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Bone-Formation Rate and Bone-Resorption
Rate in Renal Insufficiency
An Experimental Study on the Pathogenesis of Renal Osteopathy

Summary. Bone-formation rate and bone-resorption rate were measured with a tetracycline
and alizarin red labelling technique in rats with acute renal insufficiency (°/;-nephrectomy). In
short term experiments (72 h and 6 d) bone-formation rate is significantly reduced (—22%)
in %/g-nephrectomized animals as compared with sham-operated, pair-fed controls. The reduc-
tion of the bone-formation rate was no longer significant in parathyroidectomized animals
with renal insufficiency. The reduction is not caused by acidosis and elevation of serum
urea (NH,Cl-acidosis and administration of urea in drinking water).

In spite of the hyperplasia of the parathyroid glands and the increase of osteoclasts in
uremic rats the rate of bone resorption was somewhat decreased in 6 day experiments. This
result suggests that bone resorption in renal insufficiency is reduced at the cellular level.

Zusammenfassung. An 5/¢-nephrektomierten Ratten mit akuter Niereninsuffizienz wurden
Knochenbildung und Knochenresorption durch Tetracyclin- und Alizarin Rot-Markierung
quantitativ bestimmt. Die Knochenbildung ist im Kurzzeitversuch (72 Std bzw. 6 Tage) bei
5/c-nephrektomierten Ratten gegeniiber scheinoperierten und paargefiitterten Kontrolltieren
hochsignifikant reduziert (22% bzw. 16,6%). Ein Riickgang der Knochenbildung kann unab-
héngig von einer Niereninsuffizienz durch exogen ausgeloste Acidose (NH,CI) oder Serum-
Harnstofferhshung (Harnstoff im Trinkwasser) nicht hervorgerufen werden. Es wird daraus
geschlossen, daB metabolische Acidose und Azotdmie auf die bei Ratten mit akuter Nieren-
insuffizienz nachgewiesene Reduktion der Knochenbildung keinen Einfluff haben. Eine ge-
ringe Reduktion der Knochenbildung um 6% nach 5/-Nephrektomie 148t sich bei para-
thyreoidektomierten Tieren statistisch nicht sichern. Da die Resorptionsrate bei ®/s-nephrek-
tomierten Ratten wihrend einer Versuchsdauer von 6 Tagen trotz einer Hyperplasie der
Nebenschilddriisen mit Vermehrung der Osteoklasten nicht gesteigert ist, mul} die cellulére
Resorptionsleistung der Osteoklasten bei Ratten mit akuter Niereninsuffizienz gedrosselt sein.

Ostitis fibrosa und Osteomalacie, die das morphologische Bild der urimischen
Osteopathie prigen (Ginzler u. Jaffe, 1941; Follis u. Jackson, 1943; Ammann,
1962; Garner u. Ball, 1966; Krempien et al., 1971), werden formal durch eine
Anderung der Knochenbildung und des Knochenabbaues hervorgerufen. Beide
Vorgiinge lassen sich in weitere Teilvorgidnge aufgliedern; die Knochenbildung
in Matrixsynthese und Mineralisation, der Knochenabbau in Entmineralisation
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und Matrixabbau. Quantitative Bestimmungen der An- und Abbauvorginge im
Skelet bei Urdmie sind bislang nur von Jaworski et al. (1969), Sarnsethiri et al.
(1969) und von Villanueva et al. (1970) durchgefiihrt worden. Die Frage, in welcher
Weise die Teilvorginge der Knochenbildung und des Knochenabbaues an der
Pathogenese der urdmischen Osteopathie beteiligt sind, ist bislang nicht naher
gepriift worden. Wir haben deshalb versucht, sie in einer Reihe tierexperimen-
teller Untersuchungen quantitativ zu bestimmen (Krempien u. Ritz, 1970a und b,
1971a und b; Ritz et al., 1970, 19712 und b; Krempien et al., 1972). Im folgenden
soll iiber quantitative Bestimmungen der Knochenbildung und der Knochen-
resorption bei urdmischen Ratten mit experimentell ausgeléster Niereninsuffizienz
berichtet werden.

Quantitative Bestimmungen der Knochenbildung lassen sich durch Anwendung fluores-
cierender Substanzen, die intra vitam in den neugebildeten Knochen eingebaut werden, mit
groBer Genauigkeit durchfithren, wenn die markierenden Substanzen die Knochenbildung
toxisch nicht beeinflussen und wenn sie nur durch Resorptionsvorginge aus dem Knochen
wieder herausgelost werden. Tetracycline und Alizarin Rot erfillen in niedriger Dosierung
diese Anforderungen (Milch et al., 1957; Ghosez, 1959; Frost, 1963, 1969; Adkins, 1965; Gre-
gor u. Clark, 1965; Kémmerer u. Eger, 1965; Saxen, 1965; Eger et al., 1967; Hong et al., 1968;
Olerud u. Lorenzi, 1970).

