis-Gruppe, Actinomyces spp. und Fusobacterium spp. gibt
(Tennert et al. 2020). Unter der antiinflammatorischen Erndhrung verstehen
beide Forschungsgruppen eine Ernahrung, die kohlenhydratarm ist und viele
w3-Fettsauren, Antioxidantien, Vitamin C und D und Ballaststoffe beinhaltet.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss eines bestimmten Aspekts der
Ernadhrung beleuchtet. Der Focus liegt auf der Auswirkung von gesattigten und
ungesattigten Fettsduren auf den Knochenstoffwechsel. Es wird dabei die
Modulierbarkeit der inflammatorischen Wirtsantwort bei Parodontitis untersucht.
Fir die Entstehung und Progression von Parodontitis sind Knochenarchitektur
und Knochenstoffwechsel von entscheidender Bedeutung.

Der Knochen an sich ist das stabilste Gewebe unseres Bewegungsapparats.
Entgegen der duBerlichen Erscheinung besteht er aus einer Verbindung lebender
Zellen und unterliegt einem standigen Auf- und Abbau (Wolff 1892). Er ist ein
stoffwechselaktives Organ, welches fiir das System Korper eine wichtige Rolle
spielt und auch von der Erndhrung beeinflussbar ist, wie man an
Untersuchungen zur Erndhrung in Zusammenhang mit Osteoporose feststellen

kann (Munoz-Garach et al. 2020). Trotzdem ist der Knochenmetabolismus im
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Vergleich zum Stoffwechsel der anderen Organe bislang eher sparlich erforscht.
Aus diesem Grund zielt die vorliegende Grundlagenforschung darauf ab,
Mechanismen des Knochenstoffwechsels zu verstehen. Die Beeinflussung der
Gesundheit durch die Erndhrung und speziell durch Fettsauren steht schon lange
im Fokus verschiedener Forschungsgruppen (Calder 2015, Najeeb et al. 2016).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Wissen iiber die Auswirkungen von
gesattigten und ungesattigten Fettsauren auf den Knochenstoffwechsel erweitert
werden. Dadurch kénnten PraventionsmaBnahmen sowie Therapiemoglichkeiten

von den Knochenstoffwechsel betreffenden Erkrankungen verbessert werden.

2.2 Parodontitis

Parodontitis ist eine durch  Bakterien initiierte  Entziindung des
Zahnhalteapparates. Durch eine lberschieBende Entziindungsreaktion des Wirts
auf eine bakterielle Infektion kommt es zur Bildung der parodontalen Tasche
durch Weich- und Hartgewebsdefekte. Eine bestehende Parodontitis fiihrt ohne
Therapie zur Resorption des Alveolarknochens und letztendlich zum Zahnverlust
(Becker et al. 1979). Aus der Fiinften Deutschen Gesundheitsstudie geht hervor,
dass insbesondere die altere Bevolkerung haufiger an einer parodontalen
Erkrankung leidet, als das der Fall bei jiingeren Menschen ist (Jordan und
Micheelis 2016). Die Prozentzahlen der jungen Erwachsenen (35-44 Jahre), die
an einer moderaten oder schweren Parodontitis leiden, sind in den letzten Jahren

zuriickgegangen (Siehe Abb. 2.1).
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Parodontalerkrankungen® bei jiingeren Erwachsenen
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Abbildung 2.1: Prozentuale Darstellung Haufigkeit von Parodontalerkrankungen bei 35-
bis 44-Jahrigen in Deutschland von 2005 und 2014 (Jordan und Micheelis 2016)

2005 waren es 71 % und 2014 51,6 %. Dabei ist zu bedenken, dass immer noch
mehr als 50 % der Menschen betroffen sind. Von den jiingeren Senioren (65-74
Jahre) sind ca. 65 % (siehe Abb. 2.2) und von den éalteren (75-100 Jahre) sogar
ca. 90 % von einer moderaten oder schweren Parodontitis betroffen (Jordan und
Micheelis 2016). Bedingt durch den demografischen Wandel ist daher zunehmend

mit einem Anstieg der parodontalen Behandlungsfalle zu rechnen.

Parodontalerkrankungen? bei jiingeren Senioren
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moderate
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Abbildung 2.2: Prozentuale Darstellung Haufigkeit von Parodontalerkrankungen bei 65-
bis 74-Jahrigen in Deutschland von 2005 und 2014 (Jordan und Micheelis 2016)
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Parodontitis wurde friher als reine Infektionskrankheit betrachtet, doch
heutzutage riicken immer mehr die lokalen Faktoren des Wirts, die die
Immunantwort auf Bakterien und ihre Mediatoren modulieren, in den
Vordergrund (Cekici et al. 2014, Khan et al. 2018). Neben unbeeinflussbaren
Faktoren (z. B. genetische Disposition) héangt die Wirtsantwort auf eine
bakterielle Infektion auch von beeinflussbaren Determinanten ab. Hierzu zahlen
neben der Mundhygiene des Patienten der Nikotinkonsum (Bergstrom und
Floderus-Myrhed 1983), Adipositas (Saito et al. 2001), sowie die Ernahrung
(Tennert et al. 2020). An dieser Stelle soll die vorliegende Studie ansetzen und
naher beleuchten, wie der Wirt durch die Ernahrung, speziell durch verschiedene
Fettsduren, beeinflusst werden kann. Es soll getestet werden, inwiefern der
Knochenstoffwechsel an sich und der Verlauf einer Parodontitis durch die
Fettsauren bei Normalgewicht moduliert wird. Parodontitis ist nicht als lokale
Erkrankung anzusehen, die nur das Parodont betrifft. Das Zusammenspiel von
Parodontitis und systemischen Erkrankungen ist schon auf vielen Gebieten
erforscht. Hierzu zahlt neben der Adipositas die Assoziation von Parodontitis
und Diabetes mellitus (Hove und Stallard 1970, Preshaw et al. 2012),
kardiovaskularen Erkrankungen (Seymour und Steele 1998, Mummolo et al.
2019), Risiko einer Friihgeburt (Offenbacher et al. 1996, Walia und Saini 2015)
und rheumatoider Arthritis (Mercado et al. 2001, Detert et al. 2010). Dariiber
hinaus wurde auch ein Zusammenhang zwischen dem systemischen
Knochenstoffwechsel und Parodontitis entdeckt. In einer Bevoélkerungsstudie
wurden 3ltere Japaner (das Alter betrug 70 Jahre zu Beginn der Studie)
hinsichtlich verbleibender Zahne, Attachment-Verlust und Markern des
Knochenstoffwechsels untersucht. Dabei wurde herausgefunden, dass der
Prozentanteil mit einem Attachment-Verlust von 6 mm oder mehr eine
signifikant negative Korrelation zur Anzahl der verbleibenden Zihne und
Osteocalcin im Serum aufwies (Yoshihara et al. 2009). LaMonte et al.
untersuchten postmenopausale Frauen hinsichtlich Parodontitis in einem 5
Jahres-Abstand. Sie fanden heraus, dass es bei Frauen mit schwerer Parodontitis
oder Osteoporose in der Vorgeschichte zu einem beschleunigten oralen
Knochenverlust kommen kann (LaMonte et al. 2013). Deswegen ist es wichtig,
die systemische Komponente in die Untersuchungen zum lokalen parodontalen

Geschehen mit einzubeziehen.
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2.3 Porphyromonas gingivalis

Das Bakterium Porphyromonas gingivalis (P.g.) ist schwarz pigmentiert,
gramnegativ und siedelt sich in der subgingivalen Tasche des humanen Wirts an.
Nach Besiedelung kann P.g. in die Epithelzelle eindringen, wodurch das
parodontale Bindegewebe geschadigt wird (Dorn et al. 2000, Tribble und
Lamont 2010). Es gibt viele verschiedene Stamme von Pg., die zahlreiche
Virulenzfaktoren haben konnen. Dazu zadhlen Gingipaine, vor allem das
Arg-gingipain und das Lys-Gingipain, die zur Proteolyse, Inflammation und
Zerstérung des parodontalen Gewebes fiihren (Kadowaki et al. 2000). Auch ist
P.g. zur Hamagglutination in der Lage und besitzt hamolytische Aktivitaten
(Marsh und Martin 2003). Durch die Kapsel ist P.g. resistent gegen Phagozytose
und es wird die Zytokinproduktion des Wirts reguliert. Es gibt auch Stamme, die
keine Kapsel bilden, aber dafiir besser in die Epithelzellen eindringen und sich
darin replizieren konnen (Irshad et al. 2012). Bedeutsam fiir die Virulenz von
P.g. sind auch die Fimbrien, durch die die Adhasion, Invasion und Kolonisation
erleichtert wird. Diese Virulenzfaktoren machen P.g. zu einem der Leitkeime der
chronischen Parodontitis (Slots et al. 1986, Haffajee und Socransky 1994). Im
Mausmodell wurde P.g. bereits in anderen Studien verwendet, um eine
parodontale Infektion der Mause zu induzieren (Muluke et al. 2016, Nagashima
et al. 2017). Es wurde festgestellt, dass unter Adipositas die Aufnahme von
Palmitinsaure (PA) eine geringere Knochendichte verursacht
(Drosatos-Tampakaki et al. 2014) und diese Mause einen verstarkten
Knochenabbau unter einer parodontalen Infektion mit P.g. aufweisen (Muluke
et al. 2016). Unter OA konnte dieser Effekt nicht festgestellt werden. Das macht
deutlich, dass nicht das Ubergewicht alleine, sondern die Beschaffenheit der
ursachlichen Fettséure fiir eine schlechtere Knochenstruktur verantwortlich ist.
Auch wurde neben der lokalen Wirkung am Parodont ein systemischer Einfluss
einer P.g.-Besiedlung herausgefunden. Besonders durch das Lipopolysaccharid
und die Fahigkeit der Zellinvasion kann P.g. nicht nur oral pathogen sein,
sondern auch beispielsweise (iber die Blutbahn im Koérper verteilt werden. P.g.
wird mit einem erhohten Risiko fiir die Beschleunigung der Entwicklung einer
Atherosklerose assoziiert (Xuan et al. 2017). Des Weiteren ist es moglich, dass
P.g. in der Lage ist, von der Mundhoéhle ausgehend in die Leber zu gelangen und
dort die Glykogenese zu beeinflussen (Ishikawa et al. 2013).
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2.4 Knochen - ein metabolisches Organ

Der Knochen erfillt eine Schutz- und Haltefunktion und dient als
Calciumspeicher fir den Koérper. In den letzten Jahren ist immer mehr seine
Bedeutung als stoffwechselaktives Organ in den Vordergrund geriickt (Rosen
2008, Wei et al. 2014). Mittlerweile findet der Knochen sogar als endokrines
Organ Anerkennung und es wird eine Beteiligung an der Glucose-Homoostase
und dem Energiestoffwechsel diskutiert (Lee et al. 2007, Wei und Karsenty
2015). Seine Stabilitdt wird hormonell, durch das Immunsystem sowie durch
endo- und exogene Faktoren beeinflusst (lwamoto et al. 2009, Streicher et al.
2017). Im Zentrum stehen dabei die den Knochen aufbauenden Osteoblasten
und die den Knochen abbauenden Osteoklasten, die sich in einem dynamischen
Gleichgewicht befinden, sodass es zur Knochenhomdéostase kommt (Sims und
Gooi 2008). Ist das der Fall, unterliegt der Knochen dem physiologischen
Knochenstoffwechsel (sieche Abb. 2.3, a). Andernfalls kommt es zu
pathologischen  Auswirkungen, die mit verschiedenen Krankheitsbildern
einhergehen. Tritt eine erhohte Anzahl oder Aktivitdt an Osteoblasten auf oder
verringert sich Anzahl oder Aktivitdit an Osteoklasten, so wird vermehrt
Knochenmasse gebildet. Andersherum kommt es unter einer geringen Anzahl
oder Aktivitat von Osteoblasten oder einer groBen Anzahl oder Aktivitat an
Osteoklasten zu einer vermehrten Knochenresorption (siehe Abb. 2.3, b und c).
Generell beeinflussen sich Osteoblasten und Osteoklasten gegenseitig, sodass es
bei einer vermehrten Aktivitat der einen Zellgruppe auch zur erhéhten Aktivitat
der anderen kommt. Das von den Osteoblasten gebildete RANKL bindet an
RANK, einen Rezeptor, der auf den Osteoklastenvorlauferzellen exprimiert wird
(sieche Abb. 2.4). Daraufhin differenzieren die Vorlauferzellen zu Osteoklasten.
Wenn Osteoprotegerin (OPG), ebenfalls von Osteoblasten gebildet, an RANKL
bindet, wird die Bindung von RANKL an RANK verhindert und somit die
Osteoklastogenese gehemmt (Boyce und Xing 2007). Festzustellen ist, dass die
Knochenresorption schneller ist als die Ossifikation (Harada und Rodan 2003).
Es dauert also lange, bis sich der Knochen aufbaut oder regeneriert, wohingegen
der Knochenabbau zligig voranschreitet. Generell wird der Knochenstoffwechsel
auch vom Parathormon, Ostrogen, Leptin, Glukokortikoiden, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren moduliert (Bartl 2014), aber auch die Erndhrung sowie eine

parodontale Infektion spielen eine Rolle. In einem Mausversuch von Muluke et
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Abbildung 2.3: Vereinfachte schematische Darstellung. Knochenhomdoostase bei
vorliegendem  Gleichgewicht von Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat (a),
iberwiegende Osteoblastenanzahl oder -aktivitat verstarkten Knochenaufbau (b),
iberwiegende Osteoklastenanzahl oder -aktivitat verursacht verstarkten Knochenabbau
(c). Modifiziert nach (Neuschafer-Rube 2013)

al. wurde unter Adipositas gezeigt, dass unter hochfetthaltiger Erndhrung mit
PA  im Vergleich zu OA und der Kontrollerndhrung eine erhohte
TNF-a-Produktion im Serum stattfindet (Alsahli et al. 2016). Die Erndhrung
bestimmte hier ein erhohtes systemisches Inflammationsniveau. Auch
Knochenstoffwechselmarker wie beispielsweise Osteocalcin waren unter PA im
Vergleich zu den anderen Diaten verringert. In der Studie von Muluke et. al. ist
durch eine parodontale Infektion mit P.g. das systemische Inflammationsniveau
in allen Ernadhrungsgruppen angestiegen, was sich an erhohten TNF-o-Spiegeln
bemerkbar machte. Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen dem
Anstieg vom TNF-o-Level und den Knochenstoffwechselmarkern (Muluke et al.

