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Bone-Format ion  Rate  and  Bone-Resorpt ion 
Rate  in  Renal  Insuff iciency 

An Experimental Study on the Pathogenesis of Renal Osteopathy 
Summary. Bone-formation rate and bone-resorption rate were measured with a tetraeyeline 

and alizarin red labelling technique in rats with acute renal insufficiency (5/6-nephrectomy). In 
short term experiments (72 h and 6 d) bone-formation rate is significantly redueed (-- 22 %) 
in 5/6-nephreetomized 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 insuffieiency. The reduetion is not caused by acidosis and elevation of serum 
urea (NI-I4Cl-aeidosis 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. 

Zusammen/assung. An a/6-nephrektomierten Ratten mit akuter Niereninsuffizienz wurden 
Knoehenbildung und Knochenresorption durch Tetraeyclin- und Alizarin Rot-Markierung 
quantitativ bestimmt. Die Knoehenbildung ist im Kurzzeitversuch (72 Std bzw. 6 Tage) bei 
5/6-nephrektomierten Ratten gegeniiber scheinoperierten und paargefiitterten Kontrolltieren 
hoehsignifikant reduziert (22 % bzw. 16,5 % ). Ein P~fiekgang der Knochenbildung kann unab- 
h~ngig yon einer Niereninsuffizienz durch exogen ausgelSste Aeidose (NH4C1) oder Serum- 
I-IarnstofferhShung (Harnstoff im Trinkwasser) nicht hervorgerufen werden. Es wird daraus 
gesehlossen, dab metabolische Acidose und Azot~mie auf die bei Ratten mit akuter Nieren- 
insuffizienz nachgewiesene Reduktion der Knochenbildung keinen EinfluB haben. Eine ge- 
ringe Reduktion der Knochenbildung um 6% nach 5/6-Nephrektomie l~l]t sich bei para- 
thyreoidektomierten Tieren statistisch nicht sichern. Da die Resorptionsrate bei 5/6-nephrek- 
tomierten Ratten wghrend einer Versuchsdauer yon 6 Tagen trotz einer Hyperplasie der 
Nebenschilddriisen mit Vermehrung der Osteoklasten nicht gesteigert ist, mul~ die cellul~re 
Resorptionsleistung der Osteoklasten bei Ratten mit akuter Niereninsuffizienz gedrosselt sein. 

Ostitis fibrosa und  Osteomalaeie, die das morphologisehe Bild der ur/~misehen 
Osteopathic pr/~gen (Ginzler u. Jaffe, 1941; Follis u. Jackson,  1943; A m m a n n ,  
1962; Garner  u. Ball, 1966; K r e m p i e n e t  al., 1971), werden formal dureh eine 
Pknderung der Knoehenb i ldung  u n d  des Knoehenabbaues  hervorgerufen. Beide 
Vorg~nge lassen sieh in weitere Teilvorggnge aufgliedern; die Knoehenb i ldung  
in Matr ixsynthese  u n d  Mineralisation,  der K n o e h e n a b b a u  in En tminera l i sa t ion  
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und Ma t r ixabbau .  Quan t i t a t i ve  Bes t immungen  der An- und Abbauvorg/~nge im 
Skele t  bei  Urgmie  sind bis lang nur  von Jaworsk i  et  al. (1969), Sarnseth i r i  et  al. 
(1969) und  von Vi l lanueva  et  al. (1970) durchgeff ihr t  worden.  Die Frage ,  in welcher 
Weise  die Teilvorg/inge der  Knochenb i ldung  und  des Knochenabbaues  an der 
Pa thogenese  der urgmischen Osteopath ic  bete i l ig t  sind, is t  b is lang n icht  n&her 
gepr/ i f t  worden.  W i t  haben  deshalb versueht ,  sic in einer Reihe  t ie rexper imen-  
tel ler  Unte r suehungen  q u a n t i t a t i v  zu bes t immen (Krempien  u. Ri tz ,  1970 a und  b, 
1971 a und b ; R i tz  et  al., 1970, 1971 a und  b ; K r e m p i e n  et  al., 1972). I m  folgenden 
soll fiber quan t i t a t i ve  Bes t immungen  der  Knochenb i ldung  und der  Knoehen-  
resorp t ion  bei  ur/~mischen R a t t e n  mi t  exper imente l l  ausgel6ster  Niereninsuffizienz 
ber ieh te t  werden.  