Baylink et al. (1969, 1970) haben fiir die Bestimmung der Knochenbildung im Tierversuch
ein sehr einfaches Modell angegeben. Durch die Injektion von Tetracyclin in Abstinden
von 8 Std konnten sie an der Tibiadiaphyse wachsender Ratten im Bereich der peri- und
endostalen Appositionszonen breite, homogen markierte Siume erzeugen. Aus dem Nachweis
verschiedenfarbig fluorescierender Banden, die sie nach wechselnder Applikation von Tetra-
cyelin und Alizarin Rot erhalten hatten, konnten sie sichern, daB der markierte neugebildete
Knochen im Bereich der Tibiadiaphysenmitte wihrend einer Versuchszeit von 10 Tagen voll
erhalten bleibt, ohne durch Resorptionsvorgiinge wieder reduziert zu werden. Da sie nach-
weisen konnten, dafl auBerhalb der end- und periostalen Appositionszonen im Bereich der
Tibiadiaphyse keine weitere nennenswerte Knochenbildung statthat, darf der markierte
Knochen fiir Versuchszeiten unter 10 Tagen mit der Knochenbildungsrate gleichgesetzt
werden. Die folgenden Untersuchungen zur Knochenbildung bei urdmischen Tieren fithrten wir
mit Hilfe dieses Modelles durch. Um den EinfluB einer unterschiedlichen Wachstumsintensitét
der Versuchstiere auf das Ergebnis zu eliminieren, wurden die Untersuchungen in einer
zweiten Versuchsreihe mit Hilfe einer Tetracyclin-Alizarin-Doppelmarkierung am gleichen
Tier vor und nach /¢-Nephrektomie durchgefithrt. Durch gleichlaufende Untersuchungen an
scheinoperierten Kontrolltieren sollte der Einfluf des Operationstraumas bestimmt werden.
Durch Untersuchungen an parathyreoidektomierten Tieren und an Tieren mit einer exogen
ausgeldsten Acidose und Serum-Harnstofferhshung wollten wir priifen, welchen EinfluB der
sekundére Hyperparathyreoidismus, die metabolische Acidose und die Azot#mie unabhéingig
von einer bestehenden Niereninsuffizienz in dem von uns benutzten Versuchsmodell auf die
Knochenbildung ausiiben.

Die Nebenschilddriisen sind im Tierexperiment bereits nach kurzdauernder
Niereninsuffizienz vergréBert und aktiviert (Pappenheimer, 1936; Eger, 1937,
1940, 1942; Baker, 1960; Jastak et al., 1968). Beim Menschen ist der Serum-
Parathormonspiegel schon bei geringer Einschrénkung der Nierenfunktion ge-
steigert (Reiss u. Canterbury, 1969). Die Zahl der Osteoklasten ist bei der Ratte
6 Std nach Nephrektomie in der Femurmetaphyse erhoht (Toft u. Talmage,
1961). An einem Zusammenhang zwischen Niereninsuffizienz, Hyperplasie der
Nebenschilddriisen und einer Osteoklastenvermehrung besteht seit den Unter-
suchungen von Bodanski et al. (1930), Rutishauser (1932, 1936), Mach und Rutis-
hauser (1937) und Eger (1942) kein Zweifel mehr. Die Frage, ob die Vermehrung
der Osteoklasten mit einer entsprechenden Steigerung der Resorptionsrate ein-
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hergeht, ist fiir tierexperimentelle Untersuchungen offen. Fine Anderung der
Resorptionsrate durch eine experimentell ausgeléste Niereninsuffizienz suchten
wir durch Bestimmung der MarkraumgroBe in der Tibiadiaphyse zu erfassen. Da
die Markhohle sich allein durch endostale Resorption zu vergréBern vermag, wird
eine Anderung der Resorptionsrate an der Tibiadiaphyse in einer Anderung der
MarkraumgroBle erkennbar werden miissen.

Material und Methodik

Allgemeines. Die tierexperimentellen Untersuchungen fithrten wir am Modell der 5/s-nephrek-
tomierten Ratte durch. Als Versuchstiere dienten wachsende, 80—120 g schwere mé#nnliche
Wistar-Ratten. Die 3/-Nephrektomie (°/;-NX) der Versuchstiere (U) wurde in einer Sitzung
nach einer von Morrison (1966) angegebenen Methode in Athernarkose ausgefithrt: nach
medianer Durchtrennung des Riickenfelles und paravertebraler Spaltung der Riickenmuskula-
tur wurden auf beiden Seiten die Nieren freigelegt und unter weitgehender Schonung der
Nebennieren entkapselt. Die rechte Niere wurde nach Unterbindung des Ureters und der
HilusgefiBe entfernt. Die linke Niere wurde durch Resektion des unteren und oberen Poles
auf ein Drittel reduziert. AnschlieBend wurden Riickenmuskulatur und Riickenfell durch
Einzelknopfnihte sorgfiltic wieder verschlossen. Alle Kontrolltiere (Ko) wurden schein-
operiert (Flankenschnitt mit Freilegen und Entkapseln beider Nieren). Um eine Verfalschung
der Untersuchungsergebnisse durch einen Hungereffekt zu vermeiden, wurden alle Tiere
wihrend der Versuche paargefiittert (Altromin®: 1370 mg Ca, 935 mg P, 100 IE Vitamin D/
100 g; Fa. Altromin Lage. Trinkung mit Leitungswasser). Der Gewichtszuwachs der Tiere
wurde téglich kontrolliert.