2016). Es gibt also systemische Auswirkungen nicht nur aufgrund der
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Abbildung 2.4: Abhangigkeit der Osteoklastendifferenzierung von OPG, M-CSF und
RANKL, modifiziert nach (Kumar et al. 2014)

Erndhrung, sondern auch aufgrund einer Pg-Infektion, die den

Knochenstoffwechsel modulieren.

2.4.1 Osteoblasten

Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen. Daraus
differenzieren sich unter Beeinflussung von Hormonen und Zytokinen
Osteoprogenitorzellen (Zaidi 2007). Von Osteoprogenitorzellen entwickeln sich
die Zellen (ber Praosteoblasten zu Osteoblasten. Sie beginnen, alkalische
Phosphatase zu exprimieren. Aktive Osteoblasten sezernieren auBerdem
Typ-I-Kollagen und verschiedene nicht kollagenése Matrixproteine (Zaidi 2007).
AuBerdem sezernieren sie MCSF (macrophage colony-stimulating factor)
(Ushach und Zlotnik 2016), RANKL (Receptor activator of NF-kf3 ligand) und
OPG (Osteoprotegerin) (Gressner und Arndt 2013), die fir die Wechselwirkung
von Osteoblasten und Osteoklasten zustandig sind und damit fir den
Knochenstoffwechsel an sich eine wichtige Funktion haben. Aus Osteoblasten,

die sich wahrend der Osteogenese oder wahrend des Remodelings eingemauert
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haben, entstehen postmitotische Osteozyten, die untereinander {ber gap
junctions in Verbindung stehen (Eriksen 2010). Osteoblasten kénnen sich auch
zu Belegzellen (engl. bone lining cells) weiterentwickeln, die alle inaktiven
Oberflachen des Knochens bedecken (Jilka et al. 1998).

2.4.2 Osteoklasten

Multinukledre Osteoklasten entstammen aus hdmatopoetischen Stammzellen und
entstehen durch die Fusion von mononukledren Progenitorzellen (Arai et al. 1999,
Boyle et al. 2003). Bei der Differenzierung spielen die beiden Zytokine RANKL und
MCSF eine wichtige Rolle (siehe Abb. 2.5). Die Hauptaufgabe der Osteoklasten ist
die Resorption der Knochenmatrix, wodurch sie an der Knochenhoméostase und
den standig ablaufenden Umbauprozessen beteiligt sind. Die Osteoklastogenese
wird vor allem von Osteoblasten durch das RANK/RANKL-System beeinflusst.
RANKL wird auch noch von anderen Zelltypen, beispielsweise Chondrozyten und
Osteozyten produziert (Xiong et al. 2011). Wahrend einer Entziindungsreaktion
wird tiber TNF-« die Osteoklastogenese stimuliert (Teitelbaum 2006).

3 i Monozytare
Hamatopoetische
P Vorlauferzelle Mesenchymale

Stammzelle Stammzelle

M- CSF gt
e
RANKL g ' Osteoblasten
l Osteoklasten {\
/-},.‘

N/ \ X

Sann
p \/f\/ ,
( @) Sclerostin

Pre-
osteoblast

X

Osteozyten

Abbildung 2.5: Entstehung von Osteoblasten und Osteoklasten, modifiziert nach (Riddle
und Clemens 2017)
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2.4.3 Osteocalcin

Osteocalcin ist das am haufigsten vorkommende Peptidhormon in der
nicht-kollagenen Knochenmatrix. Es besteht aus 49 Aminosauren im Menschen
und 46 in Mausen (Hauschka et al. 1989). Osteocalcin bindet Calcium und wird
von Osteoblasten unter dem Einfluss von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D gebildet.
Vitamin K spielt in Zusammenhang mit Osteocalcin auch eine Rolle, denn
Osteocalcin enthalt Glutamatreste, die durch Vitamin K caboxyliert werden. In
dieser Form ist es funktionsfahig (Booth 1997). Da Osteocalcin vor allem
wahrend der Knochenbildung exprimiert wird, ist es ein spezifischer
biochemischer Marker fiir den Knochenaufbau. Neben dem Einbau in die
Knochenmatrix wird Osteocalcin in die Blutbahn sezerniert, wo es ziigig von
Proteasen abgebaut wird und daher nur eine kurze Halbwertszeit aufweist
(Gressner und Arndt 2013). In dieser Arbeit wurde es als Osteoblastenmarker in
der immunhistochemischen Untersuchung des Knochens verwendet, um die
Osteocalcin-positiven Zellen (OCN+) zu detektieren und damit eine Aussage

uber die Osteoblastenaktivitat machen zu kdnnen.

2.4.4 TRAP

Die tartratresistente saure Phosphatase (TRAP) ist ein eisenhaltiges Enzym, was
unter anderem von Osteoklasten exprimiert wird und Phosphatesterbindungen
spaltet. TRAP wird in groBen Mengen von differenzierten Osteoklasten
exprimiert und wird daher schon lange als histochemischer Marker fiir
Osteoklastenanzahl und -aktivitdt verwendet (Burstone 1959, Torres et al.
1991). Neben Osteoklasten wurde TRAP in der Maus auch in dendritischen
Zellen und Makrophagen nachgewiesen (Hayman et al. 2000).

2.4.5 Remodeling

Es ist bekannt, dass der Knochen einem standigen Auf- und Abbau unterliegt.
Pro Jahr werden ca. 10 % des Knochens ausgetauscht, sodass man auf eine
Erneuerung des gesamten Knochens nach 10 Jahren schlieBen kann (Cohen
2006). Osteozyten, Osteoklasten und Osteoblasten bilden hierfir eine
funktionelle Einheit, die BMU (Basic multicellular unit), die fir den

Knochenumbau vonnoten ist. Der Zyklus des Remodelings besteht aus immer
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nacheinander ablaufenden Phasen (Henriksen et al. 2009, Raggatt und Partridge
2010) (siehe Abb. 2.6). Belastungen an der Knochenoberfliche werden von
Osteozyten detektiert und Mikrofrakturen koénnen den Untergang von
Osteozyten verursachen. Diese Informationen werden in biochemische Signale
umgewandelt und weitergeleitet, was die Initiierung des Remodelingprozesses
darstellt (Han et al. 2004). Der Remodelingprozess kann auch durch Hormone
wie Ostrogen oder Parathormon (PTH) ausgelost werden. Im nichsten Schritt
kommt es zur Stimulierung der Osteoklastogenese und damit der
Knochenresorption, unter anderem durch PTH, colony-stimulating-factor-1 und
Matrix-Metalloproteasen, aber auch durch RANKL (Raggatt und Partridge
2010). RANK wird an der Oberflache von Osteoklasten exprimiert und durch die
Bindung von RANKL an RANK kommt es zur Osteoklastendifferenzierung und
dadurch zum Knochenabbau. Als nachstes folgt die Phase der Umkehrung, in
der der Knochenabbau endet und der Knochenaufbau beginnt. Hier wird
verstairkt OPG exprimiert und bindet an RANK. Damit wird die
Osteoblastendifferenzierung initiiert. Die Osteoblasten sezernieren
Knochenmatrix und fiillen die abgebauten Anteile mit Knochen auf. Sie werden,
eingemauert von der Matrix, zu Osteozyten, die iber canaliculi und gap juctions
in Kontakt stehen. Das System gelangt schlussendlich wieder in einen
Ruhezustand, der durch den Anstieg der Sklerostinsekretion ausgelost wird
(Eriksen 2010).

-%ﬂ’-x *=  Aktivierung
| durch Mikrofrakturen,

s a0 o gd < Stimulierung von
Mmerallsat%' Ruhephase | Ostecklastogenese
Sklerostin OPG
RANK RANKL bindet an

:.:[v\-?;'. Dl,;o‘:._ o = ; /@0
=
5 : .,«:

Formation” ™ [Resorption * |
Matrix- i o OPG bindet
Synthese Q' i“") an RANK

Umkehr @

Osteoblast
Differenzierung und
Aktivierung

Abbildung 2.6: Zyklus des Remodelings, modifiziert nach (Fischli et al. 2011)
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2.4.6 Einfluss von Adipositas durch spezifische Fettsauren

auf die Gesundheit und den Knochenmetabolismus

Adipositas ist mit einer erhohten Konzentration von freien Fettsauren und einer
Dyslipidamie verbunden (Boden 2008, Ebbert und Jensen 2013, Vekic et al.
2019). Dabei konnte in verschiedenen Tiermodellen mit adipésen Mausen eine
Modulation des Knochenstoffwechsels durch spezifische Fettsauren wie PA und
OA nachgewiesen werden (Muluke et al. 2016, Alsahli et al. 2016,
Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Es konnte weiterhin im Mausversuch gezeigt
werden, dass durch eine hochfetthaltige Erndhrung die Bildung des Knochens
gehemmt (Parhami et al. 2001) und durch Hyperlipidamie die Resorption
begiinstigt (Tintut et al. 2004) werden kann. Da diese Effekte unter einer
Adipositas bereits nachgewiesen sind, ist es wichtig, die Auswirkung der
spezifischen Fettsduren auch unter Normalgewicht zu testen. So kann erforscht
werden, ob die Modulation des Knochenstoffwechsels vermehrt auf die
Fettsauren oder auf die Adipositas an sich zuriickzufiihren ist. Fir die
vorliegende Arbeit wurde jeweils eine gesattigte und eine ungesattigte Fettsaure
ausgewahlt, um zu sehen, wie diese sich auf den Knochenstoffwechsel auswirken
und die Immunantwort bei einer Parodontitis modulieren. Palmitinsaure (PA) ist
die in der Studie verwendete gesittigte Fettsdure (FS). Sie besteht aus 16
C-Atomen. Man findet sie vor allem in pflanzlichen Fetten (Palmél,
Kokosnussél), aber auch in tierischen Fetten (Butter) und in Produkten wie
Schokolade (Falbe und Regitz 2014). Olsiure (OA) ist einfach ungesattigt
(18:1) und kommt vor allem in der mediterranen Ernihrung vor, da Olsiure
einen groBer Bestandteil von Olivendl darstellt (Standards und Technology
2000). Diese beiden Fettsauren wurden fiir den Versuch ausgewahlt, da sie am
haufigsten im humanen adipésen Gewebe und Serum vorkommen. Des Weiteren
sind sie die am meisten vorkommenden gesattigten bzw. einfach ungesattigten
Vertreter in der westlichen und mediterranen Erndhrung (Baylin et al. 2002). Es
ist publik, dass verschiedene Fette sich unterschiedlich auf die Gesundheit
auswirken konnen. Beispielsweise konnen durch gesattigte Fettsauren
Entziindungsmarker wie das C-reaktive Protein oder Interleukin-6 ansteigen
(Fernandez-Real et al. 2003) und die 3-Zellen des Pankreas geschadigt werden
(Eguchi et al. 2012). Unter einer erhéhten Aufnahme von ungesattigten FS
wurde weniger LDL (Low-Density-Lipoprotein) im Serum festgestellt (Kien et al.
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2014). Es ist bekannt, dass es bei einer iiberhéhten Fettaufnahme (iber 37 %
der Gesamtmenge) zur Beeinflussung der Insulinsensitivitat kommt. Solange die
Gesamtmenge der Fettaufnahme nicht 37 % der Gesamtzufuhr ibersteigt, ist
laut Palomer et al. nicht die Menge der Fettaufnahme, sondern die
Zusammensetzung der Fettsduren von groBer Bedeutung. Es kann mit einer
Ernihrungsumstellung von Palmitinsaure auf Olsiure die schadliche Wirkung der
gesattigten Fettsaure stark herabgesetzt werden und das Risiko fiir eine
Insulinresistenz verringert werden (Palomer et al. 2018). Auch der Knochen
reagiert unterschiedlich auf verschiedene Fettsduren. Laut Drosatos-Tampakaki
et al. kann die RANKL vermittelte Osteoklastogenese mit einer erhohten
Fettsaureverwertung in Verbindung gebracht werden und im Mausmodell kam es
durch die Fitterung einer hoch fetthaltigen Diat mit PA zu einer Verringerung
der Knochendichte (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Es wurde bereits
beschrieben, dass eine Lipotoxizitat durch die intrazellulare Akkumulation von
iiberschiissigen gesattigten Fettsduren und deren Stoffwechselprodukten
ausgelost werden kann (Samuel et al. 2010, Drosatos-Tampakaki et al. 2014).
Es wurde ferner beobachtet, dass unter einem palmitinsaurereichen Milieu mehr
RANK  exprimiert  wurde. Das  wiederum fuhrte  durch das
RANK-/RANKL-System zu einer erhdhten Osteoklastogenese in vitro. Dies
deutet darauf hin, dass die Palmitinsdure, wie schon fiir andere Organe
nachgewiesen wurde (Listenberger et al. 2003, Chavez und Summers 2003,
Okere et al. 2006), auch fiir den Knochen eine gesundheitsschadigende Wirkung
hat. Im Gegensatz dazu steht die Olsaure, die in vitro keine toxische Wirkung
zeigte (Listenberger et al. 2003). Bei einer Kultivierung von Osteoklasten, die
P.g. ausgesetzt waren, kam es unter PA, anders als bei OA, zu einer Erh6hung
der Expression von Tumornekrosefaktor-oc (TNF-a) (Muluke et al. 2016).
TNF- wiederum tragt maBgeblich zur Zerstérung des parodontalen Gewebes
bei (Graves und Cochran 2003). Das zeigt, dass die erhéhte Osteoklastogenese
durch PA iiber erhohte TNF-o-Spiegel ausgeldst oder beeinflusst werden kann.

