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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Osteoporose

Die Osteoporose zahlt mittlerweile aufgrund ihrer hohen Pravalenz zu einer der zehn
verbreitetsten Volkskrankheiten (Bartl et al. 2003). Allein in Deutschland werden die
jahrlichen  Kosten fir das Gesundheitssystem der etwa 6 Millionen
betroffenen Osteoporosepatienten (Bitterling et al. 2005) auf Gber 10 Milliarden Euro
geschatzt (Gotte und Dittmar 2001).

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, deren Folge, die Fraktur,
durch eine Verminderung der Knochenmasse, sowie eine verdnderte
Mikroarchitektur des Knochengewebes entsteht (WHO 1994). Sie manifestiert sich
vorwiegend nach dem 50. Lebensjahr. Etwa jede dritte Frau und jeder vierte Mann
erkrankt im Laufe seines Lebens an Osteoporose, wobei eine Unterscheidung
zwischen postmenopausaler Osteoporose und seniler Altersosteoporose gemacht
wird. Im Anbetracht der demographischen Entwicklung wird die Zahl der betroffenen
Menschen in den néachsten Jahren deutlich steigen (Eisenmenger et al. 2006). Daher
kommt der Behandlung, der rechtzeitigen Diagnosestellung und entsprechender
Therapie, sowie der Pravention der Osteoporose und der daraus resultierenden
Frakturen eine enorme Bedeutung zu, nicht nur fir die Betroffenen, sondern auch fur

die Volkswirtschaft.

Es ist nur konsequent, dass es in den letzten Jahren eine deutliche Zunahme der
Publikationen Uber das Krankheitsbild der Osteoporose gegeben hat und sie auch

weiterhin Gegenstand vieler aktueller Forschungen ist.

Mit Hilfe von Leitlinien zur Behandlung, Diagnose und Pravention versucht der
Dachverband Osteologie (DVO 2006) eine bessere Versorgung der
Osteoporosepatienten in der Bundesrepublik Deutschland zu erreichen, um den
enormen Defiziten beispielsweise in der Pharmakotherapie der postmenopausalen
Osteoporose (Bestehorn et al. 2002) oder aber der Diagnose und vor allem der
Nachsorge der Erkrankung Rechnung zu tragen (Hajcsar et al. 2000; Khan et al.
2001).

Laut Bestehorn et al. (2002) sowie Schlager et al.(2001) konnte in Studien aus
Deutschland gezeigt werden, dass mehr als 90 % der weiblichen

Osteoporosepatientinnen keine adaquate Therapie erhalten.
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1.2 Definition, Einteilung und Pathogenese der Oste  oporose

1.2.1 Definition und Einteilung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung. Eine Verminderung der
Knochenmasse und eine Veranderung der Mikroarchitektur des Knochengewebes
fuhren bei der Osteoporose zu einer verminderten Bruchfestigkeit und Schwachung
des Knochens und somit zu einem erhodhten Frakturrisiko (WHO 1994).

Osteoporose wird laut WHO Uber die Bestimmung der Knochendichte (DXA)
definiert. Referenzwerte hierbei sind die Knochenmasse gesunder Erwachsener im
Alter zwischen 20 und 40 Jahren (sog. T-Score) oder die Werte gleichaltriger,
knochengesunder Erwachsener (sog. Z-Score).

Tab.1: Definitionen der Osteoporose (WHO 1994)

e Normal T-Score < -1,0 (Standardabweichung der Knochenmasse = SD)

e Osteopenie  geringe Knochenmasse: T-Score zwischen -1,0 und -2,5 SD

e Osteoporose T-Score mehr als -2,5 SD

e Manifeste Osteoporose = schwere Osteoporose mit einer oder mehreren
pathologischen Frakturen: T-Score mehr als -2,5 (-2,0) SD