Gleiche Untersuchungen nahmen wir an parathyreoidektomierten Ratten ohne (PTX)
und mit 5/,-Nephrektomie (PTN) vor. Die Parathyreoidektomie fihrten wir in Athernarkose
mit einem Thermokauter nach Priparation der Schilddriise durch. Den Operationserfolg
bestimmten wir durch Kontrolle der Serum-Calciumspiegel aus dem Blut hungernder Tiere
mittels Atomabsorptions-Spektrophotometrie (Perkin Elmer; Blutentnahme aus dem Plexus
orbitalis). Die Tiere wurden auf Drahtrosten gehalten und hatten keine Gelegenheit, Spreu
oder Faeces zu fressen. Nur Tiere mit einem sicheren Abfall des Serum-Calciumspiegels
um mindestens 1,8 mg-% wurden zu weiteren Versuchen herangezogen (Serum-Calcium bei
Kontrolltieren: 9,17 mg- %, nach Kauterisierung der Schilddrise: 9,11 [1,11] mg- % ; Versuchs-
tiere nach Parathyreoidektomie: 5,2 [0,83] mg-%).

Intensitit und Verlauf der durch 3/--Nephrektomie ausgelsten Niereninsuffizienz be-
stimmten wir durch fortlaufende Kontrolle der Serum-Harnstoffwerte (Blutentnahme aus
dem Plexus orbitalis; enzymatische Methode, Fa. Boehringer, Mannheim): Serum-Harnstoff-
werte 1 Tag nach 3/,-NX: Ko 52,18 (4,2) mg-%, U 116,61 (20,9); 3 Tage nach 3/-NX:
Ko 38,8 (8,4) mg-%, U 135,81 (27,6); 8 Tage nach %/-NX: Ko 38,8 (5.4) mg-%, U 121,8
(24,2).

Die quantitativen Untersuchungen wurden an der rechten und linken Tibia der Tiere
vorgenomimen.

Tierversuche

@) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung und der Resorplionsrate
an wachsenden Ratten mit akuter Niereninsuffizienz
durch kontinuierliche Tetracyclinmarkierung

100 g schwere ménnliche Wistar-Ratten erhielten 24 Std nach #/;-NX oder Scheinoperation
iiber einen Zeitraum von 6 Tagen Oxytetracyelin in einer Dosis von 5 mg/kg Koérpergewicht
in Intervallen von 8 Std i.p. appliziert. Am 6. Tag nach Markierungsbeginn, 8 Std nach der
letzten Tetracyclininjektion, wurden alle Tiere in Athernarkose getétet, ihre Tibien entfernt,
von den Weichteilen befreit und in Methylmetacrylat eingebettet. Aus jeder Tibiadiaphyse
wurden in Hohe der Tibia-Fibula-Verbindung mit einer Mikrostige 3 aufeinanderfolgende
Sigeschnitte abgetrennt und von Hand auf eine Stéirke von 70y herabgeschliffen. Die
Schliffstdrke wurde mit einem Feintaster kontrolliert. Alle Schliffe wurden in Durchlicht-
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fluorescenz (Filter BG 12,5 mm; K 530) photographiert und die durch Tetracyclin markierten
peri- und endostalen Sédume in einer EndvergroBerung von 1:300 planimetrisch bestimmt.
Alle Messungen wurden an 3 Schliffen der rechten und linken Tibia von je 7 Versuchstieren
und von 7 Kontrolltieren vorgenommen. Die Irrtumswahrscheinlichkeit der MeBergebnisse
wurde durch teilhierarchische zweifache Varianzanalyse aus den Einzelwerten eines jeden
Tieres errechnet.

Die Bestimmung der Resorptionsrate durch Messung der MarkraumgroBe ist nur dann
méglich, wenn fiir einen bestimmten Untersuchungszeitraum auch die endostale Knochen-
apposition bekannt ist. Sie wurde durch die kontinuierliche Tetracyclinmarkierung iber
6 Tage gemessen. Um die Knochenresorption voll zu erfassen, zogen wir die durch Tetra-
cyclin markierte endostale Knochenfliche — als Ausdruck der im gleichen Zeitraum neu-
gebildeten Knochenfliche — in die Berechnung der Resorptionsrate mit ein. Die Resorptions-
rate ergab sich danach wie folgt: Resorptionsrate im Bereich des Endostes = Markraum-
groBe zu Versuchsende + endostale Knochenapposition.

b) Bestimmung der Knochenbildung an urdmischen Ratten
nach Parathyreoidektomie, wnier den Bedingungen einer exogen ausgeldsten
Acidose und Azotimie durch Tetracyclin- Alizarin- Doppelmarkierung

Versuchsgruppe I. 100 g schwere ménnliche Wistar-Ratten erhielten iiber einen Zeitraum
von 72 Std in Intervallen von 8 Std Oxytetracyclin in Dosen von 5 mg/kg Korpergewicht
i.p. injiziert. 72 Std nach Markierungsbeginn wurden die Tiere 5/¢-nephrektomiert oder
scheinoperiert. Vom Ende der Operation an, 8 Std nach der letzten Tetracyclininjektion,
wurden alle Tiere tiber einen zweiten Zeitraum von 72 Std mit Alizarin Rot S in Dosen von
5 mg/kg Korpergewicht in Absténden von 8 Std markiert.