Hinzu kommen auch Unterschiede in der Lipotoxizitat beider Fettsauren.

2.4.7 Lipotoxizitat und Triglycerid-Bildung

Lipotoxizitat entsteht durch die Anreicherung von (berschiissigem Lipid und

fihrt in nicht fetthaltigen Geweben zu einer Funktionsstorung der Zellen, die
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letztendlich zum Zelltod fiihren kann. Wenn es im Skelettmuskel zu einer
vermehrten Lipidansammlung kommt, kann dies beispielsweise zu einer
Insulinresistenz fiihren (Kraegen und Cooney 2008). Durch die Studie von
Drosatos-Tampakaki et al. wird gezeigt, dass Triglycerid (TG)-Bildung von
Bedeutung fiir die Toxizitat einer Fettsdure ist. Dort wurde festgestellt, dass,
wenn das Enzym Diacylglycerolacyltransferase-1 (DGAT-1) nicht vorhanden ist
und somit die TG-Bildung nicht ablaufen kann, eine vermehrte
Osteoklastenbildung und Knochenresorption stattfindet (Drosatos-Tampakaki
et al. 2014). Bei ungesattigten Fettsduren scheint es im Gegensatz zu
gesattigten Fettsduren zur vermehrten TG-Bildung zu kommen. Das stellt eine
mogliche Erklarung dafiir dar, warum es unter olsiurehaltiger Erndhrung nicht
zur RANKL- oder TNF-x-vermittelten Osteoklastogenese kommt und damit
auch weniger Knochen abgebaut wird (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Es
konnte bereits in verschiedenen Zellkulturmodellen gezeigt werden, dass die
kombinierte  Palmitin- und  Olsaure-Behandlung die Lipotoxizitat der
Palmitinsaure verringert (Listenberger et al. 2003, Maedler et al. 2003). Bei
einer Umstellung von PA auf OA verhindert OA als einfach ungesattigte
Fettsaure die PA-induzierte Osteoklastogenese laut Drosatos-Tampakaki et al.
durch Bildung von TG in vitro. Durch die Kombination der Fettsauren reduziert
sich auch die TNF-a-mRNA und die PA-bedingte Osteoklastogenese wird
abgeschwacht (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Durch eine Kombination der
gesattigten und der ungesattigten Fettsduren konnten daher die negativen
Effekte  der  gesittigten  Fettsdure  herabgesenkt  werden  (siehe
Unterabschnitt 2.4.6). Andere Stoffe, die mit Lipotoxizitat in Verbindung stehen,
sind Ceramide. Als Ceramide bezeichnet man eine Untergruppe der
Sphingolipide, die eine Grundstruktur aus N-acyliertem Sphingosin haben und
Bausteine fiir andere Lipide darstellen (Gressner und Arndt 2013). Fir
Makrophagen, aus denen Osteoklasten hervorgehen (siehe Unterabschnitt 2.4.2),
konnen Ceramide zytotoxisch sein (Zhang et al. 2017). Ceramide werden
hauptsachlich aus Palmitinsaure gebildet, wobei neben der
Dihydro-Ceramid-Synthase die Serin-Palmitoyl-Transferase 2 (SPT2) ein
wichtiges und geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der de novo-Synthese ist
(Morales et al. 2007, Merrill 2002). Ceramidsynthese findet in Osteoblasten vor
allem unter der Gabe von Palmitinsaure statt, nicht aber unter Olsaure (Alsahli

et al. 2016). Daran wird deutlich, dass die Ceramidsynthese fiir die Lipotoxizitat
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von Fettsduren eine Rolle spielt und dass es aufgrund der unterschiedlichen
Verstoffwechselung einen Unterschied in der Auswirkung von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren auf den Knochenstoffwechsel gibt. Dieser soll in der

vorliegenden Arbeit unter Normalgewicht untersucht werden.

2.5 Ziele der Arbeit

Die Intention dieser Arbeit ist es, die Auswirkung von fetthaltiger Erndhrung
unter Normalgewicht naher zu beleuchten. Hierbei soll die immunmodulatorische
Komponente der inflammatorischen Wirtsantwort im Vordergrund stehen. Im
Mittelpunkt steht die Frage, ob die Wirtsantwort bei Entstehung und
Progression von Parodontitis praventiv oder therapeutisch modulierbar ist.
Hierzu ist es wichtig, die systemischen Auswirkungen zu untersuchen. Basierend
auf vorherigen Untersuchungen, die gezeigt haben, dass unter Adipositas eine
Modulation des Knochenstoffwechsels durch Fettsduren stattfindet, soll
untersucht werden, ob dies unter Normalgewicht ebenfalls geschieht. Es wird
iberpriift, ob der Faktor Adipositas als Ursache der Verdnderungen
herangezogen werden kann. In der vorliegenden Studie wird erforscht, wie sich
gesattigte Fettsduren in ihrer Wirkung auf den Knochenstoffwechsel von
ungesattigten unterscheiden. Untersuchungen unter Adipositas konnten zeigen,
dass sich  eine  palmitinsidurehaltige  Erndhrung  negativ  auf die
Knochenarchitektur auswirkt. In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob das
unter Normalgewicht auch so ist und ob die Dauer der PA-Erndhrung von
Bedeutung ist. Des Weiteren wird Gberpriift, ob eine Erndhrungsumstellung von
gesattigten Fettsauren auf ungesattigte sich positiv auf den Knochenstoffwechsel
auswirken kann. In diesem Zusammenhang wird der Frage nachgegangen, ob ein
durch Fettsauren modulierter Wirt verandert auf den bakteriellen Reiz von einem
Parodontitiskeim reagiert. Mit der vorliegenden Arbeit wird das Wissen uber
Knochenmetabolismus und Parodontitis erweitert, um innovative
Therapieansatze sowie PraventionsmaBnahmen bei Knochenverlust entwickeln

zu koénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Im Folgenden werden die fiir den Versuch verwendeten Gerite (siehe
Tabelle 3.1), Chemikalien, Lésungen und Puffer (sieche Tabelle 3.2) sowie
Antikorper und Farbeagenzien (siehe Tabelle 3.3) aufgelistet.

3.1.1 Gerate

Tabelle 3.1: Gerate und Hersteller

Gerat

Hersteller

Analysenwaage ME54T /00

Mettler Toledo

Automated Rotary Microtome-

RM2265 E00.010

Leica

Dako Pen, Delimiting pen, Code Agilent Technologies
52002

Einmal-Skalpell, steril, Fig.15 Dahlhausen

Falcons, 50 mL Cellstar

Feuchte Kammer, lichtundurchlassig, labart

fir 20 Objekttrager

HistoCore Arcadia modular tissue Leica

embedding system E00.010

Inverses Mikroskop Axio Vert.Al Leiss

Laser-Scanning-Mikroskop TCS SP5

Leica Microsystems Germany

Menzel™ Mikroskop-Deckelglaschen

Fisher Scientific

Microtome blades, Edelstahl N35

Fether




3 Material und Methoden

19

Milli-Q Reference A+ Merck Millipore
Parafree Edelstahl AusgieBform Leica

Pinsel verschiedener GroBen Mc Paper
Pinzetten, rostfreier Edelstahl VWR

SuperFrost Ultra Plus™ Adhesion Thermo Scientific™
Slides

Tissue Processor TP1020-Histokinette Leica

E00.010

Tissue-Tek® uni-Cassettes® Sakura
Trockenschrank Memmert
Zellkulturschale, 10 cm Greiner Bio-One

3.1.2 Chemikalien, Losungen und Puffer

Tabelle 3.2: Chemikalien, Losungen und Puffer

Chemikalien, Losungen Anteil Anleitung Hersteller

und Puffer

Aquatex® Merck

Blockierlosung, 15% NGS 15% (v/v)  NGS Thermo

(Normal Goat Serum) in PBS Fischer
Scientific

in 1x PBS lésen  s.u.
di-Natriumhydrogenphosphat Carl Roth

Dihydrat




3 Material und Methoden 20
25 %ige EDTA 25% (w/v)  Nay-EDTA Carl Roth
(Ethylendiamintetraessigsaure)- Aqua dest.
Losung aufschwammen,
auf 90°
2% (v/v) erwarmen, 40
%ige NaOH Carl Roth
zusetzen,
abkiihlen  lassen
pH 7,4 mit 40
%iger NaOH
einstellen, auf
Endvolumen
aufftllen
Ethylendiamin- Carl Roth
tetraessigsaure
Ethanol, 96 %, vergallt Carl Roth
Ethanol, reinst Carl Roth
Hamalaunlésung, sauer, nach Carl Roth
Mayer
Kaliumchlorid Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth
Natriumchlorid Carl Roth
40 %iges Natriumhydroxid 40% (w/v)  NaOH (zur Carl Roth
(NaOH) Einstellung des
ph-Wertes)
Paraffinwachs, Gurr™ VWR
Chemicals
BDH®
Paraffin-Entferner Medite




3 Material und Methoden 21
10x PBS (Phosphate-buffered 8%  (w/v) NaCl s. 0.
saline) 0,5% (w/v) KCI s. 0.
1,44% (w/v) Na,HPO, und s. 0.
12% (w/v) KH,PO, s. 0.
zusammengeben
und in ca. 80%
(v/v) Aqua
dest. [6sen,
anschlieBend
auf 100% (v/v)
mit Aqua dest.
auffiillen
1x PBS 100ml 10x s. o.
PBS auf 950ml
auffiillen, pH 7,4
mit NaOH oder
HCl einstellen und
auf 1l auffiillen
8 % PFA 8% (w/v) PFA ad 450 ml Sigma-
H,0, Aldrich
0,065 % (v/v) Natronlauge (IM) Carl Roth
hinzufliigen, dann
unter dem Abzug
erhitzen und pH
8,0 einstellen
10% (v/v) und 10x PBS s.o.
hinzugeben
4% PFA 8% PFA 1:1 mit  s. o.
1x PBS s. o.

verdlinnen
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ProLong™ Gold Antifade Thermo
Mountant Fischer
Scientific
Proteinase K 20 pg ml~! 25mg Proteinase K in Sigma-
2,5ml H,O lésen Aldrich
und steril filtrieren
Tartrat-Puffer 0,97 % (w/v) Na-Tartrat dibasic Sigma-
Dihydrat und Aldrich
Natriumacetat
2,72% (w/v) Trihydrat in Aqua Carl Roth
dest. losen pH
mit Essigsaure auf
5-5,5 einstellen
TRAP-Farbelosung 0,05% (w/v) Naphtol-MX Sigma-
Phosphat und Aldrich
0,11% (w/v) Fast Red LB Salt Sigma-
(Echtrotvioletsalz) Aldrich
in Tartrat-Puffer s. o.
|6sen
Xylol (Isomere) Carl Roth
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3.1.3 Antikorper und Farbeanzeigen

Tabelle 3.3: Antikorper und Farbeanzeigen

Antikorper/ Firma Bestellnummer Verdiinnung in
Agens 1,5 % NGS
Cyanine Cy™5  Jackson 115-175-146 1:2000

Goat  anti-rabbit ImmunoResearch

lgG

DAPI (4',6- Sigma Aldrich D9542-5MG 1:10000
Diamidino-2-

phenylindol)

Rabbit-anti- abcam ab93876 1:10000
Osteocalcin

3.2 Methoden

3.2.1 Tierversuch

Der Tierversuch wurde genehmigt unter der Registrierungsnummer UKJ-17-036.
Fir den Tierversuch wurden ausschlieBlich mannliche 4 Wochen alte
C57BL/6J-Mause (mus musculus) eingesetzt. Die Tiere stammten vom
Universitatsklinikum Jena, Service-Einheit Kleinnager, Am Klinikum 1, 07747
Jena. Die Haltung der Tiere entsprach den Richtlinien der Universitdt Jena und
des Universitatsklinikums Jena und erfolgte unter Standardbedingungen bei 21
°C und einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus mit Wasser und Futter ad
libitum. Die Versuchstiere wurden zuféllig in verschiedene Gruppen eingeteilt.
Diese sind der Ubersichtlichkeit halber in Tabelle 4 zusammengefasst. Gruppe 1
der Tiere bekam eine Erndhrung mit normalem Futter (Fettanteil 4,1%).
Gruppe 2 und 3 bekam jeweils palmitinsaurehaltiges oder 6lsdurehaltiges Futter
(Fettanteil 8,6 %). Bei der 4. Gruppe wurde die Erndhrung nach 8 Wochen von
palmitinsaurehaltigem Futter fiir weitere 8 Wochen auf 6lsaurehaltiges Futter
umgestellt. Damit wurde untersucht, ob die Fitterung von Olsiure potentielle
Effekte von Palmitinsdure ausgleicht. Um diese Effekte im Rahmen des

Versuches adaquat festhalten zu konnen, erhielt eine Gruppe fiir 8 Wochen
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Palmitinsdure und wurde dann euthanasiert. Fiir die restlichen Gruppen dauerte

der Versuch insgesamt 16 Wochen lang (siehe Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Gruppeneinteilung der Tiere im Versuch

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5

Normale Palmitinsaure- Olsaure- Palmitinsdure- Palmitinsaure-
Erndhrung haltige haltige haltige haltige
(16 Wochen)  Ernahrung Erndhrung Erndhrung Erndhrung (8
(16 Wochen) (16 Wochen) (8 Wochen), Wochen)
dann olsaure-
haltige
Erndhrung (8
Wochen)

Den Mausen aus Gruppe 1-4 wurde in der 9. Versuchswoche taglich fiir 4 Tage
das Antibiotikum Enrofloxacin (0,1 mgml~! im Trinkwasser) verabreicht. Das
diente dazu, die Mundflora zu reduzieren und eine vergleichbare
Ausgangssituation in allen Tieren herzustellen. Nach drei antibiotikafreien Tagen
erhielt die eine Halfte der Mause iiber einen Zeitraum von 5 Wochen dreimal
wochentlich (insgesamt 15 Mal) orale P.g.- Infektionen. Mithilfe einer stumpfen
Knopfkaniile mit je 10° Zellen Porphyromonas gingivalis (P.g., W50; ATCC
53978) in 50 pul PBS wurden die Mause oral infiziert. Um die Verbleibzeit des
Keims im Mundraum zu erhéhen, war die Bakteriensuspension mit 2%
Methylzellulose angedickt. Die Kontrollgruppen erhielten im gleichen Rhythmus
Phosphate-buffered saline (PBS) mit 2% Methylzellulose als Placebo. Eine
Woche nach der letzten P.g.- oder Placebo-Behandlung wurden die Tiere
euthanasiert. Da das Alter der Tiere zu Beginn des Versuchs 4 Wochen war,
wurden Gruppen 1-4 in der 20. und Gruppe 5 in der 12. Lebenswoche

euthanasiert.