Eine Unterteilung der Osteoporose erfolgt in primére und sekundare Osteoporose
(Lin und Lane 2004). Diese Einteilung orientiert sich an der Atiologie der Erkrankung,
was klinisch und vor allem therapeutisch von Bedeutung ist. Bei der primaren
Osteoporose unterscheidet man die postmenopausale Osteoporose von der
Altersosteoporose (Riggs et al. 1982). Die postmenopausale Osteoporose ist durch
einen Anstieg der Frakturrate bei Frauen einige Jahre nach Eintritt der Menopause
gekennzeichnet, wahrend bei der Altersosteoporose iUberwiegend Menschen ab 75
Jahre (Verhéltnis Frauen: Manner 2:1) betroffen sind. Eine Einteilung in Bezug auf
die Pathophysiologie ist ebenfalls mdglich. Bei der postmenopausalen Osteoporose
sind Osteoblasten und Osteoklasten aktiviert, wobei durch die grof3ere Schnelligkeit
der knochenabbauenden Osteoklasten eine negative Knochenbilanz entsteht. Dieser
high-turn-over-Osteoporose ist die low-turn-over-Altersosteoporose

gegenuberzustellen, bei der eine Verlangsamung von knochenbildenden und
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knochenresorbierenden Zellen vorliegt. Hiervon abzugrenzen ist die sekundéare

Osteoporose, bei der eine Grunderkrankung fur den Knochenmassenverlust und das

erhohte Frakturrisiko verantwortlich ist. Die primére Osteoporose hat mit Gber 90%

den um ein Vielfaches gro3eren Anteil an allen Osteoporosen.

Tab.2: Einteilung der Osteoporose (aus Herold 2004,

und Fitzpatrick 2002)

S. 645 mit Ergédnzungen aus DVO 2006

Priméare Osteoporose

Sekundéare Osteoporose

= Postmenopausale
Osteoporose

(Typ-1-Osteoporose)

= Altersosteoporose

(Typ-II-Osteoporose)

= |[diopathische Osteoporose

junger Menschen

= Endokrinologische
Erkrankungen

- Hyperkortisolismus

- Hyperthyreose

- Hyperparathyreoidismus

- Diabetes mellitus Typ |

» Gastrointestinale Erkrankungen

- Morbus Crohn

- Billiare Zirrhose

- Sprue
- Pankreasinsuffizienz
= Neoplasien

- Plasmozytom

= Medikamente

- Glukokortikoide

- Heparine

- Thyroxin

- LHRH-Analoga

- Antiepileptika

= Immobilisation

* Rheumatische
Erkrankungen

= Angeborene
Bindegewebserkrankungen

- Marfan-Syndrom

- Ehlers-Danlos-Syndrom

Das Frakturrisiko bei der postmenopausalen Osteoporose ist fur die Brust- und

Lendenwirbelsaule sowie den distalen Radius am grof3ten (Reid 2003), wobei es sich

meist um eine Fragilitatsfraktur, also eine Fraktur ohne adaquates Trauma, handelt

(Cummings und Melton 2002).Die Hauptlokalisation bei der Altersosteoporose ist das

proximale Femur. Wesentlicher Grund dafur sind altersbedingte Stirze, z.B.

aufgrund von neuromuskularer Dysfunktion (Cooper 2003).
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Bei den sekundéren Osteoporosen sind oft jingere Menschen und Manner betroffen
(Fitzpatrick 2002). Die Glukokortikoid-induzierte Form ist die haufigste Form der
sekundaren Osteoporosen, bei denen es vor allem im Bereich der Wirbelséaule zu
einer erhdhten Frakturierung kommt.

1.2.2 Grundlagen des Knochenstoffwechsels und Patho genese der
Osteoporose

Die Osteoporose manifestiert sich zunachst am spongidsen Knochen (Banse et al.
2001; Thomsen et al. 2002) , was zu einer Rarefizierung der Trabekel und damit zu

mechanischer Instabilitat fihrt.

Im Knochengewebe finden lebenslang Auf- und Abbauprozesse statt (bone
remodelling). Beim gesunden Menschen nimmt die Knochenmasse etwa bis zum 25.
-30. Lebensjahr zu, bis die sogenannte peak bone mass erreicht wird, und sich im
Folgenden die Knochenbilanz negativiert und der Abbau der Knochenmasse
Uberwiegt (Siegenthaler und Blum 2006). An diesen Umbauprozessen sind vor allem
Osteoblasten und Osteoklasten beteiligt. Osteoblasten sezernieren organische
Komponenten der Knochenmatrix, wie z.B. Kollagen Typ I, Glykosaminoglykane oder
Chondoitsulfat, und sind so fur den Knochenaufbau von entscheidener Bedeutung,
wéahrend die Osteoklasten den Knochen mit Hilfe von Enzymen abbauen.