Versuchsgruppe I1. 100 g schwere mannliche Wistar-Ratten wurden 24 Std nach erfolg-
reicher Parathyreoidektomie wie zuvor itber 72 Std mit Tetracyclin, sodann nach 5/;-NX
oder Scheinoperation itber weitere 72 Std mit Alizarin Rot S markiert.

Versuchsgruppe I11. 80 g schwere ménnliche Wistar-Ratten erhielten in gleicher Ver-
suchsanordnung nach einer Tetracyclinmarkierung {iber 72 Std itber einen zweiten Zeitraum
von 72 Std peroral NH,CI (0,75 M). Gleichzeitig wurden sie mit Alizarin Rot S markiert.

Versuchsgruppe IV. 80 g schwere ménnliche Wistar-Ratten erhielten nach einer Tetra-
cyclinmarkierung tiber 72 Std weitere 72 Std lang 3000 mg- % Harnstoff mit dem Trinkwasser
zu saufen und wurden dabei wiederum mit Alizarin Rot S markiert. Die durch Harnstoff-
zugabe zum Trinkwasser erreichte Erhohung der Serum-Harnstoffspiegel betrug 450 mg-%.
Gleichschwere Tiere mit einer Tetracyelin-Alizarin-Doppel-Markierung ohne Gabe von NH,Cl
oder Harnstoff dienten in den Versuchsgruppen 11T und IV als Kontrollen.

Alle Tiere wurden 144 Std nach Versuchsbeginn und 8 Std nach der letzten Alizarin-
Injektion in Athernarkose getétet. Ihre Tibien wurden entfernt und in Methylmetacrylat
eingebettet. An 3 aufeinanderfolgenden Ségeschliffen aus der Mitte der rechten und linken
Tibiadiaphyse wurden die durch Tetracyelin und Alizarin im UV-Licht kriftig gelb und
rot fluorescierenden, sich scharf gegeneinander abgrenzenden Sdume mit Hilfe eines Ocular-
mikrometers an 8 fixen Punkten im Bereich der periostalen Appositionszonen gemessen.
Die mittlere lineare Appositionsrate ergab sich aus der Summe der Einzelwerte beider
Tibien eines jeden Tieres. Die statistische Priifung der Ergebnisse erfolgte durch Varianz-
analyse (hierarchisches Modell mit 2 Faktoren und 3 Klassen) aus den an 3 Schliffen der
linken Tibiadiaphyse erhobenen Einzelmefiwerten von je 7 Versuchs- und 7 Kontrolltieren.

Alle Ergebnisse sind in Tabellet und 2 als Mittelwerte mit Standardabweichungen
zusammengefat.

Ergebnisse

a) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung und der Resorpiionsrate

Das Ergebnis der quantitativen Auswertung ist in Tabelle 1 zusammengefaft.
Das Korpergewicht der Versuchs- und Kontrolltiere unterscheidet sich nach Paar-
fiitterung am Versuchsende nicht. Die durch Tetracyclin markierte Knochenfliche
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der Kontrolltiere ist um 14 % groBer als die der urdmischen Versuchstiere. Setzt
man die markierte Knochenfliche in Relation zur Tibiagesamtschnittfliche, um
geringe GroBenunterschiede zwischen den Tibien auszugleichen, dann wird der
Unterschied mit 16,5% zwischen Kontrolltieren und urdmischen Versuchstieren
noch deutlicher. Er ist mit p < 0,05 signifikant. Die Abb. 1a und b zeigen den
Befund. Die MarkraumgréBe urdmischer Versuchstiere und scheinoperierter Kon-
trolltiere 148t nach einer Versuchsdauer von 6 Tagen keinen Unterschied erkennen.

Tabelle 1. Zusammenfassung der MeBergebnisse nach einer iber 6 Tage durchgefithrten
kontinuierlichen Tetracyclinmarkierung bei wachsenden Ratten mit und ohne 5/;-Nephrek-
tomie (Mittelwerte mit Standardabweichungen)

Ko 5/¢-NX % - Signi-
Anderung?® fikanzP
Tierzahl 7 7 — —
Tiergewicht (in g) 119 (6) 120 (5) — —
Markierte Knochenflache 0,352 (0,064) 0,268 (0,041) 14,0% p<<0,05
(in mm?)
Markierte Knochenfliche 0,114 (0,044) 0,084 (0,023) 16,5% p<0,05

(in mm?2/ Knochenfliche in mm?)