3.2.1.1 Fallzahlberechnung

Um die Anzahl der Versuchstiere so gering wie moglich zu halten, wurden im
Voraus Zellkulturexperimente durchgefiihrt, um die konkreten molekularen

Mechanismen zu identifizieren, die von Fettsduren in Osteoblasten und
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Osteoklasten reguliert werden. Die Anzahl der Versuchstiere betrug 169 Tiere
fur den kompletten Tierversuch, bei dem neben der Histomorphometrie noch
weitere Analysen gemacht wurden. Die Anzahl ergab sich aus den
Hauptgruppen, die f(ber einen Zeitraum von 8 bzw. 16 Wochen mit
verschiedenen Diaten (normale, bzw. Palmitinsiure-, Olsaure-, Palmitin- und
Olsiure-reich) gefiittert wurden (siehe Tabelle 3.4), wobei diese noch in
Untergruppen eingeteilt wurden (z. B. Infektions- oder Placebogruppe). Fiir jede
Gruppe wurden 12 Tiere verwendet. Die Anzahl von 12 Tieren pro Gruppe ergab
sich aus den Berechnungen basierend auf Vorarbeiten. Sie wurde gewahlt, um fiir
den Unterschied der Knochenappositionsrate eine statistische Aussagekraft von
mehr als 80 % mit einer Signifikanz von 0,05 zu erreichen. Hinzu kamen 10 %

Reservetiere (je Gruppe 1 Tier), um mogliche Ausfalle kompensieren zu kdnnen.

3.2.2 Femurprdparation

Die Méuse wurden mittels CO,-Gas getotet, das linke Bein wurde entnommen und
in einer Schale mit PBS prépariert. Die Gelenke wurden mit einer Pinzette und
Skalpell prapariert, um den Femur entnehmen zu kénnen, der spater histologisch
aufbereitet und analysiert werden sollte. Daflir wurde das umliegende Gewebe des
Knochens entfernt und der Femur wurde iiber Nacht bei 4°C in 4% PFA in PBS
gelagert, um das Gewebe zu fixieren. AnschlieBend wurde er mit PBS gewaschen

und dann darin gelagert.

3.2.3 Herstellung von Paraffinschnitten
3.2.3.1 Gewebevorbereitung

Da Knochen eine Hartsubstanz ist, die nicht ohne Weiteres geschnitten werden
kann, wurden die Proben zunachst entkalkt. Dies geschah mittels einer Losung
aus 25 %igem EDTA (siehe Tabelle 3.2). Jeweils der linke Femur der Maus
wurde in einem 50ml Falcon in 25ml EDTA bei 37°C im Trockenschrank
inkubiert. Dreimal wochentlich wurden die Knochen fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in  Leitungswasser inkubiert. Im Anschluss an den
Wasserungsschritt wurde die Entkalkung mit frischem EDTA bei 37°C
fortgesetzt. Die Gesamtdauer der Entkalkung des Femurs betrug zwei Wochen.

AnschlieBend wurden die Proben dehydriert und dann paraffiniert. Dafiir wurden
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sie in Korbchen gelegt, die dann in der Histokinette (Tissue Processor
TP1020-Histokinette E00.010) einen Zyklus durchliefen. Das Programm wurde
so eingestellt, dass die Proben jeweils eine Stunde lang in einer aufsteigenden
Alkoholreihe und anschlieBend in Xylol inkubierten (siehe Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Schritte der Entwasserung in der Histokinette

Schritt Reagenz Dauer (in Minuten)
1 70 %iger Alkohol 60
2 70 %iger Alkohol 60
3 96 %iger Alkohol 60
4 96 %iger Alkohol 60
5 Absoluter Alkohol 60
6 Absoluter Alkohol 60
7 Xylol 60
8 Xylol 60

Nach der Entwasserung wurden die Proben mindestens eine Stunde lang in
Paraffin gelagert. Darauffolgend konnten sie mithilfe des Paraffiniergerates
(HistoCore Arcadia modular tissue embedding system E00.010) eingebettet
werden, indem sie in einem Metallférmchen mithilfe von zwei vorgewarmten
Pinzetten positioniert wurden und vollstindig mit Paraffin umgossen wurden.
Die beschriftete Oberseite des Korbchens wurde auf das Metallférmchen
gedriickt. Das Paraffin hartete aus, wodurch ein Paraffinblock entstand, der zum
Schneiden im Mikrotom eingespannt werden konnte. Wenn die Blocke nicht
sofort geschnitten wurden, konnten sie bei —20°C gelagert werden. Um das
Schneiden zu erleichtern, wurde das Paraffin um den Schnitt herum mit einem
scharfen Skalpell so weit entfernt, bis nur noch ein schmaler und glatter

Paraffinrand um die Probe herum vorhanden war.

3.2.3.2 Anfertigung der Schnitte

Mit dem Mikrotom (Automated Rotary Microtome - RM2265 E00.010) wurden

Serienschnitte mit einer Dicke von 4 pm hergestellt. Sie wurden zur Entfaltung
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mit einem Pinsel fiir ca. 3 Minuten in ein 45°C warmes Wasserbad gelegt.
Zuletzt wurden sie mit einer Pinzette im Wasserbad voneinander getrennt und
auf einen Objekttrager aufgezogen. Die Objekttrager wurden anschlieBend bei

Raumtemperatur zum Trocknen ausgelegt.

3.2.4 TRAP-Farbung

Die Paraffinschnitte wurden in Farbekiivetten in Xylol entparaffiniert und
anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe entwassert und dann 5 Minuten

lang in destilliertem Wasser (dH,O) gewaschen (siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Schritte der Entparaffinierung in Farbekiivetten

Schritt Reagenz Dauer (in Minuten)
1 Xylol 10
2 Xylol 10
3 100 % Ethanol 10
4 100 % Ethanol 10
5 96 % Ethanol 5
6 96 % Ethanol 5
7 70 % Ethanol 5
8 70 % Ethanol 5
9 dH,0 5

Die Schnitte inkubierten anschlieBend 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Tartratpuffer (siehe Tabelle 3.2), um alle nicht tartratresistenten Bindestellen zu
eliminieren. Daraufhin wurden sie bei 37°C im Trockenschrank in der
TRAP-Farbelosung gelagert. Gelegentlich wurden die Proben herausgenommen
und die Intensitit der Farbung iberprift. Die Dauer der Inkubation in der
Farbelosung betrug 1-3 Stunden. Dann erfolgte ein Waschschritt mit dH,O0. Um
eine bessere Ubersicht zu erhalten, wurden die Zellkerne mit Hamatoxylin
gegengefarbt.  Dafiir inkubierten die Proben 2-3 Minuten in der

Hamalaun-Lésung nach Mayer und wurden anschlieBend fiir 30 Sekunden in
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Leitungswasser geblaut. Vor dem Eindeckeln mit Aquatex erfolgte ein weiterer
Waschschritt ~ mit ~ dH,O0. Zum Eindeckeln ~ wurden Menzel™
Mikroskop-Deckelgldschen verwendet. Die fertigen Schnitte konnten bei 4°C

ohne Licht aufbewahrt werden.

3.2.4.1 Auswertung

Die gefarbten Knochenschnitte wurden am inversen Mikroskop mit der Software
Zen bei 10-facher VergroBerung gescannt. Fir die Auswertung wurde die
Epiphysenfuge und ein Teil der Diaphyse verwendet. Im Folgenden wird
beispielhaft die Quantifizierung der Auswertung der Epiphysenfuge dargestellt.
Hierfir wurde mit Photoshop ein immer gleichgroBes Kastchen in die

Epiphysenfuge gelegt (siehe Abb. 3.1).

Abbildung 3.1: TRAP-Farbung, Gelenkkopf des Femurs mit Kastchen in der Mitte der

Epiphysenfuge, das den Bereich kennzeichnet, der ausgezahlt wurde.

Der dortige Anteil der Epiphysenfuge wurde umkreist und die Flache gemessen
(sieche Abb. 3.2). AnschlieBend wurden die Osteoklasten gezahlt, also
TRAP-positive, mehrkernige Zellen und die Anzahl durch die zuvor gemessene
Knochenflache geteilt. Die Ergebnisse wurden mittels Prism GraphPad unter

Anwendung des Welchtests ausgewertet und grafisch dargestellt. Bei einem
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p-Wert p < 0,05 galt das Ergebnis als signifikant (*), bei p < 0,01 als sehr
signifikant (**) und p < 0,001 als hoch signifikant (***).

Abbildung 3.2: TRAP-Farbung, VergroBerung des Kastchens, Umkreisung der
Epiphysenfuge, innerhalb liegen die TRAP-gefarbten OK, die ausgezahlt wurden.

3.2.5 Osteocalcin-Farbung

Die Entparaffinierung und Entwasserung erfolgten in gleicher Weise wie bei der
TRAP-Farbung. Die Objekttrager wurden 5 Minuten lang in PBS gewaschen
und dann 15 Minuten lang in 4 %igem PFA (siehe Tabelle 3.2) fixiert. Es folgten
zwei Waschschritte mit PBS fiir jeweils 5 Minuten und anschlieBend der
15-mindtige Verdau in Proteinase K. Dies diente dazu, gegebenenfalls maskierte
Epitope freizulegen und somit dem Antikorper die Zuganglichkeit zum Epitop zu
erleichtern. Daraufhin wurden die Objekttrager 5 Minuten lang in PBS
gewaschen und anschlieBend noch einmal fiir 5 Minuten in 4 %igem PFA fixiert.
Darauf folgten zwei Waschschritte mit PBS fiir jeweils 5 Minuten. Die Schnitte
wurden mit dem Fettstift (Dako Pen) umrandet, was dazu diente, die Schnitte
voneinander abzugrenzen und dadurch die Losung exakt auf einen Schnitt
pipettieren zu koénnen, ohne dass sich die Loésungen verschiedener Schnitte
miteinander vermischten. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde
1,5% NGS (siehe Tabelle 3.2) auf jeden Schnitt pipettiert. Nach 20 Minuten
wurde die Lésung abgenommen und es erfolgte die Inkubation mit dem priméaren
Antikorper ab93876, Anti-Osteocalcin (siehe Tabelle 2) Gber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer. Am nachsten Morgen wurden die Schnitte dreimal fir

jeweils 10 Minuten in PBS gewaschen, um die nicht gebundenen Antikorper
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abzuspiilen.  AnschlieBend wurden die Proben fiir 90 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem sekundéren Antikérper Cy3 rabbit und DAPI (siehe
Tabelle 2) inkubiert und erneut dreimal 10 Minuten lang mit PBS und
schlussendlich einmal mit Aqua dest. gewaschen. Zur Konservierung der Schnitte
wurden sie mit Prolong Gold (siehe Tabelle 3.2) eingedeckelt und bei 4 °C ohne
Licht aufbewahrt.

3.2.5.1 Auswertung

Die Schnitte wurden am invertierten konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop TCS
SP5 (Leica Microsystems Germany) mikroskopiert und mit 10-facher
VergroBerung gescannt. Die Auswertung wurde mit ImageJ gemacht. Es wurde
ein Teil der Kortikalis in der Diaphyse sowie die Epiphysenfuge ausgewahlt. Die
Quantifizierung wird hier bespielhaft an der Diaphyse dargestellt (siehe
Abb. 3.3). Im Ausschnitt wurde die Kortikalis griin umrandet, um die ROI
(Region of Interest) zu definieren, und die Flache wurde gemessen. Gezahlt
wurden die Zellen, die ein positives Signal sowohl im Osteocalcin- als auch im
DAPI-Kanal zeigten. Durch eine Negativkontrolle wurden falsch positiv

gewertete Ergebnisse ausgeschlossen.

Abbildung 3.3: Osteocalcin-Farbung, Ubersichtsaufnahme des Femurs (a), Ausschnitt
der Kortikalis ohne (b) und mit griin umrandeter ROI (Region of Interest) (c)
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AnschlieBend wurde die Anzahl der OCN+ pro Knochenflache ermittelt, pro
Kondition wurden 4 Versuchstiere analysiert. Die Ergebnisse wurden mittels
Prism GraphPad unter Anwendung des Welchtests ausgewertet und grafisch
dargestellt. Bei einem p-Wert p < 0,05 galt das Ergebnis als signifikant (*), bei
p < 0,01 als sehr signifikant (**) und p < 0,001 als hoch signifikant (***).

3.2.6 Histomorphometrie

Hierflir wurden die bereits gescannten TRAP-gefarbten Schnitte verwendet (siehe
Unterabschnitt 3.2.4).