Bei der Osteoporose liegt ein Missverhéltnis dieses Prozesses vor. Man
unterscheidet high-turn-over- (postmenopausale Osteoporose) von low-turn-over-

Osteoporose (Altersosteoporose)(siehe 1.2.1).

Neben der multifaktoriellen Genese der Osteoporose, wie z.B. genetischen,
physikalischen oder auch alimentaren Faktoren, gilt bei der postmenopausalen
Osteoporose ein kausaler Zusammenhang zwischen Ostrogenmangel und Zunahme
des Frakturrisikos als wahrscheinlich (DVO 2006; Reid 2003). Bartl (2001) konnte
einen Verlust der Knochenmasse um bis zu 4% /Jahr aufgrund des Ostrogenabfalls
im Vergleich zum durchschnittlichen Knochenverlust von 1% / Jahr, zeigen.

Man geht davon aus, dass Ostrogen zum Teil rezeptorvermittelt, teils tGber einen
anderen Weg auf Knochenzellen und deren Vorlauferzellen wirkt. Hoyland et al.
(1997) konnten durch Nachweis von Ostrogenrezeptoren in Osteoblasten,
Osteoklasten und Monozyten des Knochenmarks diese Theorie stltzen.

Fur die Beteiligung am Knochenstoffwechsel sind mehrere Zytokine identifiziert
worden: Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a),
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Makrophagen-Kolonie-Stimulations-Faktor (M-CSF) und Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-Stimulations-Faktor (GM-CSF) werden bei Ostrogenmangel in
Osteoblasten und Monozyten des Knochenmarks sezerniert. Sie stimulieren parakrin
die Aktivierung und Differenzierung der Osteoklasten. Ostrogene supprimieren diese

Zytokinsekretion und somit auch die Osteoklastenaktivitat (Horowitz 1993).

Weitere beim Knochenstoffwechsel beteiligte Zytokine sind der
Osteoklastendifferenzierungs-Faktor (ODF) und der Transforming-growth-factor-g-1
(TGF-B-1). TGF-B-1 hemmt die Aktivitait von Osteoklasten und fordert deren
Apoptose (Beaudreuil et al. 1995). Er wird in Osteoblasten sezerniert und durch
Estradiol hochreguliert, mit der Folge einer verminderten Knochenresorption
(Manolagas 2000).

Neben seiner direkten Wirkung auf die Knochenzellen greift Ostrogen auch an
anderen Orten positiv auf den Knochenstoffwechsel ein. So fordert es die
Kalziumresorption im Magen-Darm-Trakt, stimuliert die Calcitoninausschittung,
verbessert die tubuldre Reabsorption von Kalzium in der Niere und verbessert die

Durchblutung der Knochen.

1.3 Diagnostik der Osteoporose

Die Diagnostik der Osteoporose umfasst neben der koérperlichen Untersuchung
sowie der Anamnese das konventionelle Roéntgen, die Osteodensitometrie und
Laborwertbestimmungen. Die Ultraschalluntersuchung kann auch fir die Diagnose
der Osteoporose herangezogen werden, ist jedoch weniger aussagekraftig als die
Osteodensitometrie. Ziel der Diagnostik ist die &tiologische Einteilung sowie die
Erstellung eines individuellen Risikoprofils des Patienten, mit daraus resultierender

Optimierung der Therapie.

1.3.1 Anamnese

Ziel der Anamnese ist es, neben der Erfragung aktueller Beschwerden erste
differentialdiagnostische  Rickschlisse zwischen primarer und sekundarer
Osteoporose zu erlangen. Alter, Gewichts- und KorpergroRenveranderungen,
Vorerkrankungen, vorherige Frakturen und Stirze sowie Risikofaktoren sollten

erfragt werden.