Markraum (+ markierte endo- 0,293 (0,039) 0,289 (0,044) — —
stale Knochenfliche) in mm?/
Tibiagesamtschnittfliche in mm?

a Kontrolltiere gegen Versuchstiere.
b Trrtumswahrscheinlichkeit errechnet durch teilhierarchische zweifache Varianzanalyse.

b) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung bei wrdmischen Ratten
mit und ohne Parathyreoidektomie, nach exogener Acidose
und exogener Serum-Harnstofferhbhung

Die mittlere Breite der mit Alizarin Rot S nach 3/;-NX markierten Sdume ist um
22 % geringer als die mittlere Saumbreite der vor 3/-NX an gleichen Tieren wihrend
eines gleich langen Versuchszeitraumes erzeugten Tetracyclinmarkierung (Abb. 2).
Zwischen der mittleren Saumbreite der an scheinoperierten Kontrolltieren ge-
messenen mittleren Tetracyclin- und Alizarinmarkierung ist ein Unterschied im
Gegensatz dazu nicht erkennbar (Tabelle 2). Die Signifikanz der in der Urdmie
gemessenen Reduktion ist mit p<<0,01 gegeben: Ko vor Scheinoperation 16,7
(2,9) p., nach Scheinoperation 16,5 (3,1) u; U vor 3/-NX 16,8 (2,3) &, nach 5/-NX
13,1 (1,4) p.

Bei den parathyreoidektomierten Tieren ist die Saumbreite gegeniiber den
Kontrolltieren der Versuchsgruppe I ohne Parathyreoidektomie deutlich reduziert:
mittlere Saumbreite Ko 16,7 (2,9) p, PTX 12,8 (2,7) £ =23,5%. Bei den para-
thyreoidektomierten Tieren kommt es nach zusétzlicher %/-NX (PTN) zu einem
weiteren geringgradigen Riickgang der mittleren Saumbreite um 6%, der bei den
parathyreoidektomierten Kontrolltieren (PTX) nicht auftritt. Dieser Riickgang
148t sich statistisch aber nicht sichern: PTX vor Scheinoperation 12,8 (2,7) v,
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Abb. 1a u. b. Querschnitte durch die Tibiadiaphyse. a Kontrolltier mit breiter peri- und

endostaler tetracyclinmarkierter Apposition. b Versuchstier 7 Tage nach 5/;-Nephrektomie.

Deutlich geringere end- und periostale Knochenapposition. 50y starker Knochenschliff.
Durchlichtfluorescenz. Vergr. 1:10

Abb. 2. Periostale Appositionszone aus einem Querschnitt durch die Tibiadiaphyse mit Tetra-

cyclin- (innen) und Alizarin Rot- (aullen) Doppelmarkierung. Merkliche Reduktion der nach

5/g-Nephrektomie wihrend 72 Std erzeugten Alizarin-Markierung gegeniiber einer wéhrend

72 Std vor 5/;-Nephrektomie erzeugten Tetracyclinmarkierung. Knochendinnschliff 50 .
Durchlichtfluorescenz. Vergr. 1:100

nach Scheinoperation 12,5 (1,5) u; PTN vor 5/,-NX 13,1 (2,8) u, nach 3/-NX
12,3 (2,8) u, p=0,1.

Unter einer exogen durch perorale Gabe von NH,Cl ausgelosten Acidose und
einer durch Harnstoffzugabe zum Trinkwasser herbeigefiihrten Harnstofferhohung
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Tabelle 2. Bestimmung der linearen Knochenapposition an der Tibiadiaphyse wachsender
Ratten durch Tetracyclin-Alizarin-Doppelmarkierung (mittlere Saumbreite mit Standard-

abweichungen)
Versuchsgruppe Tier- Tetracyeclin, Alizarin, Signifikanz
zahl mittlere mittlere %-Anderung
Saumbreite Saumbreite
I Ko 7 16,7 (2,9) u 16,5 (3,1) u —
U 7 16,8 (2,3) 13,1 (1,4) w »< 0,01
—22%
11 PTX 7 12,8 (2,7) u 12,5 (1,5) —
PTN 7 13,1 (2,8) w 12,3 (2,8) n p=0,1
—6%
IIT Ko 14 24,9 (4,0) p 25,8 (4,9) w -
Acidose 14 244 (44) n 25,2 (4,9) u —
v Harnstoff 14 24,5 (4,4) 25,0 (4,5) —

im Serum kommt es zu keiner Anderung der mittleren Saumbreiten (Tabelle 2).
Die allgemein groflere Saumbreite der Versuchsgruppen III und 1V gegeniiber
den Gruppen I und II erklart sich durch das geringere Lebensalter der nur 80 g
schweren Tiere in Gruppe ITT und IV mit einer gréferen Wachstumsintensitat.