Quantitative ]~estimmungen der Knochenbildung lassen sich durch Anwendung fluores- 
cierender Substanzen, die intra vitam in den neugebildeten Knochen eingebaut werden, mit 
groBer Genauigkeit durchfiihren, wenn die markierenden Substanzen die Knochenbildung 
toxisch nicht beeinflussen und wenn sic nur durch Besorptionsvorggnge aus dem Knochen 
wieder herausgelSst werden. Tetracycline und Alizarin Rot erftillen in niedriger Dosierung 
diese Anforderungen (Milch et al., 1957 ; Ghosez, 1959; Frost, 1963, 1969; Adkins, 1965; Gre- 
gor u. Clark, 1965; K~mmerer 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 yon Tetracyclin in Abst~nden 
von 8 Std konnten sic an der Tibiadiaphyse wachsender Ratten im Bereich der peri- und 
endostalen Appositionszonen breite, homogen markierte S~ume erzeugen. Aus dem Nachweis 
verschiedenfarbig Iluorescierender Banden, die sic nach wechselnder Applikatlon von Tetra- 
cyclin und Alizarin Rot erhalten hatten, konnten sic sichern, dab der markierte neugebildete 
Knochen im :Bereich der Tibiadiaphysenmitte w~hrend einer Versuchszeit yon 10 Tagen roll 
erhalten bleibt, ohne durch Resorptionsvorg~nge wieder reduziert zu werden. Da sic nach- 
weisen konnten, dab aul]erhalb der end- und periostalen Appositionszonen im Bereich der 
Tibiadiaphyse keine weitere nennenswerte KnochenbHdung statthat, darf der markierte 
Knochen ffir Versuchszeiten unter 10 Tagen mit der Knochenbildungsrate gleichgesetzt 
werden. Die folgenden Untersuchungen zur Knochenbildung bei ur~mischen Tieren ftihrten wir 
mit Hilfe dieses Modelles durch. Um den EinfluB einer unterschiedlichen Wachstumsintensit~t 
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 5/6-Nephrektomie durchgefflhrt. Durch glcichlaufende Untersuchungen an 
scheinoperiertcn Kontrolltieren sollte der Einflu~ des Operationstraumas bestimmt werden. 
Durch Untersuchungen an parathyreoidektomierten Tieren und an Tieren mit einer exogen 
ausgclSstcn Acidose und Serum-HamstofferhShung wollten wir priifen, welchen EinfluB der 
sekund~re Hypcrparathyreoidismus, die metabolische Acidose und die Azot~mie unabh~Lngig 
yon einer bestehenden Niereninsuffizienz in dem yon uns bcnutzten Versuchsmodell auf die 
Knochenbildung ausiiben. 

Die Nebensehi lddrf isen sind im Tie rexper iment  berei ts  nach  kurzdaue rnde r  
IXTiereninsuffizienz vergrSl3ert und  ak t iv i e r t  (Pappenheimer ,  1936; Eger,  1937, 
1940, 1942; Baker ,  1960; J a s t a k e t a l . ,  1968). Beim Menschen ist  der  Serum- 
Pa ra tho rmonsp iege l  schon bei geringer Einschr/~nkung der  Nie renfunkt ion  ge- 
s te iger t  (Reiss u. Can te rbury ,  1969). Die Zahl  der  Osteoklas ten  is t  bei der  R a t t e  
6 S td  nach Nephrek tomie  in der F e m u r m e t a p h y s e  erhSht  (Tort  u. Talmage,  
1961). An  einem Zusammenhang  zwischen Niereninsuffizienz,  Hype rp l a s i e  der  
Nebensehi lddrf isen und  einer Os teok las tenvermehrung  bes teh t  seit  den Unter -  
suchungen yon  Bodansk i  e t a ] .  (1930), Ru t i shause r  (1932, 1936), Mach und  Rut is -  
hauser  (1937) und  Eger  (1942) kein  Zweifel mehr.  Die Frage ,  ob die Vermehrung  
der  Os teoklas ten  mi t  einer en tspreehenden  Ste igerung der  Resorp t ions ra te  ein- 
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hergeht,  ist  fiir t ie rexper imente l le  Unte r suchungen  often. Eine J~nderung der 

Resorp t ionsra te  dureh eine exper imente l l  ausge16ste Niereninsuffizienz suehten 

wit  dureh Bes t immung  der MarkraumgrbBe in der Tibiadiaphyse  zu erfassen. Da 

die Markh6hle sich Mlein dureh endostMe Resorp t ion  zu vergr6Bern vermag,  wird 

eine Xnderung der Resorp t ionsra te  an der Tibiadiaphyse  in einer Jmderung  der 

MarkraumgrSBe erkennbar  werden mfissen. 

Material  und Methodik 

Allgemeines. Die tierexperimentellen Untersuchungen ffihrtcn wir am 1Kodell der 5/6-ncphrek- 
tomierten Ratte dutch. Als Versuchstiere dienten wachsende, 80--120 g schwcre m~nnliche 
Wistar-Ratten. Die 5/6-Nephrektomie (5/6-NX) der Versuchstiere (U) wurde in cincr Sitzung 
nach einer yon Morrison (1966) ~ngegebcnen Methode in Athcrnarkose ausgeffihrt: nach 
medianer Durchtrennung des Rfickenfelles und paravcrtebraler SpMtung der l~fickenmuskula- 
tur wurdcn auf beiden Seiten die Nieren freigelegt und unter weitgehender Schonung dcr 
Nebennieren entkapselt. Die rechte Niere wurde nach Unterbindung des Ureters und der 
Hilusgef/iBe entfernt. Die linke Niere wurde dutch Resektion des unteren und oberen Poles 
auf ein Drittel reduziert. AnschliM]end wurden Rfickenmuskulatur und Rfickenfell durch 
Einzelknopfn~hte sorgf/iltig wieder verschlossen. Alle Kontrolltiere (Ko) wurden schein- 
operiert (Flankenschnitt mit Freilegen und Entkapseln beider Nieren). Um eine Verf/ilschung 
dcr Untcrsuchungsergebnisse dutch cinch Hungereffekt zu vermeiden, wurden Mle Tiere 
wiihrend der Versuche paargeffittert (Altromin ®: 1370 mg Ca, 935 mg P, 100 IE Vitamin D/ 
IC0 g; Fa. Altromin Lage. Tr~nkung mit Leitungswasser). Der Gewichtszuwachs der Tiere 
wurde t~glich kontrolliert. 