Risikofaktoren der Osteoporose sind neben den Ursachen der sekundaren

Osteoporose (siehe 1.2.1) vor allem:
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Tab.3: Risikofaktoren der Osteoporose

» Weibliches Geschlecht » Nikotinkonsum

» Rassenzugehorigkeit (z.B. kaukasisch) » Alimentéarer Kalziummangel

e Alter > 70 » Unterernahrung, Untergewicht

» Frihe Menopause » Vorherige Fraktur ohne adaquates
Trauma

» Spate Menarche » Osteoporotische Fraktur in der Familie

» Nullipara » Mangelnde Sonnenlichtexposition

» PrAmenopausale Amenorrhoe » Alkoholabusus

1.3.2 Kaorperliche Untersuchung

Bei der korperlichen Untersuchung steht die Untersuchung der Wirbelsaule im
Vordergrund. Hier ergeben sich osteoporosespezifische Befunde wie z.B. der
~Witwenbuckel” oder das ,, Tannenbaumph&nomen* (Scheidt-Nave et al. 2003). Auch
eine Verminderung der KorpergroRe kann dem frihzeitigen Erkennen einer
Osteoporose dienen. Eine Abnahme um mehr als 4 cm kommt laut DVO die Funktion
eines Surrogatparameters (Marker, der in klinischen Studien einen Messwert anzeigt,
dessen Beeinflussung die Wirkung einer Intervention, also z.B. einer Therapie, auf
ein Ubergeordnetes medizinisches Phdnomen z.B. das Auftreten einer Krankheit
oder eines Symptoms) zu (DVO 2006).

1.3.3 Radiologische Diagnostik

Die bildgebenden Verfahren, wie konventionelles Rontgen oder die
Osteodensitometrie, spielen in der Diagnostik der Osteoporose eine entscheidende
Rolle. Eine friihzeitige Diagnose vor Entstehen einer Fraktur ist nur mit der
Skelettradiographie und der Knochendichtemessung maoglich. Die
Osteodensitometrie ist derzeit die einzige objektive und direkte Methode zur
Bestimmung der Knochenmineraldichte und somit zur Abschéatzung der

Knochenbrichigkeit und des Frakturrisikos (Grampp et al. 1999).

Eine weitere diagnostische Methode ist die quantitative Ultrasonographie, die in den

letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen hat. Wenn es gelingt,
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standardisierte Verfahren fir diese Untersuchungstechnik zu erlangen, ist sie
aufgrund ihrer geringen Kosten, schnellen Durchfihrbarkeit und fehlenden
Strahlenexposition eine in der Zukunft sicherlich interessante Alternative. Allerdings
kann sie aufgrund ihrer limitierten Eindringtiefe nur am oberflachennahen Knochen,
wie Radius, Calcaneus oder Finger durchgefuhrt werden, was ihre Aussagekraft
hinsichtlich zentraler Frakturen einschrankt.

1.3.3.1 Konventionelles Réntgen
Bei einer manifesten Osteoporose sind die konventionellen Rontgenaufnahmen
wesentlicher Bestandteil der Diagnostik. Mit ihnen kdnnen z.B. an der Wirbelsaule
Sinterungsfrakturen, Deck- und Grundplatteneinbriiche oder die Ausbildung von
Fisch- und Keilwirbeln festgestellt werden. Sie sind also fur die Verlaufskontrolle bei
manifesten osteoporotischen Wirbelkorperfrakturen unverzichtbar (Jergas und
Schmid 1999).

Fur die frihzeitige Diagnose einer Osteoporose sind sie allerdings nicht verwendbar,
da eine Demineralisierung auf den Rontgenaufnahmen erst ab 20-40% sichtbar ist

und der Knochenmineralsalzgehalt nicht beurteilbar ist.

1.3.3.2  Osteodensitometrie

Die Osteodensitometrie ist zur Diagnose einer Osteoporose (ohne Frakturen)
unabdingbar (Hadji et al. 2001), da ein Verlust der Knochenmasse schon vor
Auftreten einer Fraktur diagnostizierbar ist.

Die von der WHO 1994 eingefuhrte Stadieneinteilung (siehe 1.2.1) aufgrund
osteodensitometrischer Untersuchungsergebnisse hat bis heute Glultigkeit und
bezieht sich auf den bewiesenen Zusammenhang niedriger in der Densitometrie
gemessener Knochendichtewerte und Osteoporose-typischer Frakturen (WHO
1994).