Diskussion der Ergebnisse

Die quantitativen Untersuchungen zur Knochenbildung und zur Resorption
unter den Bedingungen einer experimentell ausgelosten Niereninsuffizienz haben
wir mit den fluorescierenden Farbstoffen Tetracyclin und Alzarin Rot S durchge-
fahrt. Beide Farbstoffe werden in die Appositionszonen des Knochens eingebaut
(Ghosez, 1959; Gregor u. Clark, 1965). Da sie erst durch eine Destruktion des
markierten Knochens wieder herausgelést werden, sind sie fir morphologische
Untersuchungen von Wachstums- und Umbauvorgingen im Knochen gut geeignet.
Die Halbwertszeit von Oxytetracyclin betrdgt im Organismus nach Unter-
suchungen von Merier et al. (1970) 9,3 Std. Durch die Applikation des Farhstoffes
in kurzen Intervallen (8 Std) 148t sich deshalb eine kontinuierliche Markierung
des neugebildeten Knochengewebes erreichen. Die planimetrische Bestimmung der
markierten Knochenflichen oder die Messung der mit Tetracyclin oder Alizarin
markierten Saumbreiten gibt die Knochenbildung/Zeit an. Da die in unseren
Versuchen verwandten Substanzen in héherer Dosierung toxisch wirken und die
Knochenbildung hemmen (Hong et al., 1968}, wurde eine niedrige Dosierung von
uns eingehalten. Dies ist vor allem bei Untersuchungen an urdmischen Tieren
wichtig, weil die Halbwertszeit des Oxytetracyclins von der GroBle des Glome-
rulumfiltrates abhangig ist und bei Oligo- Anurie von normal 9,3 Std auf etwa 66 Std
verlangert sein kann (Merrier et al., 1970). Durch die 5/,-Nephrektomie steigt der
Serum-Harnstoffspiegel auf durchschnittlich 110 mg-% an. Die Serum-Kreatinin-
spiegel sind mit 2 mg- % kaum erhdht (Schaefer ot al., 1971), so daB eine stirker-
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gradige Reduktion des Glomerulumfiltrates fiir das von uns benutzte Versuchs-
modell ausgeschlossen werden kann.

Die quantitative Bestimmung der Knochenbildung bei wachsenden Ratten
laBt erkennen, dall unter den Bedingungen der experimentell durch 5/;-Nephrek-
tomie ausgeldsten Niereninsuffizienz die Knochenbildung deutlich zuriickgeht (Ta-
belle 1 und 2, Abb. 1a und b, Abb. 2). Ein einfacher Hungereffekt oder das mit
der ®/-Nephrektomie zweifellos verbundene Operationstrauma lassen sich als Ur-
sache der reduzierten Knochenbildung ausschlieBen, da alle Tiere wahrend der
Versuche streng paargefiittert, die Kontrolltiere zudem einer ausgedehnten Schein-
operation unterworfen waren. Die Effizienz der Paarfiitterung wurde durch tég-
liche Bestimmung der Tiergewichte kontrolliert. Da die mittlere Saumbreite der
Kontrolltiere vor und nach Scheinoperation gleich ist (Tabelle 2), kann der Ein-
fluB des Operationstraumas auf die Saumbreite fir gering erachtet und die
Reduktion der Knochenbildung als die Folge der Niereninsuffizienz angesehen
werden.

Eine Reduktion der Knochenbildung kann rein formal durch eine Reihe ver-
schiedenartiger Storungen hervorgerufen werden: sie kénnte die Folge einer redu-
zierten Matrixbildung sein, die einen Riickgang der Mineralisationsrate einfach
nach sich zieht. Eine Mineralisationsstorung kénnte auch unabhingig von einer
Alteration der Matrixsynthese auftreten. SchlieBlich wire es denkbar, daB in der
Urdmie eine qualitative Anderung der Matrix eine Mineralisation verhindert. Der
genaue Ort der Tetracyclinbindung im Knochen ist unbekannt (Gregor u. Clark,
1965). Folgt man der Vorstellung, nach der die Tetracycline eine Chelatbindung
mit Ca-Ionen eingehen (Hikkinen u. Lindgren, 1963), dann wird man den Be-
fund einer reduzierten Tetracyclinmarkierung des neugebildeten Knochengewebes
in der Urdmie als Ausdruck einer Mineralisationsstorung verstehen diirfen. Miin-
zenberg (1970), Miinzenberg und Réssler (1970) haben kiirzlich die Vorstellung
vertreten, eine Tetracyclinmarkierung des Knochens zeige lediglich ein minerali-
sationsfihiges Kollagen, nicht aber seine Mineralisation an. Gregor und Clark
(1965) konnten nachweisen, dal Tetracycline zu einer Zeit in die Appositions-
zonen des Knochens eingelagert werden, zu der die Osteoblasten organische
Matrix synthetisieren. Sie konnten aus den Réhrenknochen von Kaninchen eine
fluorescierende EiweiBfraktion isolieren, die nicht aus Kollagen oder Mucopoly-
sacchariden besteht. Die Reduktion der Tetracyclinmarkierung bei urdmischen
Tieren konnte somit durchaus auch Ausdruck einer gestérten Matrixbildung sein.