Gleiche Untersuchungen nahmen wir an parathyreoidektomierten Ratten ohne (PTX) 
und mit 5/6-Nephrektomie (PTN) vor. Die Parathyreoidektomie ffihrten wir in Athernarkose 
mit eincm Thermokauter nach Priparation der Schilddrfise durch. Den Operationserfolg 
bestimmten wit durch Kontrolle dcr Serum-Calciumspicgel aus dem Blut hungernder Tiere 
mittels Atomabsorptions-Spektrophotometrie (Perkin Elmer; Blutentnahme aus dem Plexus 
orbitMis). 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 rag-% wurden zu weiteren Versuchen herangezogen (Serum-Calcium bei 
Kontrolltieren: 9,17 mg- %, nach Kauterisierung der Schilddrfise: 9,11 [1,11] rag- % ; Versuchs- 
tiere nach Parathyreoidektomie: 5,2 [0,83] rag- % ). 

Intcnsit/it und Verlauf der durch 5/6-Nephrektomie ausgel6sten Nicreninsuffizienz be- 
stimmten wir durch fortlaufende Kontrolle der Serum-I-Iarnstoffwerte (Blutentnahmc aus 
dem Plexus orbitalis; enzymatische Methode, Fa. Boehringer, Mannheim): Serum-Harnstoff- 
werte 1 Tag nach 5/6-NX: Ko 52,18 (4,2)rag-%, U t16,61 (20,9); 3 Tage nach 5/6-NX: 
Ko 38,8 (8,4)rag-%, U 135,81 (27,6); STage nach 5/6-NX: Ko 38,8 (5,4)rag-%, U 121,8 
(24,2). 

Die quantitativcn Untersuchungen wurden an dcr rechten und linken Tibia der Tiere 
vorgenommen. 

Tierversuche 

a) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung und der ResorTtionsrate 
an wachsenden Ratten mit akuter Niereninsu//izienz 

dutch kontinuierliche Tetraeyclinmarkierung 
100 g schwere miinnliche Wistar-Ratten erhielten 24 Std nach 5/6-NX oder Scheinoperation 

fiber einen Zeitraum yon 6 Tagen Oxytetracyclin in einer Dosis yon 5 mg/kg K6rpergewicht 
in Intervallen von 8 Std i.p. appliziert. Am 6. Tag.. nach Markierungsbeginn, 8 Std nach der 
letzten Tetracyclininjektion, wurden allc Tiere in Athernarkose gctStet, ihre Tibien en~fernt, 
yon den Weichteilen bcfreit und in Mcthyhnetacrylat eingebettct. Aus jeder Tibiadiaphyse 
wurden in H6he der Tibia-Fibula-Verbindung mit eincr Mikros~gc 3 aufeinanderfolgcnde 
S~geschnitte abgetrennt und yon Hand auf eine St~rke von 70 ~ herabgeschliffen. Die 
Schliffst~rke wurde mit cincm Feintastcr kontrolliert. AIle Schliffe wurden in Durchlicht- 
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fluorescenz (Filter BG 12,5 mm;  K 530) photographiert  und die durch Tetracyclin markier ten 
peri- und endostMen Sgume in einer EndvergrSBerung yon 1:300 planimetriseh best immt.  
Alle Messungen warden an 3 Schliffen der rechten und linken Tibia von je 7 Versuchstieren 
und yon 7 Kontroll t ieren vorgenommen. Die Irrturnswahrscheinlichkeit  der Mel3ergebnisse 
wurde durch teilhierarchische zweifache Varianzanalyse aus den Einzelwerten eines jeden 
Tieres errechnet. 

Die Best immung der Resorptionsrate durch Messung der MarkraumgrSI3e ist nu r  dann 
mSglich, wenn fiir einen bes t immten Untersuchungszei t raum auch die endostale Knochen- 
apposition bekann t  ist. Sie wurde durch die kontinuierliche Tetracyclinmarkierung fiber 
6 Tage gemessen. Um die Knochenresorption roll  zu erfassen, zogen wir die durch Tetra- 
cyclin markierte endostale Knochenfl~che - -  als Ausdruck der im gleichen Zeitraum neu- 
gebildeten Knochenfli~che - -  in die Berechnung der Ilesorlotionsrate mit  ein. Die Resori0tions- 
rate ergab sich danach wie folgt: 1Resorptionsrate im Bereieh des Endostes = M a r k r a u m -  
gr613e zu Versuchsende + endostale Knochenapposition. 

b) Bestimmung der Knochenbildung an uriimischen Ratten 
nach Parathyreoidektomie, unter den Bedingungen einer exogen ausgelSsten 

Aeidose und Azotiimie dutch Tetra~,yclin-Alizarin-Doppelmarlcierung 
Versuchsgruppe I. 100 g schwere m~nnliche Wis tar -Rat ten  erhielten tiber einen Zei t raum 

yon 72 Std in Interval len yon 8 Std Oxytetracyclin in Dosen yon 5 mg/kg K5rpergewicht 
i.p. injiziert. 72 Std nach Markierungsbeginn wurden die Tiere 5/6-nephrektomiert oder 
scheinoperiert. Vom Ende der Operation an, 8 Std nach der letzten Tetracyclininjektion, 
wurden alle Tiere fiber einen zweiten Zeitraum von 72 Std mit  Alizarin Rot  S in Dosen yon 
5 mg/kg KSrpergewicht in Abst~Lnden yon 8 Std markiert.  

Versuchsgruppe II. 100 g schwere m~nnliche Wis tar -Rat ten  wurden 24 Std nach erfolg- 
reicher Parathyreoidektomie wie zuvor tiber 72 Std mit  Tetracyclin, sodann nach 5/6-NX 
oder Scheinoloeration fiber weitere 72 Std mit  Alizarin Rot  S markiert.  