3.2.6.1 Auswertung

Um eine quantitative Aussage liber die Knochenstruktur zu treffen, wurde durch
Histomorphometrie der Knochenanteil pro Gesamtgewebeflache bestimmt. Die
Scans wurden in 10-facher VergroBerung analysiert. Es wurde ein Ausschnitt
ausgewahlt, der die Epiphyse, Metaphyse und einen Teil der Diaphyse beinhaltet
(sieche Abb. 3.4). Zur markierten ROl gehorte der spongiose Teil des
Knochenabschnitts unterhalb der Epiphysenfuge, die Kortikalis wurde nicht
bertlicksichtigt.

Abbildung 3.4: Ausschnitt des Femurs mit griin umrandeter Region of Interest (ROI)

als Gesamtflache
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Innerhalb der ROI wurden nun alle Trabekel farblich markiert und die
Trabekeloberflache und Gesamtflache wurden gemessen (siehe Abb. 3.5). Somit
konnte der Anteil der Knochenflache von der Gesamtflache errechnet werden. Es
wurden 4 Tiere pro Kondition analysiert mit jeweils zwei biologischen
Replikaten. Die Ergebnisse wurden mittels Prism GraphPad unter Anwendung
des Welchtests ausgewertet und grafisch dargestellt. Bei einem p-Wert

p < 0,05 galt das Ergebnis als signifikant (*), bei p < 0,01 als sehr signifikant
(**) und p < 0,001 als hoch signifikant (***).

Abbildung 3.5: Ausschnitt des Femurs mit griin umrandeter ,Region of Interest”(ROI)

als Gesamtflache
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4 Ergebnisse

4.1 Gewicht der Versuchstiere

Die Mause wurden im Rahmen des Tierversuchs jede Woche gewogen. Sie
nahmen kontinuierlich an Gewicht zu und befanden sich am Ende des Versuchs
im  Normbereich. Laut Zichter liegt die Obergrenze des maximalen
Normalgewichts fiir C57BL6J Mause, wie sie fiir den Versuch verwendet wurden,
bei 37,1g (Laboratory 2020). Die leichteste Gruppe war die mit normaler Diat
mit 29,24+22g und die schwerste war PA mit einem Endgewicht von
32,1+ 27g. Wichtig war, dass die Gruppen mit einer hochfetthaltigen
Erndhrung nicht adipés werden sollten. Neben der PA-Gruppe wurde dieses
Kriterium auch bei OA mit dem Endgewicht von 30,5+ 22g und bei der
PA-OA-Wechseldiat mit 31,3 + 2,4 g erfillt (sieche Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Endgewicht der Versuchstiere nach 16 Wochen. Mit einem Endgewicht
von 29,2 +22g (normal), 32,1 +2,7g (PA); 30,5+ 2,2g und 31,3+ 24g (PA+OA)

befanden sich alle Versuchsgruppen im Normbereich.
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4.2 Histomorphometrische Veranderungen

Es ist belegt, dass durch eine PA-reiche Erndhrung unter Adipositas die
Knochendichte abnimmt (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Da in dieser Arbeit
die Komponente Adipositas nicht vorhanden ist, ist es moglich, die Effekte der
spezifischen Fettsauren isoliert zu untersuchen. Hierfiir wurde in histologischen
Schnitten die Oberflache der Knochentrabekel des Femurs gemessen. So lasst

sich eine Aussage lber die Knochenstruktur treffen.

4.2.1 Palmitinsaure verringert die Knochendichte unter

Normalgewicht

Unter Adipositas hat sich in der Vorlauferstudie von Drosatos-Tampakaki et al.
nach 12 Wochen hochfetthaltiger Erndhrung mit PA die Knochenstruktur
verandert. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe hatte die Versuchsgruppe ein
geringeres Knochenvolumen, geringere Knochendichte und der Abstand
zwischen den Trabekeln war vergroBert (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Dies
war unter der hochfetthaltigen OA-Diat nicht der Fall. Somit ist die
Veranderung der Knochenstruktur nicht nur auf die Adipositas, sondern auch

auf die speziellen Eigenschaften der jeweiligen Fettsduren zuriickzufiihren.

Im Vergleich zwischen den verschiedenen Didten war in der vorliegenden Studie
zu erkennen, dass ein Unterschied in der Auswirkung der Fettsauren auf den
Knochenstoffwechsel besteht. Das Trabekelvolumen war unter PA im Vergleich
zu allen anderen Gruppen signifikant geringer. Die Kontrollgruppe hatte eine
dhnliche Knochendichte wie die reine OA-Gruppe (p = 0,3) und auch die
PA-OA-Gruppe war dem &hnlich (p = 0,667). Im Vergleich zu PA war die
Knochendichte der Gruppe mit normaler Erndhrung signifikant hoher (p =
0,021). Vergleicht man die gesattigte FS PA mit der ungesattigten OA, findet
man unter OA eine signifikant hohere Knochendichte (p = 0,026). Die Gruppe
PA-OA wies ebenfalls eine signifikant hohere Knochendichte als PA auf (p =
0,039). Im histologischen Bild fiel auf, dass unter PA die kleinsten Trabekel zu
finden waren. Unter normaler Diat waren die Trabekel etwas groBer und mehr
zusammenhangend. Bei PA-OA konnte man das gleichermaBen erkennen, wobei
es bei OA die groBten Trabekelstrukturen gab (siehe Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: TRAP-gefarbte Schnitte des jeweils linken Femurs mit schwarz

eingefarbten Knochentrabekeln in der ROl (griin umrandet). Unter normaler Erndhrung

(A) gibt es eine groBere Trabekelflaiche als unter palmitinsaurereicher Ernihrung
(B). Olsaurehaltige Ernihrung (C) bringt eine hohere Trabekeloberfliche als PA

hervor mit vermehrt zusammenhangenden Trabekeln. Unter der PA-OA-Wechseldiat

(D) gibt es eine signifikant groBere Trabekeloberfliche verglichen mit PA. E

zeigt die grafische Darstellung des Trabekelvolumens pro Knochenvolumen (BV/TV)

unter normaler, palmitinsaurereicher (PA), 6lsaurereicher (OA) sowie abwechselnd

palmitinsaurereicher und odlsaurereicher (PA-OA) Ernadhrung. Man sieht ein signifikant

geringeres Trabekelvolumen von der PA-Gruppe verglichen mit allen anderen.

4.2.2 Olsdure kann Palmitinsiure-Effekt ausgleichen

Wie schon erwahnt, war es in der Studie von Drosatos-Tampakaki et al. der Fall,

dass die Veranderungen der Mikroarchitektur des Knochens unter PA auftraten,

nicht aber unter OA. Das legt nahe, dass gesattigte und ungesattigte Fettsiuren

unterschiedlich auf den Knochenstoffwechsel einwirken. Es stellt sich die Frage,
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inwiefern die durch PA induzierten Effekte durch OA ausgeglichen werden
konnen. Schon in friheren Studien fiihrte die kombinierte Behandlung mit PA
und OA auf zelluldrer Ebene dazu, dass die Lipotoxizitat von PA abgeschwacht
wurde (Dole 1956, Bierman et al. 1957). Laut Drosatos-Tampakaki et al. hat
eine Inkubation mit 0,2 mM PA zu einer verstarkten Osteoklastogenese gefiihrt.
Bei einer kombinierten Behandlung der Zellen mit PA und OA wurden
Osteoklasten detektiert, die in Anzahl und GroBe denen der Kontrollgruppe
dhnlich waren (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). In diesem Teil der Arbeit ging
es darum zu untersuchen, ob diese Mechanismen auch in vivo stattfinden und
inwieweit man mit einer Ernadhrungsumstellung eine Verbesserung der

Knochenarchitektur erreichen kann.

In der grafischen Darstellung der Auswertung der Schnitte sieht man, dass OA
die PA-Wirkung ausgleichen konnte (siehe Abb. 4.2). Folgte auf eine 8-wdchige
PA-Erndhrung eine 8-wochige OA-Erndhrung, so war die Knochendichte auf
einem ahnlichen Niveau wie unter der Kontrollgruppe. Wurde allerdings nach 8
Wochen PA weiterhin PA gefiittert, so war die Knochendichte signifikant
geringer zur Kontrollgruppe und zur PA-OA-Wechseldiat. Das sieht man auch an
der Trabekelstruktur auf dem Schnittbild, wo die Wechseldiat morphologisch
ahnliche Trabekelstrukturen hervorgebracht hat (siehe Abb. 4.2).

Den histomorphometrischen Veranderungen liegen die zellularen Veranderungen
zugrunde. Im Folgenden wurden die am Knochenstoffwechsel maBgeblich
beteiligten Zellen betrachtet, die Osteoklasten (OK) fiir den Knochenabbau und
die  Osteocalcin-positiven ~ Zellen  (OCN+) zur  Bestimmung  des

Osteoblastenvorkommens.

4.3 Zellulare Veranderungen

4.3.1 Einfluss von fettsaurehaltiger Ernahrung und

Infektion auf die Osteoklastogenese

Es ist bekannt, dass unter Adipositas PA-reiche Erndhrung eine vermehrte
Osteoklastogenese hervorruft, OA hingegen nicht. Aus friiheren Studien geht
hervor, dass OA den Effekt von PA in vitro abschwachen kann, sodass unter

einer kombinierten zelluldren Stimulation durch PA-OA eine verringerte
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Osteoklastenbildung stattfindet (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Des Weiteren
ist beschrieben, dass es unter PA in vitro und in vivo zu einer vermehrten
inflammatorische Antwort auf einen Reiz durch P.g. kommt (Muluke et al.
2016). Ob diese Auswirkungen nur in Zusammenhang mit einer Adipositas
auftreten, konnte bisher nicht geklart werden. Deswegen wurde die dieser Arbeit

zugrunde liegende Studie unter Normalgewicht durchgefiihrt.

Getestet wurde, ob sich gesattigte und ungesattigte Fettsduren unter
Normalgewicht unterschiedlich auf die Osteoklastogenese auswirken und wie
dadurch die Immunantwort auf einen parodontal pathogenen Keim moduliert
wird. Sowohl die spezifische Erndhrung als auch Parodontitis haben
Auswirkungen auf den systemischen Knochenstoffwechsel (sieche Abschnitt 2.2).
Im Rahmen meiner Untersuchungen sollten die systemischen Veranderungen
beurteilt werden, daher fanden die Untersuchungen am Femur statt. Fir die
Bestimmung der Osteoklasten wurde jeweils der linke Femur von je 4
Versuchstieren pro Kondition verwendet. Es wurde ein histologischer Schnitt
angefertigt, an dem mittels einer TRAP-Farbung die Osteoklasten sichtbar
gemacht wurden und im Bereich der Epiphysenfuge und der Diaphyse gezahlt

werden konnten.

4.3.1.1 Osteoklastenanzahl im Knochen in Abhangigkeit von Ernahrung

In vitro wurde festgestellt, dass PA, aber nicht OA die Osteoklastogenese
verstarkt und dass unter PA mehr TNF-« mRNA vorhanden st
(Drosatos-Tampakaki et al. 2014). TNF-o« ist dafir bekannt die
Ostoklastogenese zu stimulieren (Kobayashi et al. 2000).

Kontrovers zu dieser Aussage existiert eine Studie, die besagt, dass in
Knochenmarkszellen, die mit gesattigten Fettsduren kultiviert werden, die

Osteoklastogenese verringert wurde (Cornish et al. 2008).

Zur Quantifizierung des Osteoklastenvorkommens wurde eine TRAP-Farbung
der Femur-Schnitte durchgefiihrt. Die Auszahlung erfolgte in der Diaphyse und
der Wachstumszone wund wurde auf die Flache normalisiert (siehe
Unterunterabschnitt 3.2.4.1). Gepriift wurde, ob das Osteoklastenvorkommen im
Mausmodell unter dem Einfluss von PA und OA bei Normalgewicht verandert

ist. Dabei wurden alle Ernahrungskonditionen miteinander verglichen.
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In der stoffwechselaktiven Wachstumszone gab es zwischen der normalen Diét,
der OA- und der PA-OA-Wechseldiat keine auffalligen Unterschiede. Verglichen
mit der normalen Erndhrung gab es unter PA keine signifikanten Veranderungen
(p = 0,111). Dies traf auch auf OA zu (p = 0,655) und ebenfalls auf die
PA-OA-Wechseldiat (p = 0,855). Zwischen PA und OA ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,179) und die PA-OA-Wechseldiat brachte
annahernd die gleiche Anzahl an OK hervor wie PA (p = 0,32) (siehe Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3: Histologischer Schnitt der Epiphysenfuge des Femurs, TRAP-gefarbte
Osteoklasten unter normaler (A), palmitinsaurerhaltiger (B), 6lsaurehaltiger (C) und
abwechselnd palmitin- und Olsaurehaltiger Erndhrung (D). Grafische Darstellung der
Ergebnisse der Auszihlung von Osteoklasten pro Flache (E). Es bestehen keine

signifikanten Unterschiede.

In der Diaphyse wurde gleichermaBen kein signifikanter Unterschied zwischen den
Erndhrungen detektiert (sieche Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Auswertung der Auszihlung der OK in der Diaphyse. Es wurde kein

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Konditionen festgestellt.

4.3.1.2 Palmitinsaure fordert Anstieg der Osteoklastenanzahl unter

parodontaler Infektion

Allein durch die Unterschiede in der Erndhrung war keine signifikante
Veranderung der Osteoklastenanzahl im Knochen zu sehen. Im Folgenden wurde
getestet, wie sich die Reaktion des Wirts auf einen bakteriellen Reiz verandert
und ob die Erndhrung hierbei eine Rolle spielt. Hier wurde hinsichtlich des
Osteoklastenvorkommens iiberpriift, wie sich die parodontale Infektion mit P.g.

auf den systemischen Knochenstoffwechsel auswirkt.

In Osteoklasten, die in 0,2mM PA kultiviert wurden, gab es laut Muluke et al.
eine deutliche Immunantwort in Anwesenheit von P.g., es wurde vermehrt
TNF-« und IL6 sezerniert (Muluke et al. 2016). Auch wurde in dieser Studie im
adipésen Mausmodell unter PA-Diat und P.g. ein lokaler Knochenabbau des

Alveolarknochens festgestellt.