In eigenen experimentellen Untersuchungen zur Matrixsynthese bei urdmischen
Ratten haben wir im Skelet eine Reduktion der Kollagensynthese und der
Synthese saurer Mucopolysaccharide nachweisen kénnen (Krempien u. Ritz, 1970,
1971a und b; Krempien et al., 1972; Ritz et al., in Vorbereitung). Die Reduktion
der Knochenbildung bei urdmischen Ratten finde durch diesen Befund durchaus
ihre Erkldrung. Eine Mineralisation von neugebildeter Knochenmatrix tritt erst
nach Ablaut einer ,,Osteoidreifungszeit ein. Sie betrigt bei der Ratte 10 Tage
(Baylink et al., 1970). Die dabei ablaufenden Prozesse sind bislang nicht niher
bekannt, doch spielt der Abbau der sauren Mucopolysaccharide, der nach Unter-
suchungen von Dulce (1960a und b) und Eger (1963) neben der Phosphatan-
reicherung als lokaler Faktor der Verkalkung gelten kann, dabei eine zentrale
Rolle. Der Abbau der sauren Mucopolysaccharide ist bei urdmischen Ratten deut-
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lich verzégert (Krempien u. Ritz, 1971; Krempien, 1972). Seine mégliche Be-
deutung fur die Pathogenese der urdmischen Osteopathie, in Sonderheit der
Osteomalacie liegt nahe und ist das Ziel weiterer Untersuchungen.

Die urdmische Osteomalacie ist morphologischer Ausdruck eines Mineralisa-
tionsblockes, durch den die Verkalkung der neugebildeten Knochenmatrix unter-
bleibt. Thre Ursache ist — neben einer moglichen Storung des Mucopoly-
saccharid- Stoffwechsels — vor allem in einer Stérung der biologischen Vitamin D-
Wirkung in der Urdmie (urdmische Vitamin D-Resistenz) zu suchen. Zu den
frithesten Storungen, die nach Beginn einer Niereninsuffizienz bislang nachge-
wiesen werden konnten, gehort eine Stérung der intestinalen Caleiumresorption.
Eine Calciummalabsorption 146t sich im Tierexperiment an der Ratte schon 6 Std
nach 5/;-Nephrektomie nachweisen (Ritz, 1971 ; Spannagel et al., 1971). Die enterale
Calciumresorption ist an eine Reihe Vitamin D-abhingiger Vorginge gebunden:
Wasserman und Taylor (1966, 1968, 1969) haben in der Dinndarmmucosa die
Bildung eines Calcium-bindenden Proteines nachgewiesen. Seine Synthese ist bei
urdmischen Ratten 6 Std nach Nephrektomie signifikant reduziert (Ritz, 1971).
Die fiir die enterale Calciumresorption wichtige Adenosintriphosphatase, die von
Martin et al. (1969) im Biirstensaum der Dinndarmepithelien gefunden wurde,
und das cyclische Adenosin-Monophosphat sind von einem Vitamin D-induzierten
Faktor abhingig (Harrison u. Harrison, 1970). Die urdmische Vitamin D-Resi-
stenz, deren Pathogenese im einzelnen noch offen ist (Schaefer et al., 1971a
und b), kann iber diese Faktoren die intestinale Calciumresorption beeinfluBen.
Die urdmische Vitamin D-Resistenz 148t sich im Tierexperiment auch am Kno-
chen nachweisen. Sie ist dort unabhéngig von der intestinalen Calciummal-
absorption. Die Mineralisation des Skeletes ist ein celluldrer Vorgang, der durch
Vitamin D direkt beeinfluft wird (Fourman u. Royer, 1968). Es ist deshalb
durchaus moglich, dal in der Urdmie am Knochen friihzeitig eine #dhnliche
Storung im Calciumtransport wie am Darm auftritt. Die Frage, welche Storung
der Knochenbildung (Reduktion der Matrixbildung, Stérung der Mineralisation
oder Umsatzstérung der Mucopolysaccharide mit nachfolgender Hemmung der
Mineralisation) den im vorliegenden Tierversuch erhobenen Befund einer redu-
zierten Knochenbildung urdmischer Ratten erklirt, mul vorerst offen bleiben.

Bei den parathyreoidektomierten Tieren fithrt die Urdmie zu einem gering-
gradigen Riickgang der Knochenbildung um 6%, der sich statistisch aber nicht
sichern 146t (Tabelle 2). Dieser Befund kann dafiir sprechen, dal der Riickgang
der Knochenbildung in der Urdmie an die Funktion der Nebenschilddriisen ge-
bunden ist und vielleicht die Folge eines sekundéiren Hyperparathyreoidismus
darstellt. Die Nebenschilddriisen sind im Tierexperiment schon nach kurzdauern-
der Niereninsuffizienz aktiviert (Pappenheimer, 1936; Eger, 1942; Baker, 1960;
Jastak et al., 1968). Untersuchungen von Jaworski et al. (1969), Sarnsethiri et al.
(1969) und Villanueva et al. (1970) mit Tetracyclinmarkierungen an den Rippen
urdmischer Patienten mit sekundérem Hyperparathyreoidismus und von Patien-
ten mit primérem Hyperparathyreoidismus scheinen einen Zusammenhang zwi-
schen der Uberfunktion der Nebenschilddriisen und der Reduktion der Knochen-
bildung zu bestéitigen, da die Knochenbildung bei allen Patienten reduziert war.