Versuchsgruppe III. 80 g schwere nlgnnliche Wis tar -Rat ten  erhielten in gleicher Ver- 
suchsanordnung nach einer Tetracyclinlnarkierung fiber 72 Std fiber einen zweiten Zei t raum 
yon 72 Std loeroral NH4C1 (0,75 M). Gleichzeitig wurden sie mit  Alizarin Rot  S markiert.  

Versuchsgruppe IV. 80 g schwere mgnnliche Wis tar -Rat ten  erhielten nach einer Tetra- 
cyclinmarkierung fiber 72 Std weitere 72 Std lang 3 000 mg-% Harnstoff mit  dem Trinkwasser 
zu saufen and  wurden dabei wiederum mit  Alizarin Rot  S markiert.  Die durch t tarnstoff-  
zugabe zum Trinkwasser elTeichte ErhShung der Serum-Harnstoffspiegel betrug 450 rag- %. 
Gleichschwere Tiere mit  einer Tetracyclin-Alizarin-Doppel-Markierung ohne Gabe yon NFI4CI 
oder Harnstoff dienten in den Versuchsgruppen I I I  und  IV als Kontrollen. 

Alle Tiere wurden 144 Std nach Versuchsbeginn und  8 Std nach der letzten Alizarin- 
Injekt ion in Athernarkose getStet. Ihre Tibien wurden entfernt  und in Methylmetacrylat  
eingebettet.  An 3 aufeinanderfolgenden Sggeschliffen aus der Mitre der rechten und linken 
Tibiadiaphyse wurden die durch Tetracyclin und  Alizarin im UV-Licht  krgftig gelb und  
rot fluorescierenden, sich scharf gegeneinander abgrenzenden Sgume mi t  Hilfe eines Ocular- 
mikrometers an  8 fixen Punkten  im Bereich der periostalen Appositionszonen gemessen. 
Die mitt lere lineare Appositionsrate ergab sich aus der Summe der Einzelwerte beider 
Tibien eines jeden Tieres. Die statistische Prtifung der Ergebnisse erfolgte dutch Varianz- 
analyse (hierarchisches Modell mi t  2 Faktoren und  3 Klassen) aus den an 3 Schliffen der 
linken Tibiadiaphyse erhobenen EinzelmeBwerten yon je 7 Versuchs- und 7 Kontrolltieren. 

Alle Ergebnisse sind in Tabelle 1 und 2 als Mittelwerte mit  Standardabweichungen 
zusammengefM3t. 

Ergebnisse 
a) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung und der Resorptionsrate 

D a s  E r g e b n i s  d e r  q u a n t i t a t i v e n  A u s w e r t u n g  i s t  i n  T a b e l l e  1 z u s a m m e n g e f a l ~ t .  

D a s  K 5 r p e r g e w i c h t  de r  V e r s u c h s -  u n d  K o n t r o l l t i e r e  u n t e r s c h e i d e t  s ich  n a c h  P a a r -  

f f i t t e r u n g  a m  V e r s u c h s e n d e  n i c h t .  D ie  d u r c h  T e t r a c y c l i n  m a r k i e r t e  K n o c h e n f l ~ c h e  
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der  Kont ro l l t i e re  is t  u m  14 % gr6ger  als die der  uri imisehen Versuehst iere.  Se tz t  
man  die mark ie r t e  Knochenfl i iche in Re la t ion  zur  Tib iagesamtschni t t f l~che ,  um 
geringe GrSgenunterseh iede  zwischen den Tibien auszugleiehen,  dann  wird der  
Unte r sch ied  mi t  16,5% zwischen Kon t ro l l t i e r en  und  ur~mischen Versuchst ieren 
noch deut l icher .  E r  is t  m i t  p < 0,05 s ignif ikant .  Die Abb.  1 a und  b zeigen den 
Befund.  Die MarkraumgrSge  ur~mischer  Versuchst iere  und  scheinoper ier ter  Kon-  
t ro l l t ie re  li~Bt naeh einer Versuehsdauer  von 6 Tagen  keinen Unte rsch ied  erkennen.  

Tabelle 1. Zusammenfassung der Megergebnisse nach einer fiber 6 Tage durchgeffihrten 
kontinuierlichen Tetracyclinmarkierung bei wachsenden Ratten mit und ohne 5/6-Nephrek- 

tomie (Mittelwerte mit Standardabweichungen) 

Ko ~/6-NX % - Signi- 
Anderung a fikanz b 

Tierzahl 7 

Tiergewicht (in g) 119 (6) 

Markierte Knochenfli~che 0,352 (0,064) 
(in mm 2) 

Markierte Knochenfl~che 0,114 (0,044) 
(in mm2/Knochenfl~che in mm 2) 

Markraum (+  markierte endo- 0,293 (0,039) 
stale Knochenfl~che) in ram2/ 
Tibiagesamtschnittfl~che in mm 2 

7 - -  - -  

120 (5) - -  - -  

0,268 (0,041) 14,0% p<O,05 

0,084 (0,023) 16,5% p <0,05 

0,289 (0,044) - -  

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

b) Quantitative Bestimmung der Knochenbildung bei ur~imischen Ratten 
mit und ohne Parathyreoidektomie, nach exogener Acidose 

und exogener Serum-Harnsto//erh6hung 

Die mi t t l e re  Bre i te  der  mi t  Al izar in  R o t  S nach  5/6-NX mark i e r t en  S/~ume ist  urn 
22 % geringer  als die mi t t l e re  Saumbre i t e  der  vor  5/6-NX an gleichen Tieren w/ihrend 
eines gleich langen Versuchsze i t raumes  erzeugten Te t r acyc l inmark i e rung  (Abb. 2). 
Zwischen der  mi t t l e r en  Saumbre i t e  der  an scheinoper ier ten  Kon t ro l l t i e r en  ge- 
messenen mi t t l e r en  Tet racyc l in-  und  Al iza r inmark ie rung  ist  ein Unte r sch ied  im 
Gegensatz  dazu  n ich t  e rkennbar  (Tabelle 2). Die Signif ikanz der  in der  Ur/ imie 
gemessenen R e d u k t i o n  is t  m i t  p < 0 , 0 1  gegeben:  K o  vor  Scheinopera t ion  16,7 
(2,9) ix, nach Scheinopera t ion  16,5 (3,1) ~; U vor  5/6-NX 16,8 (2,3) ~z, nach  5/6-NX 
13,1 (1,4) ~z. 