Neben dem Goldstandard, der Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA), stehen mit
der gquantitativen Computertomographie sowie der quantitativen Ultrasonometrie

weitere Verfahren zur Verfigung.
Dual Energy X-ray Absorptiometry (DXA):

Die DXA Messung stellt derzeit die Methode der Wahl in der Osteoporosediagnostik
dar (Ringe 1998, Scheidt-Nave et al. 2003). Sie ist die weltweit am meisten
verbreitete Methode (Consenus Development Conference 1993). Prinzip ist die
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Erfassung und quantitative Messung des Kalzium-Hydoxylapatit-Gehalts des
Knochens (Pollahne und Minne 2001), der als Marker fir die Knochenmasse gilt.
Wegen seiner klinischen Relevanz wird dieses Verfahren hauptsachlich an der
Lendenwirbelsaule und der Hifte durchgefiihrt (Leib et al. 2004). Johnell et al. (2005)
konnten einen Zusammenhang zwischen Knochendichtegehalt am Oberschenkelhals
und spateren Huftfrakturen zeigen. Neben seiner allgemeinen Akzeptanz, sind die
geringe Strahlenbelastung (DVO 2006), die geringen Kosten und die schnelle
Durchfuhrbarkeit (Bartl et al. 2003) die entscheidenden Vorteile der DXA gegeniber
anderen bildgebenden Verfahren. Die DXA wird zusammen mit Risikofaktoren zu der
Diagnosefindung der Osteoporose eingesetzt und kann deren Schweregrad
bestimmen. Sie dient so zur Abschatzung eines Frakturrisikos mit der Konsequenz
einer eventuell sinnvollen praventiven medikamentdsen Behandlung oder aber auch

zur Uberpriifung des Therapieerfolgs.

Im Hinblick auf die Bestimmung der Zusammensetzung der trabekularen Strukturen
und Mikroarchitektur des Knochens ist die Osteodensitometrie limitiert und somit
kritisch zu sehen. Die Bruchfestigkeit des Knochens hangt nicht nur von der Masse,
sondern auch in erheblichem MalRe von dessen trabekularer Struktur ab. Das
Frakturrisiko ist primér abhangig von der Knochenarchitektur (Engelke et al. 1999),
welche nach Boivin et al.(2005) neben der Gré3e, Masse, Dichte und Mineralisation

des Knochens zu den Hauptkomponenten der Knochenqualitét zahlt.
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Quantitative Computertomographie:

Bei der quantitativen Computertomographie (QCT) ist eine selektive Messung von
Kortikalis und Spongiosa des Knochens moglich. Sie wird standardisiert an der LWS
und am proximalen Femur durchgefuhrt, da hier die trabekulare Veranderung des

Knochens zuerst stattfindet.

Vorteile dieser Untersuchungsmethode sind neben der langjahrigen Erfahrung vor
allem die hohe Prazision und die Maoglichkeit der Unterscheidung zwischen
trabekuldarem Knochen und Kortikalis. Dennoch hat sie eine geringere Bedeutung im
klinischen Alltag als die DXA. Dies liegt vor allem an den hohen Kosten und der
hoheren Strahlenbelastung gegentber der DXA (Raisz 2005) sowie fehlender Gerate

aufgrund hoher Auslastung.
Quantitative Ultrasonometrie:

Mit der quantitativen Ultrasonometrie (QUS) steht fir die friihzeitige Diagnose der
Osteoporose in den letzten Jahren ein, neben der DXA-Methode, vielversprechendes
und kostengulnstiges Verfahren zur Verfigung. Bei dieser rontgenfreien Methode
wird mittels Ultraschall die Knochendichte am Os calcaneus gemessen. Schnabel et
al. (2005) konnten in einer Vergleichstudie zwischen DXA-Schenkelhals und QUS
am Fersenbein erstmals eine zuverlassige Identifikation der erniedrigten
Knochendichte zeigen. Sollte sich dies in weiteren Studien und Untersuchungen
bestétigen, kdonnte die QUS in naher Zukunft einen wichtigeren Stellenwert in der

Osteoporosediagnostik einnehmen.