Es zeigte sich in der vorliegenden Studie ein systemischer Effekt der
P.g.-Infektion unter PA. Durch eine vermehrte Aufnahme von Palmitinsaure kam
es unter bakterieller Infektion zu einem signifikanten Anstieg der
Osteoklastenanzahl im Femur (p = 0,019) (siehe Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Grafische Darstellung der Auswertung der Auszihlung von Osteoklasten
pro Knochenflache in der TRAP-Farbung ohne und mit parodontaler Infektion unter PA.
Es gibt einen hoch signifikanten Anstieg der Osteoklasten nach P.g.-Infektion (p = 0,019).

Auch im histologischen Bild machte sich der Anstieg der Osteoklasten bemerkbar.
In der stoffwechselaktiven Wachstumszone konnte man einen deutlichen Anstieg
der rot gefarbten Osteoklasten feststellen (siehe Abb. 4.6).

Abbildung 4.6: Histologischer Schnitt der Epiphysenfuge des Femurs, TRAP-Farbung.
Unter palmitinsaurehaltiger Erndhrung ohne P.g.-Infektion (A) zeigen sich weniger

Osteoklasten als mit P.g.-Infektion (B).

Bei der normalen Erndhrung, der Olsidurehaltigen und der PA-OA-Wechseldiat
war kein signifikanter Unterschied in der Osteoklastenanzahl zwischen
Infektionsgruppe und Placebogruppe zu ermitteln (siehe Abb. 4.7, Abb. 4.8 und
Abb. 4.9).
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Abbildung 4.7: Histologischer Schnitt der Epiphysenfuge des Femurs, TRAP-
Farbung. Im Vergleich zur normalen Ernihrung ohne Infektion (A) und mit Infektion
(B) ist kein Unterschied in der OK-Anzahl erkennbar. Grafische Darstellung der
Osteoklastenauszahlung (C) (p = 0,845).
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Abbildung 4.8: TRAP-gefarbter Ausschnitt der Epiphysenfuge des Femurs. Unter OA
ohne Infektion (A) und mit Infektion (B) sind keine deutlichen Unterschiede zu erkennen.
Die grafische Darstellung der Osteoklastenauszahlung (C) zeigt, dass es keine signifikanten
Abweichungen in der OK-Anzahl gibt (p = 0,065).
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Abbildung 4.9: TRAP-Farbung, Ausschnitt der Wachstumszone des Femurs unter PA-
OA-Wechseldiat ohne Infektion (A) und mit Infektion (B), grafische Darstellung der
Osteoklastenauszahlung (C). Es ist kein signifikanter Unterschied der OK-Anzahl zwischen
Infektions- und Placebogruppe zu sehen (p = 0,554).
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Auch in der Diaphyse wurden unter Infektion keine Unterschiede festgestellt (siehe
Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: Auswertung der Auszdhlung der OK in der Diaphyse. Auch unter P.g.-

Infektion trat kein signifikanter Unterschied in den Erndhrungsgruppen auf.

4.3.2 Reaktion der Osteocalcin-positiven Zellen auf

spezifische Fettsauren und Infektion

Damit eine Aussage lber das Remodeling moglich ist, wurden in dieser Arbeit
nicht nur die Osteoklasten, sondern auch die Osteoblasten beriicksichtigt. Die
beiden Zelltypen beeinflussen sich in  Vorkommen und Differenzierung
gegenseitig (sieche Abschnitt 2.4). Es wurde weiterhin von Alsahli et al. gezeigt,
dass mit erhohtem Serumspiegel von PA auch eine PA-Akkumulation bei
Adipositas im Knochen stattfindet (Alsahli et al. 2016). Das fiihrte in dieser
Studie zu einer Verringerung der Knochenbildungsmarker und einem Anstieg von
inflammatorischem TNF-o, was in einer verminderten Osteoblastenaktivitat
resultieren konnte. Um vergleichen zu kénnen, ob bei dem Versuchsmodell unter
Normalgewicht ahnliche Mechanismen vorhanden sind, wurden OCN+4 Zellen
analysiert. Osteocalcin wird von Osteoblasten gebildet und diente daher als
Osteoblastenmarker. Es wurden jeweils im linken Femur von je 4 Versuchstieren

pro Kondition die Zellen in einem Ausschnitt der Epiphysenfuge und der
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Diaphyse gezahlt (siehe Unterunterabschnitt 3.2.5.1).

In der metabolisch aktiveren Epiphysenfuge waren die Schnitte nicht auswertbar,
da sich das Bild sehr diffus dargestellt hat und keine einzelnen Zellen abgrenzbar
gewesen sind. Es konnte dadurch keine eindeutige Aussage (iber die Anzahl der

OCN+ gemacht werden (siehe Abb. 4.11).
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Abbildung 4.11: OC-Farbung an Epiphysenfuge unter normaler Erndhrung (A), PA (B),
OA (C) und der PA-OA-Wechseldiat (D). Es sind keine einzelnen Zellen erkennbar und
somit ist die OC-Farbung an der Epiphysenfuge nicht auswertbar.

Aufgrund dessen wird im Folgenden nur auf die Auswertung der Diaphyse

eingegangen.
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4.3.2.1 Spezifische Fettsauren haben keinen Einfluss auf Anzahl der

Osteocalcin-positiven Zellen in der Kortikalis

Eine gesteigerte PA-Aufnahme wird mit einer erhohten Akkumulation von
Ceramiden in Verbindung gesetzt, die die molekularen Mechanismen beeinflussen
und deren Folge die Lipotoxizitat ist (DeFronzo 2010). In Bezug auf
Osteoblasten geht aus einer der vorherigen Studien hervor, dass
Osteoblastenvorlauferzellen, die mit 0,2mM PA inkubiert wurden, eine erhdhte
Ansammlung von C16-, C20- und C22-Ceramiden aufwiesen und in ihrer
Aktivitat gestort waren (Alsahli et al. 2016). Da die unter anderem auch zur
Apoptose fiihrenden Ceramide hauptsachlich aus Palmitinsaure gebildet werden,
sollte untersucht werden, ob es im Vergleich zu den anderen Ernadhrungen
Unterschiede in der Anzahl der OCN+ gab. Unter hochfetthaltiger PA-
Erndhrung ist die Knochendichte unter Adipositas nachgewiesenermalen
vermindert (Drosatos-Tampakaki et al. 2014), daher kdnnte man auf eine
Verminderung der OCN+ schlieBen.

In der vorliegenden Studie waren im Vergleich zwischen den verschiedenen
Diaten keine signifikanten Unterschiede aufgefallen (siehe Abb. 4.12). Unter der
normalen Erndhrung waren im Vergleich zu PA ahnlich viele OCN+ vorhanden
(p = 0,91). Dies war auch im Vergleich zu OA (p = 0,961) und PA-OA der Fall
(p = 0,691). Ferner gab es zwischen PA und OA keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,931). Im Vergleich von PA zur PA-OA-Wechseldiat zeigte
sich ebenfalls keine signifikante Variation der Anzahl der OCN+ in der Diaphyse
(p = 0,516).
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Abbildung 4.12: Osteocalcin-Farbung, Ausschnitt der Kortikalis des Femurs, OCN+
als gelbes Signal im Osteocalcin-Kanal unter normaler (A), palmitinsaurehaltiger (B),
olsaurehaltiger (C) und abwechselnd palmitinsaurehaltiger und 6lsaurehaltiger Diat (D).

Grafische Darstellung der Auswertung (E). Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl der OCN+ in der Kortikalis.
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4.3.2.2 Einfluss der parodontalen Infektion auf die

Osteocalcin-positiven Zellen im Knochen

Eine bakteriell-induzierte inflammatorische Parodontitis geht bekanntlich mit
lokalem Knochenabbau einher. Um zu UGberpriifen, ob es eine systemische
Wirkung auf die Infektion mit dem Bakterium gibt und ob eine
fettsaure-angereicherte Erndhrung Einfluss auf die daraus resultierende
Immunreaktion hat, wurden die OCN+ auch unter parodontaler Infektion der
Mause gezahlt und die einzelnen Versuchsgruppen mit ihrer jeweiligen
Kontrollgruppe verglichen. Hierbei war im Trend erkennbar, dass nach Infektion
eine Reduktion der OCN+ in allen Erndhrungsgruppen auftrat. Es waren keine
signifikanten Unterschiede erkennbar (siehe Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13: OCN+ pro Flache ohne und mit Infektion unter normaler Erndhrung
(a), palmitinsaurereicher Erndhrung (b), olséurereicher Erndhrung (c) und wechselnder
Erndhrung (8 Wochen palmitinsiurereiche und anschlieBend 8 Wochen olsaurereiche

Erndhrung) (d). In jeder Gruppe ist ein Trend zu einer verminderten Anzahl der OCN+

nach Infektion feststellbar.
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Unter normaler Erndhrung waren in der Placebogruppe ahnlich viele OCN+
vorhanden wie in der Infektionsgruppe (p = 0,176). Unter PA ohne und mit P.g.
verhielt es sich dhnlich (p = 0,216), genau wie bei OA mit und ohne Pg. (p =
0,164). Unter PA-OA gab es ein deutlicheres Signal in der
Immunfluoreszenzfarbung in der Gruppe, die nicht mit P.g. infiziert wurde (siehe
Abb. 4.14), jedoch sind diese Unterschiede nicht signifikant (p = 0,114).

Abbildung 4.14: Osteocalcin-Farbung, Ausschnitt der Kortikalis des Femurs, OCN+- als
gelbes Signal im Osteocalcin-Kanal. In der PA-OA-Gruppe (A) sieht man deutlich mehr
OCN+ als in der PA-OA-Gruppe mit Infektion (B).

4.4 Vergleich des Knochenmetabolismus nach 8
und 16 Wochen unter Ernahrung mit

Palmitinsaure

Palmitinsaure wird mit erhohten Apoptosemarkern (Yang et al. 2018) und der
De-novo-Ceramidsynthese assoziiert (Martinez et al. 2015). Auch wurde
herausgefunden, dass der PA-Spiegel im Gegensatz zu OA nach einer
fettsaurereichen PA Erndhrung im Knochen ansteigt (Alsahli et al. 2016). Es
wurde deswegen (iberpriift, ob es mit zunehmender Aufnahme von PA zu einer

Reaktion auf den Knochenmetabolismus kommt.

Nach 8 Wochen PA-Gabe lag der Anteil an Trabekelvolumen (iber
Gesamtvolumen bei ca. 25,62%, nach weiteren 8 Wochen PA war der
Trabekelanteil signifikant geringer (ca. 12,08%) (p = 0,021). Auf dem
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histologischen Bild sieht man unter 8 Wochen PA-Fiitterung groBe
zusammenhangende Trabekel, nach 16 Wochen PA-Fitterung sind diese deutlich
kleiner (sieche Abb. 4.15). Das Alter der jungen Mause betrug 12 Wochen und
das Alter der alteren 20 Wochen.
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Abbildung 4.15: TRAP-gefarbte Schnitte des Femurs mit schwarz eingefarbten
Knochentrabekeln in der ROl (griin umrandet), unter 8 Wochen palmitinsaurereicher
Ernadhrung (A) sind die Trabekel groBer und die Knochendichte ist hoher als unter 16
Wochen palmitinsaurereicher Erndhrung (B). Grafische Darstellung der Ergebnisse (C).
Es ist eine signifikante Verringerung der Knochendichte nach 16 Wochen PA zu erkennen
(p = 0,021).

Es stellte sich heraus, dass mit zunehmend langerer Gabe von PA die Anzahl
der Osteoklasten abnahm. Nachdem die Mause 16 Wochen lang PA gefiittert
bekommen haben, waren hoch signifikant weniger OK im Knochen detektierbar
(p = 0,01) (siehe Abb. 4.16). Die Reduktion betrug in diesem Zeitraum 2,31 OK
pro Flacheneinheit (FE).
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Abbildung 4.16: Histologischer Schnitt der Epiphysenfuge des Femurs, TRAP-
Farbung, Osteoklasten pro Knochenflache unter 8 Wochen (A) bzw. 16 Wochen
(B) palmitinsaurehaltiger Erndhrung. Grafische Darstellung der Auswertung der TRAP-
Farbung (C). Man sieht deutlich weniger Osteoklasten bei langerer Gabe von PA (p =
0,01).

Die Anzahl der OCN+ war zu beiden Zeitpunkten ahnlich (p = 0,71) (siehe
Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Osteocalcin-Farbung, Ausschnitt der Kortikalis des Femurs, OCN+ als
gelbes Signal im Osteocalcin-Kanal unter palmitinsaurehaltiger Erndhrung nach 8 (A)
bzw. 16 Wochen (B). Grafische Darstellung der Ergebnisse (C). Durch die Einwirkzeit
sind keine signifikanten Unterschiede erkennbar (p = 0,71).
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Auf Knochenebene konnte also eine Verringerung der Knochendichte erfasst
werden, auf zelluldrer Ebene jedoch wurden signifikant weniger OK und ahnlich

viele OCN+ vermerkt.