Bei  den p a r a t h y r e o i d e k t o m i e r t e n  Tieren is t  die Saumbre i t e  gegenfiber den 
Kon t ro l l t i e r en  der  Versuchsgruppe  I ohne P a r a t h y r e o i d e k t o m i e  deut l ich  reduz ie r t :  
mi t t l e re  Saumbre i t e  K o  16,7 (2,9)~,  P T X  12,8 (2,7)~z=23,5% . Bei  den loara- 
t h y r e o i d e k t o m i e r t e n  Tieren k o m m t  es nach  zus£tzl icher  5/6-NX (PTN) zu einem 
wei teren ger inggradigen  Rf ickgang der  mi t t l e r en  Saumbre i t e  u m  6 %, der  bei  den 
p a r a t h y r e o i d e k t o m i e r t e n  Kon t ro l l t i e r en  (PTX) n ich t  auf t r i t t .  Dieser Rf ickgang 
li~Bt sich s ta t i s t i sch  aber  n icht  s ichern:  P T X  vor  Scheinopera t ion  12,8 (2,7)~z, 
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Abb. 1 a u. b. Querschnitte durch die Tibiadiaphyse. a Kontrolltier mit breiter peri- und 
endostaler tetracyclinmarkierter Apposition. b Versuchstier 7 Tage nach 5/6-Nephrektomie. 
Deutlich geringere end- und periostale Knochenapposition. 50 ~z starker Knochenschliff. 

Durchlichtfluorescenz. Vergr. 1 : 10 

Abb. 2. Periostale Appositionszone aus einem Querschnitt dutch die Tibiadiaphyse mit Tetra- 
cyclin- (innen) und Alizarin Rot- (auBen) Doppelmarkierung. Merkliche Reduktion der nach 
5/6-Nephrektomie w~Lhrend 72 Std erzeugten Alizarin-Markierung gegenfiber einer w~hrend 
72 Std vor 5/6-Nephrektomie erzeugten Tetracyclinmarkierung. Knochendfinnschliff 50 ~z. 

Durchlichtfluorescenz. Vergr. l : 100 

nach Scheinopera t ion  12,5 (1 ,5)~;  P T N  vor  5/6-NX 13,1 (2,8)~,  nach 5/6-NX 
12,3 (2,8) ~, p = 0,1. 

Unte r  einer exogen durch  perorale  Gabe yon NH4C1 ausgel6sten Acidose und  
einer durch Harns to f fzugabe  zum Trinkw~sser  hcrbeigef i ihr ten Harns to f fe rh6hung  



360 B. Krempien, E. Ritz, K. Ditzen und G. Hudelmeier: 

Tabelle 2. Bestimmung der linearen Knochenapposition an der Tibiadiaphyse wachsender 
~atten durch Tetr~cyclin-Alizarin-Doppelmarkierung (mittlere Saumbreite mit Standard- 

abweichungen) 

Versuchsgruppe Tier- Tetracyclin, Alizarin, Signifikanz 
zahl mittlere mittlere % -Anderun g 

Saumbreite Saumbreite 

I Ko 7 16,7 (2,9) ~ 16,5 (3,1) ~ - -  
U 7 16,8 (2,3) ~ 13,1 (1,4) ~ p <  0,01 

22% 

II  PTX 7 12,8 (2,7) ~ 12,5 (1,5) ~z - -  
PTN 7 13,1 (2,8) ~ 12,3 (2,8) ~z p -  0,1 

--6% 

I I I  Ko 14 24,9 (4,0) ~z 25,8 (4,9) ~ - -  
Acidose 14 24,4 (4,4) ~z 25,2 (4,9) ix - -  

IV Harnstoff 14 24,5 (4,4) ~ 25,0 (4,5) ~. - -  

im Serum k o m m t  es zu keiner Anderung der mitt leren Saumbrei ten (Tabelle 2). 
Die allgemein grSl~ere Saumbrei te  der Versuchsgruppen I I I  und IV gegeniiber 
den Gruppen I und  I I  erkl£rt sich durch das geringere Lebensalter  d e r n u r  80 g 
schweren Tiere in Gruppe I I I  und IV mit  einer gr61~eren Wachstumsintensit / i t .  