Die metabolische Acidose wurde immer wieder als Ursache der urdmischen
Osteopathie diskutiert (Ginzler u. Jaffe, 1941; Ammann, 1962; Leman, 1969;
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Lennon, 1969). Die bei Niereninsuffizienz retinierten Saduredquivalente werden
vermutlich durch das Skeletcalcium abgepuffert (Litzow et al., 1967). Experi-
mentelle Untersuchungen von Barzel (1970), Barzel und Jowsey (1970) sprechen
gegen einen ursichlichen Zusammenhang zwischen Acidose und urdmischer Osteo-
pathie, da es durch chronische H,Cl-Acidose beim Versuchstier nicht gelingt, eine
der urdmischen Osteopathie gleichende Skeletterkrankung zu erzeugen. Experi-
mentelle Untersuchungen zur Matrixsynthese bei Acidose haben keine Reduktion
ergeben (Ritz et al., 1971). Wahrend der Harnstofferhdhung im Serum bei Urdmie
bislang nur fir die Pathogenese der urdmischen Gastropathie eine Bedeutung
zuzukommen scheint (Mason, 1952; Krempien et al., 1971a und b, Ritz et al.,
1971), sind die Verdnderungen anderer Organsysteme in der Urdmie mit groBer
Wahbrscheinlichkeit unabhéngig von der Hohe des Serum-Harnstoffspiegels (Te-
schan, 1970). Die vorliegenden MeBergebnisse (Tabelle 2) zeigen, dall weder die
Acidose noch der Harnstofferh6hung fiir die Reduktion der Knochenbildung bei
urdmischen Ratten eine nennenswerte Bedeutung zukommen kann, da die mittlere
Saumbreite der linearen Knochenapposition unter der Einwirkung einer exogen
ausgelosten Acidose oder einer exogenen Azotdmie nicht reduziert ist.

Da die Knochenbildung bei urdmischen Ratten gedrosselt ist, stellt sich die
Frage nach dem Verhalten der Resorptionsrate. Die Bilanz zwischen Knochen-
bildung und Knochenabbau ist im Skelet auch bei Zustinden einer verdnderten
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitit im allgemeinen ausgeglichen (Vittalli,
1970). In der experimentell durch eine Reduktion des Nierenparenchyms ausge-
losten Niereninsuffizienz steigt die Zahl der Osteoklasten im Skelet rasch an.
Toft und Talmage (1960) konnten schon 6 Std nach Nephrektomie in der Femur-
metaphyse von Ratten eine Zunahme der Osteoklasten nachweisen. Wir selbst
haben diesen Befund kontrolliert und bestédtigen kénnen (Krempien, 1972). Die
Osteoklastenvermehrung blieb in unseren Versuchen von 12 Std bis zu 28 Tagen
nach 5/,-Nephrektomie ziemlich konstant. Auch der Grad der Niereninsuffizienz,
erkennbar an der Hohe der Serum-Harnstoffspiegel dndert sich wéhrend dieser
Zeit nicht. Die Resorptionsrate haben wir aus der VergréBerung der Markhohle
in der Tibiadiaphyse bestimmt. Die MarkraumgroBe unterscheidet sich bei urimi-
schen Ratten 6 Tage nach Versuchsbeginn nicht von der scheinoperierter Kontroll-
tiere (Tabelle 1). Die Resorptionsrate der Versuchstiere hat offenkundig durch die
Niereninsuffizienz keine Steigerung erfahren. Da die endostale Knochenapposition,
die bei urdmischen Tieren verringert ist, in die Berechnung der MarkraumgrsBe
einbezogen wird, diirfte die Resorptionsrate urimischer Tiere sogar etwas hinter
der der Kontrolltiere zuriickbleiben. Aus der Osteoklastenvermehrung und einer
normalen oder leicht reduzierten Resorptionsrate 148t sich eine Verminderung der
celluliren Resorptionsleistung der Osteoklasten ableiten. Die Moglichkeit, daB sich
in der gedrosselten Resorptionsleistung der Osteoklasten die in der Urdmie auf-
tretende Parathormonresistenz ausdriickt, scheint nahezuliegen. Da Jaworski et al.
(1969) und Villanueva et al. (1970) eine Reduktion der celluliren Resorptions-
leistung jedoch auch bei primdrem Hyperparathyreoidismus gefunden haben, 148t
sich diese Moglichkeit nicht vertreten.

Zusammenfassend haben unsere Untersuchungen gezeigt, daB die akute Nieren-
insuffizienz im Tierexperiment schon nach wenigen Stunden bei Ratten mit
funktionstiichtigen Nebenschilddriisen zu einer morphologisch erfaBibaren Reduk-
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tion der Knochenbildung fithrt. Dieser Riickgang kann unabhingig von einer
Niereninsuffizienz durch exogen ausgeloste Acidose oder Serum-Harnstofferhéhung
allein nicht hervorgerufen werden. Die Untersuchungen haben dariiber hinaus
gezeigt, dafl die Resorptionsrate bei Ratten mit 5/,-Nephrektomie trotz einer
Hyperplasie der Nebenschilddriisen und einer Osteoklastenvermehrung leicht zu-
riickgeht, und daB die Bilanz zwischen Knochenbildung und Knochenresorption
bei Versuchstieren mit akuter Niereninsuffizienz unter den Bedingungen eines
Kurzzeitexperimentes ausgeglichen ist.
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