5 Diskussion 51

5 Diskussion

Die Erndhrung hat einen Einfluss darauf, wie der Korper auf eine Entziindung
reagiert (van Woudenbergh et al. 2013). In Zusammenhang mit einer
bakteriell-induzierten inflammatorischen Parodontitis wird auch immer mehr der
Allgemeinzustand des Wirts diskutiert und inwieweit man diesen beeinflussen
kann, damit er einen antiinflammatorischen Grundzustand aufweist. Bei einer
Parodontitis gibt es stets eine (berschieBende inflammatorische Wirtsreaktion,

die zur Gewebszerstorung mit schlussendlichem Zahnverlust fiihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden Untersuchungen
durchgefiihrt, inwiefern die Physis des Wirts durch eine bestimmte Erndhrung
moduliert werden kann. Dabei lag der Fokus darauf, wie sich die in der
westlichen Erndhrung am haufigsten vorkommende und gesattigte Palmitinsaure
und ihr mediterranes Aquivalent, die einfach ungesittigte Olsaure (Baylin et al.
2002), unter Normalgewicht auf den Knochenstoffwechsel auswirken. Es wurde
iberprift, ob die unter Adipositas bereits nachgewiesenen Effekte von
Palmitinsaure sich bestatigen und diese mit einer Erndhrungsumstellung auf
Olsaure ausgeglichen werden kénnen. Ein weiteres Ziel war es zu erforschen,
inwiefern sich durch die Aufnahme der Fettsduren die Reaktion des Wirts auf
einen parodontalen Keim verandert. Langfristig sollen dadurch die Mechanismen
des Knochenstoffwechsels weiter aufgeschliisselt und die Rolle der Erndhrung
dargestellt werden. Es stellt sich die Frage, ob durch eine Erndhrungsumstellung
von gesattigten auf ungesattigte Fettsduren das Risiko der Entstehung und

Progression einer Parodontitis reduziert werden kann.
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5.1 Versuchsmodell

In Anlehnung an vorangegangene Studien (Drosatos-Tampakaki et al. 2014, Li
et al. 2015, Muluke et al. 2016) war das von uns gewahlte Tierversuchsmodell
ein 16-wochiges Modell mit den unterschiedlichen Erndhrungen PA (gesattigt),
OA (einfach ungesattigt) und einer neu etablierten PA-OA-Wechseldiat, wobei
die Versuchstiere lber 5 Wochen lang mit dem parodontal pathogenen
Bakterium Porphyromonas gingivalis infiziert wurden. Die
Fettsaurekonzentration der PA- und OA-basierten Futtermittel von 21 % der
Gesamtkalorien  (bei der nicht-fettsdureangereicherten Diat 11% der
Gesamtkalorien) fiithrte bei den Versuchstieren nicht zu einer Adipositas. Somit
konnten die Auswirkungen der Fettsauren auf den Knochenstoffwechsel und
deren modulierende Bedeutung bei einer parodontalen Infektion anders als in

vorangegangenen Studien unter Normalgewicht betrachtet werden.

5.2 Palmitinsaure verringert Knochendichte

unter Normalgewicht

Der Knochen wies unter PA die kleinste Knochendichte auf, diese war signifikant
geringer als unter den anderen Konditionen. Es ist festzuhalten, dass im
Vergleich zu den anderen Erndhrungsgruppen ein verringerter Knochenaufbau
oder ein verstirkter Knochenabbau stattgefunden hat. Die geringe
Knochendichte unter PA macht den Einfluss der Erndhrung auch unter
Normalgewicht deutlich. Es konnte zu einer Akkumulation von PA gekommen
sein, die verantwortlich fiir die verminderte Knochenbildung oder die verstarkte
Knochenresorption sein konnte. Es wurde beschrieben, dass PA, jedoch nicht
OA, die Osteoklastogenese fordert (Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Das
Resultat dessen ist eine verminderte Knochendichte, wie es in der vorliegenden
Studie der Fall ist. Wie auch in der Studie von Drosatos-Tampakaki et. al.
beschrieben wurde, fiilhrte OA im Gegensatz zu PA nicht zu einer erhéhten
Osteoklastogenese. Auch das wird in der vorliegenden Studie gezeigt, in der die
Knochendichte der OA-Gruppe signifikant hoher ist als die der PA-Gruppe. Dies
konnte zum einen iber den RANK/RANKL-Mechanismus getriggert sein, der
durch PA-Akkumulation ausgelést werden kann (Drosatos-Tampakaki et al.

2014). Zum anderen konnte es auch lber TNF-a zu einem erhdhten
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Knochenabbau gekommen sein, da PA auch die TNF-x-Produktion ohne
Anwesenheit von RANKL fordern kann und ein erhohter TNF-x-Spiegel mit
einer erhohten Osteoklastogenese einhergeht (Drosatos-Tampakaki et al. 2014).
Die Marker RANKL und TNF-& wurden von einem anderen Teil der
Arbeitsgruppe zum Zeitpunkt der Euthanasierung, eine Woche nach der letzten
Infektion, untersucht und es zeigte sich dort kein signifikanter Anstieg durch die
Erndhrung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es nur geringe
Veranderungen von RANKL und TNF-« gab oder dass eine moégliche Erhéhung
dieser Knochenstoffwechsel- und Immunmarker im Versuchsverlauf stattfand,

aber zur Zeit der Totung nicht mehr messbar war.

Die geringe Knochendichte unter PA koénnte auch auf die Ceramidsynthese
zuriickzufiihren sein, die unter PA-Akkumulation entsteht und eine zytotoxische
Wirkung haben kann (siehe Unterabschnitt 2.4.7).

5.3 Umkehrung der Effekte von Palmitinsaure

durch Olsiure moglich

Unter PA hatten die Versuchstiere die geringste Knochendichte, unter OA war
sie im Vergleich dazu signifikant hoher. Folgte auf eine 8-wochige PA-Ernahrung
eine 8-wochige OA-Erndhrung, war die Knochendichte signifikant hoher als bei
reiner PA-Diat.

In einer vorangegangenen Studie wurden Diacylglycerolacyltransferase 1
Knockout-Mause untersucht (siehe Unterabschnitt 2.4.7). Hier war die Qualitat
des Knochens verringert und es gab einen Anstieg der Osteoklastogenese
(Drosatos-Tampakaki et al. 2014). Bei normalen Mausen fand die
Triglycerid-Bildung nur unter der OA-Diat statt und es wurde angenommen,
dass dadurch die Knochengesundheit verbessert wurde. AuBerdem machte diese
Studie  deutlich, dass unter OA-Erndhrung und Adipositas eine
OA-Akkumulation zwar im Serum stattfindet, aber nicht im Knochen (Alsahli
et al. 2016). In der vorliegenden Studie war die Knochendichte unter der reinen
OA-Ernédhrung nicht nur hoher als die von PA, es stellte sich auch heraus, dass
die Gabe von OA nach einer 8-wochigen PA-Diat den Effekt von PA umkehren

konnte. Das konnte zum einen daran liegen, dass die TG-Bildung unter
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OA-Gabe stattgefunden hat und sich positiv auf die Knochengesundheit
ausgewirkt hat. Zum anderen kommt auch die Vermutung auf, dass das in den
Knochen eingelagerte PA abgebaut wurde und so die Osteoklastogenese wieder

auf ein NormalmaB zuriickreguliert wurde.

Palomer et al. haben herausgefunden, dass die Erndhrungsumstellung von PA
auf OA einen positiven Effekt auf die Insulinresistenz in Fettgewebe, Muskel und
Leber hat (siehe Unterabschnitt 2.4.6) (Palomer et al. 2018). Es konnte beim
Erndhrungswechsel ein gesundheitsfordernder Effekt festgestellt werden, was das
Ergebnis der vorliegenden Studie in Hinblick auf den Knochenstoffwechsel

widerspiegelt.

Falls weitere Untersuchungen diese These bestatigen sollten, konnte somit in
Zukunft dem Patienten zu einer Erndhrungsumstellung geraten werden, um die
Knochenstruktur zu stabilisieren und einer Resorption entgegen zu wirken.

Hierzu bedarf es allerdings noch weiterer grundlegender Untersuchungen.

5.4 Palmitinsaure moduliert die systemische
Reaktion des Wirts auf eine parodontale
Infektion durch Zunahme der

Osteoklastenanzahl

Ein wichtiger Teil der Studie war es, zu untersuchen wie Osteoklasten auf PA
und OA, die am haufigsten in der westlichen Erndhrung im Serum

vorkommenden gesattigten und einfach ungesattigten Fettsauren, reagieren.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass gesattigte FS, im Gegensatz zu
ungesattigten, eine inflammatorische Reaktion in unterschiedlichen Organen
auslost (Vassiliou et al. 2009, Gupta et al. 2012, Huang et al. 2012). Unter dem
Aspekt, dass eine Entziindungsreaktion zu  Osteoklastogenese und
Knochenabbau fiihren kann (Azuma et al. 2000, Kobayashi et al. 2000, Kim
et al. 2005) und dass die Inflammation das Remodeling und die Neubildung des
Knochens beeintrachtigt (Walsh et al. 2009, Tomomatsu et al. 2009), kann eine
erhohte PA-Aufnahme zu einer Verminderung der Knochengesundheit fiihren.

Unter Adipositas wurde beschrieben, dass PA eine proinflammatorische
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Immunantwort induziert und ber TNF-ox und vermehrte Expression von RANK
die Osteoklastogenese gefordert wird. Ein Uberschuss an OA hingegen inhibierte
eine proinflammatorische Immunantwort durch die Induktion der neutralen
TG-Bildung (Drosatos-Tampakaki et al. 2014).

Erhéhte Serumspiegel gelster Fettsauren sind ein wichtiges Kriterium der
Adipositas (Boden 2008). Diese Bedingungen sind assoziiert mit einer
chronischen Inflammation im Koérper (lzaola et al. 2015), es gibt erhohte
TNF-o-Spiegel und damit auch einen erhéhten Knochenabbau bei einer
Infektion (Adamopoulos 2018). Vorherige Untersuchungen konnten zeigen, dass
es bei einer PA-angereicherten Erndhrung neben Adipositas zu einem Anstieg
von PA in Knochen und Serum kommt (Alsahli et al. 2016). Die Einlagerung im
Knochen kommt wahrscheinlich unter den gegebenen Bedingungen bei
Normalgewicht nicht im gleichen AusmaB zustande. In der vorliegenden Studie
hatte die Erndhrung allein nur einen geringen Einfluss auf das systemische
Osteoklastenvorkommen. Deswegen muss davon ausgegangen werden, dass, um
den Status der chronischen Inflammation zu erreichen und somit einen die
Immunantwort regulierenden Faktor vorweisen zu koénnen, eine Adipositas
vorliegen muss, was in der vorliegenden Studie nicht der Fall war. In diesem
Zusammenhang ist das vermehrte Vorkommen von Osteoklasten nach
P.g.-Infektion zu sehen, da somit wahrscheinlich ein Entziindungsreiz gegeben

war, der in PA-erndhrten Tieren am starksten ausgepragt war.

In der Studie von Alsahli et al. war der Unterschied zwischen der Reaktion des
Korpers auf PA und OA schon in der Aufnahme der Fettsiduren erkennbar. PA
wird im Gegensatz zu OA vermehrt in den Knochen aufgenommen, wo es dann
zu dementsprechenden metabolischen Veranderungen gekommen sein konnte.
Dazu  zahlt eine inflammatorische  Aktivierung und  gleichzeitige
Osteoklastogenese. Es ist moglich, dass, unter PA-Diat eine Einlagerung der
Fettsaure in den Knochen stattgefunden hat und es somit zur verstarkten
Ceramidsynthese und Produktion von TNF-« und RANKL in den Osteoklasten
kam. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass nach langerer Aufnahme von PA
weniger  Osteoklasten  detektiert wurden, allerdings wurde in der
histomorphometrischen  Analyse deutlich, dass eine Verringerung des

Trabekelvolumens stattgefunden hat.
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Eine andere mogliche Erklarung fiir die geringere Osteoklastenanzahl ist, dass
zur Zeit der Totung die knochenmodulierenden Mechanismen bereits
abgeschlossen waren und daher die Anzahl der Osteoklasten zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr erhoht war. Im Verlauf des Versuchs muss es zur
Erhéhung der Osteoklastenanzahl oder -aktivitat gekommen sein oder zu einer
Verringerung des Osteoblastenvorkommens oder der Osteoblastenaktivitat. Dies

kann man am Knochenvolumen erkennen, das in Abschnitt 5.2 diskutiert wurde.

5.5 Unter Normalgewicht gibt es keine
Veranderung der Anzahl der
Osteocalcin-positiven Zellen durch Erndhrung

und Infektion

In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass durch PA eine
Lipotoxizitat entsteht, die zur Hemmung von Osteoblastenfunktion fiihren kann
(Gunaratnam et al. 2014). Unter Adipositas wurde im Trend eine Verringerung
der Ostoblastenmarker Osteocalcin  und Knochenformationsmarker P1NP
(Prokollagen Typ 1 N-terminales Propeptid) unter PA festgestellt (Alsahli et al.
2016). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Fettsduren unter einer
hochfetthaltigen Erndhrung die Osteoblastenfunktion einschranken konnen.
Auch wurde in dieser Studie entdeckt, dass die Osteoblasten wie es auch bei den

Osteoklasten der Fall war, mehr auf PA als auf OA reagieren.

In der durchgefiihrten Studie ergaben sich keine signifikanten Veranderungen der
OCN+ hinsichtlich auf die Erndhrung und Infektion. In den Kontrollgruppen lag
fast die gleiche Anzahl an OCN+ vor wie in der PA- oder der OA-Gruppe. Auch
in Hinblick auf die parodontale Infektion gab es keine signifikanten Unterschiede.
Dies steht im Gegensatz zu den in Abschnitt 5.4 beschriebenen Osteoklasten,
die unter PA und einer P.g.-Infektion vermehrt vorkamen. Das konnte darauf
hindeuten, dass die Osteoklasten die Zellen sind, die am ehesten auf eine akute
Veranderung der Versuchsbedingungen reagieren, wahrend die Osteoblasten bei
geringeren Veranderungen eher konstant bleiben. Die Vermutung stimmt mit den
Ergebnissen vorausgegangener Studien Uberein, bei denen auch nur minimale

Effekte auf die Osteoblasten festgestellt werden konnten (Muluke et al. 2016).
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Es gibt eine negative Korrelation zwischen Osteoblastenmarkern und der
Palmitinsaureaufnahme bei Adipositas (Alsahli et al. 2016), wodurch man durch
die dieser Arbeit zugrunde liegende Studie vermuten kann, dass sich diese
Korrelation wahrscheinlich erst ab einer gewissen Ansammlung der Fettsauren
einstellt, die unter den Versuchsbedingungen nicht erreicht wurde. Das lasst die
Uberlegung aufkommen, dass durch eine vermehrt fettsiurehaltige Ernahrung
das Osteoblastenvorkommen zwar beeinflusst wird, aber dass fir eine
Messbarkeit eine hohere Fettsaureakkumulation vorhanden sein muss. Auch ist
es moglich, dass eine Verdnderung der Osteoblastenanzahl- und aktivitat bereits
vor der Messung abgeschlossen war und dadurch nicht mehr detektiert werden

konnte.