Diskussion der Ergebnisse 

Die quant i ta t iven Untersuchungen zur Knochenbi ldung und zur Resorpt ion 
unter  den Bedingungen einer experimentell ausgel6sten Niereninsuffizienz haben 
wit mit  den fluorescierenden Farbstoffen Tetracycl in und Alzarin Ro t  S durchge- 
ffihrt. Beide Farbstoffe werden in die Apposit ionszonen des Knochens eingebaut 
(Ghosez, 1959; Gregor u. Clark, 1965). Da sie erst durch eine Destrukt ion des 
markier ten Knochens  wieder herausgelSst werden, sind sie ffir morpho]ogische 
Untersuchungen von Wachstums-  und Umbauvorg~ngen  im Knochen  gut  geeignet. 
Die t ta lbwertszei t  yon Oxytet racycl in  betr/~gt im Organismus nach Unter-  
suehungen yon Merier et al. (1970) 9,3 Std. Durch die Applikat ion des Farbstoffes 
in kurzen Interval len (8 Std) l/~l~t sich deshalb eine kontinuierliche Markierung 
des neugebildeten Knochengewebes erreichen. Die planimetrische Bes t immung der 
markier ten Knochenfl/£chen oder die Messung der mit  Tetracyc]in oder Alizarin 
markier ten Saumbrei ten gibt  die Knochenbildung/Zei t  an. Da die in unseren 
Versuchen verwandten  Substanzen in h6herer Dosierung toxisch wirken und  die 
Knochenbi ldung hemmen (Hong et al., 1968), wurde eine niedrige Dosierung yon  
uns eingehalten. Dies ist vor  allem hei Untersuchungen an ur/tmischen Tieren 
wichtig, well die Halbwertszei t  des Oxytetracycl ins  yon der Gr61~e des Glome- 
rulumfil trates abh~ngig ist und bei Oligo-Anurie yon normal  9,3 Std auf etwa 66 Std 
verl/~ngert sein kann  (Merrier et al., 1970). Dutch  die 5/6-~Tephrektomie steigt der 
Serum-Harnstoffspiege] auf durchschnit t l ich 110 mg-% an. Die Serum-Kreatinin-  
spiegel sind mit  2 mg-% kaum erh6ht (Schaefer et al., 1971), so dab eine st£rker- 
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gradige Reduktion des Glomcrulumfiltrates fiir das yon uns benutzte Versuehs- 
modell ausgesehlossen werden kann. 

Die quantitative Bestimmung der Knochenbildung bei waehsenden Ratten 
1/iBt erkennen, dab unter den Bedingungen der experimentell durch 5/6-Nephrek- 
tomie ausgelSsten Niereninsuffizienz die Knochenbildung deutlich zuriiekgeht (Ta- 
belle 1 und 2, Abb. 1 a und b, Abb. 2). Ein einfaeher Hungereffekt oder das mit 
der 5/6-Nephrcktomie zweifellos verbundene Operationstrauma lassen sich als Ur- 
sache der reduzierten Knochenbildung ausschlieBen, da alle Tiere w/ihrend der 
Versuche streng paargeffittert, die Kontrolltiere zndem einer ausgedehnten Schein- 
operation unterworfen waren. Die Effizienz der Paarffitterung wurde durch ti~g- 
liche Bestimmung der Tiergewichte kontrolliert. Da die mittlere Saumbrcite der 
Kontrolltiere vor und nach Seheinoperation gleich ist (Tabelle 2), kann der Ein- 
fluB des Operationstraumas auf die Saumbreite ffir gering erachtet und die 
Reduktion der Knochenbildung als die Folge der Niereninsuffizienz angesehen 
werden. 

Eine Reduktion der Knoehenbildung kann rein formal durch eine Reihe ver- 
schiedenartiger StSrungen hervorgerufen werden: sie kSnnte die Folge einer redu- 
zierten Matrixbildung sein, die einen Rfickgang der Mineralisationsrate einfach 
nach sich zieht. Eine MineralisationsstSrung k5nnte aueh unabh/~ngig yon einer 
Alteration der Matrixsynthese auftreten. SehlieBlich w~re es denkbar, dab in der 
Ur/imie eine qualitative )[nderung der Matrix eine Mineralisation verhindert. Der 
genaue Ort der Tetracyelinbindung im Knochen ist unbekannt (Gregor u. Clark, 
1965). Folgt man der Vorstellung, nach der die Tetracycline eine Chelatbindung 
mit Ca-Ionen eingehen (H/~kkinen u. Lindgren, 1963), dann wird man den Be- 
fund einer reduzierten Tetracyelinmarkierung des neugebildeten Knochengewebes 
in der Ur/~mie als Ausdruck einer MineralisationsstSrung verstehen dfirfen. Miin- 
zenberg (1970), Miinzenberg und RSssler (1970) haben kfirzlieh die Vorstcllung 
vertreten, eine Tetraeyclinmarkierung des Knochens zeige lediglieh ein minerali- 
sationsfghiges Kollagen, nicht aber seine Mineralisation an. Gregor und Clark 
(1965) konnten nachweisen, dab Tetracycline zu einer Zeit in die Appositions- 
zonen des Knoehens eingelagert werden, zu der die Osteoblasten organisehe 
Matrix synthetisieren. Sie konnten aus den RShrenknoehen von Kaninehen eine 
fluorescierende EiweiBfraktion isolieren, die nicht aus Kollagen oder Mucopoly- 
sacchariden besteht. Die Rednktion der Tetracyclinmarkierung bei ur/~mischen 
Tieren kSnnte somit durehaus aueh Ausdruck einer gestSrten Matrixbildung scin. 