1.3.4 Laborparameter

Die laborchemische Untersuchung beinhaltet neben einem Basislabor auch
Untersuchungen zum Ausschluss oder zur Bestatigung sekundarer Osteoporosen
sowie spezifische Knochenumbaumarker. Sie dient so der differentialdiagnostischen,
atiologischen Einteilung der Osteoporose sowie der Unterscheidung zwischen high-

turn-over- bzw. low-turn-ove r-Osteoporose.
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Tab.4: Laborparameter bei Osteoporose (DVO 2006; G omez et al. 1995; Eastell 1998;
Fassbender et al. 2002; Kanis 2002)

Basislabor
= Blutbild = alkalische Phosphatase
= C-reaktives Protein = gamma-GT
= BSG = Kreatinin
= Kalzium = Harnstoff
= Phosphat
Knochenumbaumarker
Knochenaufbau Knochenresorption
= Osteocalcin = Pyridinium
= knochenspezifische AP = Desoxypyridinolin(Urin)

= C-terminales Telopeptid

des Kollagens Typ |

Sekundare Osteoporose

= Parathormon (Hyperparathyroidismus)

= Cortisol, ACTH (Hypercortisolismus)

= Ostrogen, LH,FSH (Ostrogenmangel)

= TSH, FT 4(Hyperthyreose)

= Xylose (Malabsorption)

= Eiweil3elektrophorese (Plasmozytom)

= Rheumafaktoren, ANA (Rheumatoide Erkrankungen)

u.a.

Die Knochenumbaumarker dienen der Beschreibung der Knochenumbauvorgange
und bieten die Mdglichkeit eines Einblicks in die Dynamik des
Knochenstoffwechselgeschehens.  Erhohte  biochemische  Parameter  des

Knochenabbaus im Blut und/oder Urin haben sich in Studien als ein unabhéngiger
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Marker von Risikofaktoren fur Frakturen erwiesen (Jamal et al. 2005; Brown et
al.2005) und spielen seit langem eine unterstiitzende Rolle in der Diagnostik der
postmenopausalen Osteoporose. Vorteil ist die nichtinvasive Bestimmung, die ohne
Strahlenexposition erhoben werden kann. Allerdings kénnen Knochenmarker weder
zwischen Veranderungen am trabekularen und kortikalen Knochen unterscheiden
oder Aussagen Uuber die HoOhe des Knochenmasseverlustes verschiedener
Skelettlokalisationen machen, noch ist eine Beurteilung der Knochenstruktur anhand
von Knochenmarkern mdoglich. Im Gegensatz zur Knochendichtebestimmung, die
eher Summationseffekte bzw. Resultate stattgehabter Vorgdnge anzeigt, sind die
Knochenmarker in der Lage, Veranderungen rasch anzuzeigen bzw. aktuelle
Degradations- und Formationsaktivitaten frihzeitig widerzuspiegeln (Christenson
1997). Somit sind Knochendichtemessung mit Bestimmung der aktuellen statischen
Knochenmasse und die Knochenmarker mit Erfassung des dynamischen
Knochenumsatzes zwei Grol3en, die sich in der Gesamtdiagnostik einer

Knochenerkrankung komplementar erganzen.

In der Literatur werden verschiedene biochemische Parameter, die in direktem
Zusammenhang mit dem Umbau der Knochenmatrix stehen, beschrieben. In Hinsicht
auf die Osteoblastenaktivitat ist die knochenspezifische alkalische Phosphatase zu
nennen, ein Enzym, dessen Gesamtaktivitat zu etwa gleichen Teilen aus Leber und
Knochen stammt und einen guten Einblick in die Knochenneubildung vermittelt.
Osteocalcin ist ein weiterer wichtiger Parameter, welcher als wesentliches
nichtkollagenes  Knochenprotein  wahrend der  Matrixmineralisationsphase
synthetisiert und Uberwiegend direkt in die Knochenmatrix integriert wird, so dass nur

ein kleiner Teil im Serum messbar ist.

Die Osteoklastenaktivitat kann dagegen durch Knochenabbaumarker bestimmt
werden. Hier kann die Kalziumausscheidung im Urin herangezogen werden. Weitere
wichtige Marker sind die Tartrat-resistente saure Phosphatase, die schnell auf akute
reaktive Prozessablaufe reagiert und das Hydroxyprolin im 24-h-Sammelurin,
welches aus abgebautem Kollagen stammt und nicht wiederverwertet wird. Weiterhin
sind noch die quervernetzten Telopeptide, das carboxyterminale Telopeptid und das
aminoterminale Telopeptid, sowie die Kollagencrosslinks Pyridinolin  und
Desoxypyridinolin  im Harn und das Typ-I-Kollagen (carboxyterminales

quervernetztes Telopeptid (ICTP)) im Serum zu nennen.
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Fast alle Knochenumsatzmarker unterliegen den Schwankungen einer zirkadianen
Rhythmik von 5-10% (Delmas 1995).