PA ist ein Hauptsubstrat fiir die de novo Ceramidsynthese (Morales et al. 2007)
und  Ceramide gehéren zu  den  zytotoxischen  Mediaten  beim
Fettsdurestoffwechsel, die auch mit Apoptose assoziiert sind (Lu et al. 2003).
Unter einer PA-Diat wurde festgestellt, dass die Ceramid-Spiegel in Osteoblasten
ansteigen, unter OA war dies nicht der Fall. Auch induziert Palmitinsaure die
Apoptose menschlicher Osteoblasten-ahnlicher Saos-2-Zellen iber
endoplasmatischen Retikulum-Stress und Autophagie in vitro (Yang et al. 2018).
Diese Annahmen, dass sich PA negativ auf die OCN+ auswirkt, konnte nicht
bestatigt werden. Im Tierversuchsmodell unter Normalgewicht war kein Einfluss
der spezifischen Fettsduren auf die OCN+ feststellbar. Auch hierbei ist zu
erwarten, dass sich PA-bedingte Veranderungen wahrscheinlich erst ab einer
groBeren Menge einstellen. Durch den Konsum gesattigter Fettsduren konnte
man in dieser Studie den Knochenstoffwechsel in Bezug zu den Osteoblasten, im

Gegensatz zu den Osteoklasten, nicht maBgeblich beeinflussen.

5.6 Akkumulation von Palmitinsaure und

altersbedingte Veranderungen

Es ist zu vermuten, dass die Akkumulation von PA im Knochen eine Rolle spielt,
da die Knochendichte nach 8 Wochen PA signifikant héher war als nach 16
Wochen PA-Fitterung. Das Alter und Wachstum der Mause ist hierbei von
Bedeutung. Die Tiere, die 8 Wochen lang PA bekommen haben, waren zum

Zeitpunkt der Euthanasierung 12 Wochen alt und die Gruppe, die die Erndhrung
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tuber 16 Wochen erhalten hat, war 20 Wochen alt. In einer Studie von Glatt et
al. gab es unter nicht hochfetthaltiger Diat von Woche 4 bis Woche 12 einen
Anstieg des Knochenvolumens und darauffolgend von der 12. bis zur 20. Woche
einen Abfall (Glatt et al. 2007). In der Studie von Glatt et al. nimmt das
Knochenvolumen unter einer Standarderndhrung von der 12. bis zur 20. Woche
um ca. 36 % ab. In der vorliegenden Studie nimmt es unter Palmitinsdure um ca.
53% ab. Dies fiihrt zum Rickschluss, dass unter PA der Knochenabbau
verstarkt ist. Zum Zeitpunkt der Euthanasiereung gab es signifikant weniger
Osteoklasten in der alteren Gruppe im Vergleich zur jliingeren, wahrend die
OCN+ weitestgehend gleichgeblieben sind. In der Studie von Glatt et al. nimmt
das Knochenvolumen ab Woche 12 ab. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie (iberein, in der es bei den jlingeren Mausen eine
Verschiebung der Knochenhoméostase zugunsten der Osteoklasten gab und

daraus ein erhohter Knochenabbau resultierte.

5.7 Methodische Diskussion

Das Modell des Tierversuchs, das fir diese Arbeit verwendet wurde, ist mehrfach
in anderen Studien beschrieben und etabliert und somit fiir die geplanten
Analysen gut geeignet gewesen (Alsahli et al. 2016, Muluke et al. 2016). Die
Anzahl der eingeschlossenen Tiere basierte auf Fallzahlberechnungen, die aus
einer bereits durchgefiihrten Studie ermittelt wurden (Muluke et al. 2016).

Die Verwendung von P.g. als Parodontitis induzierendes Bakterium ist in der
Grundlagenforschung anerkannt und P.g. wurde auch in einer der Studien
verwendet, die der vorliegenden Arbeit als Basis dienten (Muluke et al. 2016).
Das in der vorliegenden Studie ebenfalls ausgewahlte parodontal pathogene
Bakterium P.g. konnte im Nachhinein eine Woche nach der letzten Infektion
nicht mehr im oralen Bereich nachgewiesen werden, jedoch konnten Reaktionen
auf diesen Keim festgestellt werden. Die betreffenden Ergebnisse unter Infektion
sollten daher nicht als Akutgeschehen interpretiert werden. In einer erneuten
Versuchsreihe konnte ein zusatzlicher Zeitpunkt, der naher an der letzten
Infektion liegt, gewahlt werden, sodass man die detektierten Veranderungen

prazise auf die Manifestation des Keims zurlickfiihren kann.

Die Methode der histomorphometrischen Analyse ergab in dieser Arbeit
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eindeutige Ergebnisse. Die Schnitte konnten sehr gut analysiert und unter
gleichen Bedingungen ausgewertet werden. Artefakte beim Schneiden sind selten
aufgetreten, von fast allen Knochen konnten sehr gute Schnitte angefertigt
werden und am Ende wurden aus einer Vielzahl an Schnitten nur die ausgewahlt,
die eindeutig auswertbar waren, um bestmogliche Ergebnisse zu bekommen und

eine Vergleichbarkeit sicherzustellen.

Die TRAP-Farbung fiir die Osteoklasten war ebenso genau und basierte auf
festgelegten Protokollen der Osteoklastenanalyse (Drosatos-Tampakaki et al.
2014). Auch wenn zu sagen ist, dass die Intensitdt der Farbung in manchen
Schnitten variierte, konnten eindeutig die mehrkernigen TRAP-positiven Zellen

als Osteoklasten erkannt werden.

Die Osteocalcin-Farbung ist kritisch zu betrachten, da die Bilder des
Laserscanning-Mikroskops sich teilweise sehr stark unterschieden, obwohl
versucht wurde, immer die bestmogliche und eine kontinuierlich gleiche
Einstellung zu verwenden. So ist in manchen Bildern der Hintergrund stéarker zu
sehen als bei anderen, was die Auswertung erschwerte. Dadurch, dass die Bilder
aber von zwei unabhangigen Personen ausgewertet wurden, wurden Fehler
ausgeschlossen, die auf die subjektive Wahrnehmung zuriickzufiihren sind. Auch
wurde durch die Negativkontrollen ausgeschlossen, dass falsch positive

Ergebnisse entstehen.

Insgesamt sollten weitere Versuche durchgefiihrt werden, um zufallige
Abweichungen auf ein Minimum zu reduzieren und somit das Ergebnis
aussagekraftiger zu machen. Der Versuch konnte unter den genannten
Parametern wiederholt werden, um weitere Zeitpunkte der Analyse mit
einzubeziehen und sicherzustellen, dass die Ergebnisse nicht nur eine momentane

Situation darstellen, sondern auch auf langere Sicht hin reproduzierbar sind.

5.8 Ausblick

Mithilfe dieser tierexperimentellen Arbeit wurde nachgewiesen, dass es einen
unterschiedlichen Einfluss von gesattigten und ungesattigten Fettsduren auf den
Knochenstoffwechsel gibt. Dies wurde in dieser Arbeit systemisch anhand der

Veranderungen im Femur Gberpriift. Der nachste Schritt koénnte sein, die lokalen
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Faktoren mit einzubeziehen. Um die praventive und therapeutische
Modulierbarkeit des Wirts eingehender auf die Parodontitis zu beziehen, sollten
die hier beschriebenen Resultate mit den Veranderungen im Alveolarbereich
korreliert werden. Hier ware es sicherlich interessant, die Knochendichte des
Alveolarknochens unter den einzelnen Fettsduren zu definieren und sie mit den
systemischen Ergebnissen zu vergleichen. Auch sollte die Knochenresorption
untersucht werden, um zu erforschen, ob ein Knochenriickgang durch die
Erndhrung mit gesattigten Fettsduren schneller vorangeht und inwieweit
ungesattigte Fettsduren diesen Effekt abfangen konnen. Da die statische
Histomorphometrie in der vorliegenden Arbeit Unterschiede im zellularen
Vorkommen und der Knochenstruktur zeigen konnte, wiirde die zusatzliche
Untersuchung des Knochen-Remodelings mittels dynamischer
Histomorphometrie  weitere  Erkenntnisse liefern.  Gleichzeitig  koénnten
Mikro-CT-Untersuchungen verwendet werden, um noch genauer die Einflisse
der verschiedenen  Fettsduren auf die Knochenstruktur in  einem
drei-dimensionalen Rahmen zu definieren. Es sollten weiterhin Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die die Mechanismen beleuchten, durch die die
Verdnderungen im Knochen entstehen, wie z. B. ELISA zur Messung der
Entziindungs- und Knochenremodelingmarker oder Versuche mit Serine
palmitoyl transferase 2, um eine Ceramidakkumulation zu verhindern, damit man

feststellen kann, wie sehr sich Ceramide auf die Knochenbildung auswirken.

Interessant ware es weiterfiUhrend zu ermitteln, ob es nicht nur zwischen
gesattigten und ungesattigten Fettsduren Unterschiede gibt, sondern auch
zwischen mehrfach ungesattigten. Man koénnte das Spektrum der Fettsauren
erweitern, um einen Uberblick zu erhalten, welche fiir eine Modulation des
Knochenstoffwechsels am besten geeignet ist. Um generell auf das Thema
,Einfluss der Erndhrung auf den Knochenstoffwechsel” einzugehen, ist es
sicherlich auch von Bedeutung Untersuchungen zu den Komponenten
Kohlenhydrate, Ballaststoffe, Vitamine und Mineralien durchzufiihren. Dies passt
zum Trend der heutigen Zeit, denn das Interesse durch gesunde Erndhrung
Krankheiten vorzubeugen oder abzumildern tritt gesellschaftlich und medizinisch

vermehrt in den Fokus.



6 Schlussfolgerungen 61

6 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war es, die systemischen Auswirkungen der hochfetthaltigen
Ernadhrung unter Normalgewicht naher zu beleuchten. Es wurde festgestellt, dass
eine Modulierbarkeit des Wirts durch Fettsauren auch unter Normalgewicht
besteht. Auch ohne den Faktor Adipositas gab es Veranderungen in der
Knochendichte, die allein auf die Zufuhr von gesattigter oder ungesattigter

Fettsaure zuriickzufiihren sind.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Auswirkungen der Erndhrung auf die
Effekte der Osteoklasten hoher liegen als auf den Osteoblasten. Das sieht man
daran, dass es bei den Osteoblasten temporar keine signifikanten Verdnderungen
unter den Erndhrungen gab. Osteoklasten bilden moglicherweise die reaktivere
Zellgruppe. Dies steht im Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen, wo das
Osteoklastenvorkommen nach Infektion unter der gesattigten Fettsaure

angestiegen ist und unter der ungesattigten nicht.

Ein weiteres Ziel war es, den Unterschied der Auswirkung von gesattigten vs.
ungesattigten Fettsduren herauszustellen. Durch diese Studie wird vorlaufig
bestatigt, dass sich die einfach ungesattigte Fettsaure Olsaure positiver auf die
Knochendichte auswirkt als die gesattigte Palmitinsaure. Die ausgleichende
Wirkung in der Wechseldiat von gesattigter und ungesattigter Fettsaure wird
bestatigt, denn nach der Wechseldiat war die Knochendichte nicht anders als
unter normaler oder reiner OA-Ernadhrung. Also kann man sagen, dass die

schadlichen Einflisse von PA durch OA-Aufnahme abgefangen werden kénnen.

In Hinblick auf die Entstehung und Progression von Parodontitis kénnen keine
eindeutigen Aussagen gemacht werden, da die Infektion schon eine Woche
zuriick lag und in der vorliegenden Arbeit nur eine statische Analyse
durchgefiihrt wurde. Es konnte dennoch gezeigt werden, dass die Anzahl der
Osteoklasten nach Infektion unter der gesattigten Fettsiure ansteigt, was darauf
hindeutet, dass durch PA ein Wirt eher zu einer Parodontitis neigt. Alles in

allem hat sich die mediterrane Ernahrung als gesiinder erwiesen als die westliche
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mit gesattigten Fettsduren. Dadurch ware es als PraventionsmaBnahme oder als
Therapieansatz denkbar, den Patienten, wenn sie schon nicht ganzlich auf Fette
im Essen verzichten wollen, zu raten, dass sie anstatt auf gesattigte eher auf
ungesattigte Fettsduren im Essen zuriickgreifen sollten. Auch nach vorheriger
westlicher Erndhrung ist ein Wechsel auf ungesattigte Fettsauren sinnvoll, da die
Veranderungen von gesattigten durch ungesattigte Fettsauren ausgeglichen
werden konnen. Damit wurde bewiesen, dass die Fettsauren in der Erndhrung
auch unter Normalgewicht einen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel
aufweisen, nicht nur unter Adipositas. Es wurde erfasst, dass ungesattigte
Fettsauren auch unter Normalgewicht eine gesundheitsfordernde Bedeutung fiir
den Knochenstoffwechsel haben, die gesattigten Fettsduren wirken dagegen

gesundheitsmindernd.

Die Ergebnisse der Studie bekraftigen die Annahme, dass durch
Erndhrungsumstellung von gesattigter auf ungesattigter Fettsdure der
Knochenstoffwechsel positiv beeinflusst werden kann. Diese Erkenntnisse kdnnen
als Grundlage fir die Erforschung von praventiven und therapeutischen

MaBnahmen bei Parodontitis dienen.
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