In eigenen experimentellen Untersuchungen zur Matrixsynthese bei ur£mischen 
l~atten haben wir im Skelet eine Reduktion der Kollagensynthese und der 
Synthese saurer Mucopolysaecharide nachweisen kSnnen (Krempien u. Ritz, 1970, 
1971 a und b; Krempien et al., 1972; I~itz et al., in Vorbereitung). Die Reduktion 
der Knoehenbildung bei ur/imischen Ratten f/~nde dureh diesen Befund durchaus 
ihre Erkl/~rung. Eine Mineralisation yon neugebildcter Knochenmatrix t r i t t  erst 
nach Ablauf einer ,,Osteoidreifungszeit" ein. Sie betr/igt bei der Ratte  l0 Tage 
(Baylink et al., 1970). Die dabei ablaufenden Prozesse sind bislang nicht ngher 
bekannt, doch spielt der Abbau der sauren Mucopolysaceharide, der naeh Unter- 
suehungen yon Dulce (1960a und b) und Eger (1963) neben der Phosphatan- 
reicherung als lokaler Faktor der Verkalkung gelten kann, dabei eine zentrale 
I~olle. Der Abbau der sauren Mucopolysaccharide ist bei ur/imischen Rat ten deut- 
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lich verzSgert (Krempien u. Ritz, 1971; Krempien, 1972). Seine mSgliche Be- 
deutung fiir die Pathogenese der ur/~misehen Osteopathie, in Sonderheit der 
Osteomalaeie ]iegt nahe und ist das Ziel weiterer Untersuchungen. 

Die urKmische Osteomalacie ist morphologischer Ausdruck eines Mineralisa- 
tionsblockes, durch den die Verkalkung der neugebildeten Knoehenmatrix unter- 
bleibt. Ihre Ursache ist - -  neben einer mSgliehen StSrung des Mucopoly- 
saccharid-Stoftweehsels - -  vor allem in einer StSrung der biologisehen Vitamin D- 
Wirkung in der Ur/tmie (ur/~mische Vitamin D-Resistenz) zu suchen. Zu den 
frfihestcn StSrungen, die nach Beginn einer Niereninsuffizienz bislang nachge- 
wiesen werden konnten, gehSrt eine StSrung der intestinalen Calciumresorption. 
Eine Calcinmmalabsorption 1/£$t sich im Tierexperiment an der Ratte  sehon 6 Std 
nach 5/~-Nephrektomie nachweisen (Ritz, 1971 ; Spannagel ctal . ,  1971). Die enterale 
Calciumresorption ist an eine Reihe Vitamin D-abh/ingiger Vorg/~nge gebunden: 
Wasserman und Taylor (1966, 1968, 1969) haben in der Dfinndarmmucosa die 
Bildung eines Calcium-bindenden Proteines naehgewiesen. Seine Synthese ist bei 
ur£misehen Ratten 6 Std nach Nephrektomie signifikant reduziert (Ritz, 1971). 
Die ffir die enterale Caleiumresorption wiehtige Adenosintriphosphatase, die von 
Martin eL al. (1969) im Bfirstensaum der Dfinndarmepithehen gefunden wurde, 
und das cyclische Adenosin-Monophosphat sind yon einem Vitamin D-induzierten 
Faktor abh/~ngig (Harrison u. Harrison, 1970). Die ur/~mische Vitamin D-Resi- 
stenz, deren Pathogenese im einzelnen noch often ist (Schaefer et al., 1971a 
und b), kann fiber diese Faktoren die intestinale Caleinmresorption beeinfluBen. 
Die urgmische Vitamin D-Resistenz 1/~Bt sich im Tierexperiment auch am Kno- 
chen nachweisen. Sie ist dort unabh/~ngig v o n d e r  intestinalen Calcinmmal- 
absorption. Die Mineralisation des Skeletes ist ein cellul/~rer Vorgang, der durch 
Vitamin D direkt beeinflugt wird (Fourman u. Royer, 1968). Es ist deshalb 
durchaus mSglich, dab in der Ur~mie am Knochen frfihzeitig eine /ihnliche 
StSrung im Calciumtransport wie am Darm auftritt. Die Frage, we]che StSrung 
der Knochenbildung (Reduktion der Matrixbfldung, StSrung der Mincralisation 
oder UmsatzstSrung der Mucopolysaccharide mit nachfolgender Hemmung der 
Mineralisation) den im vorliegenden Tierversuch erhobenen Befund einer redu- 
zierten Knochenbildung ur/~mischer Ratten erkl/~rt, mug vorerst often bleiben. 

Bei den parathyreoidektomierten Tieren ffihrt die Ur/~mie zu einem gering- 
gradigen Rfickgang der Knochenbfldung um 6%, der sich statistiseh aber nicht 
siehern lgBt (Tabe]le 2). Dieser Befund kann daffir sprechen, dab der Rfickgang 
der Knochenbildung in der Ur~mie an die Funktion der Nebensehilddrfisen ge- 
bunden ist und vielleicht die Folge eines sekund~ren Hyperparathyreoidismus 
darstellt. Die Nebenschilddrfisen sind im Tierexperiment schon nach kurzdauern- 
der Niereninsuffizienz aktiviert (Pappenheimer, 1936; Eger, 1942; Baker, 1960; 
Jastak et al., 1968). Untersuchungen yon Jaworski et al. (1969), Sarnsethiri et al. 
(1969) und Villanueva et al. (1970) mit Tetracyelinmarkierungen an den Rippen 
ur/~mischer Patienten mit sekund/trem Hyperparathyreoidismus und yon Patien- 
ten mit prim/£rem Hyperparathyreoidismus scheinen einen Zusammenhang zwi- 
schen der Uberfunktion der Nebensehilddriisen und der Reduktion der Knochen- 
bildung zu best~tigen, da die Knochenbildung bei allen Patienten reduziert war. 

Die metabolische Acidose wurde immer wieder als Ursache der ur/~misehen 
Osteopathie diskutiert (Ginzler u. Jaffe, 1941; Ammann, 1962; Leman, 1969; 
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Lennon, 1969). Die bei Niereninsuffizienz retinierten S~ureaquivalente werden 
vermutlich dureh das Skeletealcium abgepuffert (Litzow eta]. ,  1967). Experi- 
mentelle Untersuchungen von Barzel (1970), Barzel und Jowsey (1970) spreehen 
gegen einen ursaehlichen Zusammenhang zwisehen Aeidose und urgmischer Osteo- 
pathie, da es durch chronisehe H4C1-Aeidose beim Versuehstier nicht gelingt, eine 
der ur/~mischen Osteopathie gleiehende Ske]etterkrankung zu erzeugen. Experi- 
mentelle Untersuchungen zur Matrixsynthese bei Acidose haben keine Reduktion 
ergeben (Ritz et al., 1971). W/~hrend der HarnstofferhShung im Serum bei Ur/~mie 
bislang nur fiir die Pathogenese der ur~mischen Gastropathie eine Bedeutung 
zuzukommen scheint (Mason, 1952 ; Krempien et al., 1971 a und b, Ritz et al., 
1971), sind die Ver/~nderungen anderer Organsysteme in der Ur/tmie mit groger 
Wahrseheinliehkeit unabhgngig yon der HShe des Serum-Harnstoffspiegels (Te- 
schan, 1970). Die vorliegenden Mel~ergebrdsse (Tabelle 2) zeigen, dab weder die 
Acidose noeh der HarnstofferhShung fiir die Reduktion der Knoehenbildung bei 
ur~mischen t~atten eine nennenswerte Bedeutung zukommen kann, da die mittlere 
Saumbreite der linearen Knoehenapposition unter der Einwirkung einer exogen 
ausgel6sten Aeidose oder einer exogenen Azotgmie nieht reduziert ist. 

Da die Knoehenbildung bei ur/~mischen Ratten gedrosselt ist, stellt sieh die 
Frage nach dem Verhalten der Resorptionsrate. Die Bflanz zwischen Knochen- 
bildung und Knochenabbau ist im Skelet aueh bei Zust/~nden einer ver/~nderten 
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivit/~t im allgemeinen ausgeglichen (Vittalli, 
1970). In der experimentell dureh eine geduktion des Nierenparenchyms ausge- 
15sten Niereninsuffizienz steigt die Zahl der Osteok]asten im Skelet rasch an. 
Tort und Talmage (1960) konnten schon 6 Std naeh Nephrektomie in der Femur- 
metaphyse yon Rat ten eine Zunahme der Osteoklasten nachweisen. Wir selbst 
haben diesen Befund kontrolliert und best/itigen kSnnen (Krempien, 1972). Die 
Osteoklastenvermehrung b]ieb in unseren Versuehen yon 12 Std bis zu 28 Tagen 
naeh 5/6-Nephrektomie ziemlieh konstant. Aueh der Grad der Niereninsuffizienz, 
erkennbar an der HShe der Serum-tIarnstoffspiegel ~ndert sieh w£hrend dieser 
Zeit nieht. Die Resorptionsrate haben wir aus der VergrSBerung der MarkhShle 
in der Tibiadiaphyse bestimmt. Die Markraumgr6Be unterseheidet sich bei urgmi- 
schen Ratten 6 Tage naeh Versuehsbeginn nicht yon der scheinoperierter Kontroll- 
tiere (Tabelle 1). Die Resorptionsrate der Versuchstiere hat offenkundig dureh die 
Niereninsuffizienz keine Steigerung erfahren. Da die endostale Knoehenapposition, 
die bei ur~tmisehen Tieren verringert ist, in die Bereehnung der MarkraumgrSge 
einbezogen wird, diiffte die Resorptionsrate ur~miseher Tiere sogar etwas hinter 
der der Kontrolltiere zuriiekbleiben. Aus der Osteoklastenvermehrung und einer 
normalen oder ]eicht reduzierten Resorptionsrate 1/igt sieh eine Verminderung der 
cellul~ren Resorptionsleistung der Osteoklasten ableiten. Die MSgliehkeit, da6 sich 
in der gedrosselten Resorptionsleistung der Osteoklasten die in der Ur/~mie auf- 
tretende Parathormonresistenz ausdrfickt, scheint nahezuliegen. Da Jaworski et al. 
(1969) und Villanueva et al. (1970) eine Reduktion der eellul/~ren Resorptions- 
leistung jedoeh aueh bei prim/~rem Hyperparathyreoidismus gefunden haben, 1/tl3t 
sieh diese MSglichkeit nicht vertreten. 

Zusammenfassend haben unsere Untersuchungen gezeigt, dab die akute Nieren- 
insuffizienz im Tierexperiment schon nach wenigen Stunden bei Ratten mit 
funktionstiichtigen Nebensehilddr~sen zu einer morphologiseh erfal3baren Reduk- 
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t ion der Knochenb i ldung  ffihrt. Dieser l~iickgang k a n n  unabh~ngig  yon  einer 
Niereninsuffizienz durch exogen ausgelSste Acidose oder Serum-IIarns tofferhShung 
allein n icht  hervorgerufen werden. Die Unte r suchungen  haben  dartiber h inaus  
gezeigt, dab die Resorpt ionsrate  bei R a t t e n  mi t  5/6-Nephrektomie trotz einer 
I typerplasie  der Nebenschilddrfisen und  einer Osteoklas tenvermehrung leicht zu- 
rfickgeht, und  dab die Bilanz zwischen Knochenb i ldung  und  Knochenresorp t ion  
bei Versuchstieren mi t  akuter  Niereninsuffizienz un te r  den Bedingungcn  eines 
Kurzzei texper imentes  ausgeglichen ist. 
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