Die  mangelnde  Standardisierung dieser = Parameter unter  klinischen
Alltagsbedingungen und die fehlende Evaluation im Kontext mit anderen
Risikofaktoren lassen aber generelle Empfehlungen fir den Einsatz der
laborchemischen Knochenstoffwechselparameter in der Routinediagnostik zurzeit
noch nicht zu (DVO 2006).

Im Folgenden sind die untersuchten Marker der Serumanalyse und Genexpression

dargestellt.
Osteocalcin (OC):

Osteocalcin (bone gla protein) ist ein nichtkollagenes Protein, welches bei den
meisten Tierspezies und dem Menschen aus 49 Aminosauren besteht. Die Ratte
stellt mit einer Anzahl von 50 Aminosauren eine Ausnahme dar. Es ist ein
calciumbindendes Protein, das von Osteoblasten und Odontoblasten wahrend der
Mineralisationsphase produziert wird (Houben et al. 1997), und damit einen
hochspezifischen Knochenmarker darstellt. Nach der Freisetzung aus den
Osteoblasten wird etwa 80% des Osteocalcins in die Knochenmatrix eingebaut, ca.
20% werden in die Blutzirkulation sezerniert. Der Serum-Osteocalcinspiegel steht

somit mit der Knochenumsatzrate in Zusammenhang.
Saure Knochenphosphatase (TRAP):

Die saure Knochenphosphatase gehort zur Gruppe der Sauren Phosphatasen, die im
Kdrper ubiquitar vorkommen. Derzeit sind funf verschiedene Isoformen bekannt. Das
in dieser Studie untersuchte Isoenzym Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP)
ist knochenspezifisch, in der Osteoklastenmembran verankert und wird zur
Knochenresorption freigesetzt. Wirksamkeit und Identitat der TRAP konnten von

Oddie et al.(2000) und Nakasato et al. (1999) nachgewiesen werden.
Kollagen-I-Telopeptide:

Bei der physiologischen Knochenresorption entstehen als Abbauprodukte des Typ-I-
Kollagens die Typ-I-Kollagen-Telopeptide (B-Crosslaps). Typ-I-Kollagen ist nicht
knochenspezifisch. Es kommt auch im Knorpel, in Bandern, Sehnen, in der Haut und
anderen Bindegeweben vor. Die Typ-I-Kollagenfibrille hat die Struktur einer

Tripelhelix. Sowohl am N-terminalen als auch am C-terminalen Ende liegen die drei
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Aminosaureketten in nichthelikaler Struktur vor. Diese Enden werden als Telopeptide
bezeichnet und sind bevorzugter Ort fur Quervernetzungen zu den Aminosauren der
helikalen Region der nachsten Kollagenfibrille (Pedersen et al. 1998; Rosenquist et
al. 1998). Die C-terminalen linearen Kettenenden enthalten eine Asp-Gly-Sequenz,
welche spontan eine B-Isomerisierung durchlaufen kann. Es wird angenommen, dass
diese Isomerisierung mit dem Alterungsprozess von Proteinen einhergeht. Diese
sogenannten isomerisierten Telopeptide sind spezifisch fur den Abbau des im

Knochen vorkommenden Typ-I-Kollagens.
Ostrogenrezeptoren (ER):

Fur Ostrogene (E2) gibt es mindestens zwei, vermutlich auch weitere Rezeptoren,
die zur Familie der Steroidrezeptoren gezahlt werden: ER-a und ER-B. Dem ER-
werden 0Ostrogen-antagonistische Wirkungen zugeschrieben. Der hier untersuchte
ER-a vermittelt die durch Ostrogen hervorgerufene positive osteoanabole Wirkung
auf den Knochenumsatz. Knochen, besonders solche mit trabekularen Strukturen,
werden durch die An- oder Abwesenheit von Ostrogenen in hohem MaRe beeinflusst.
Es gilt als sicher, dass die postmenopausale Osteoporose auf eine Verminderung

des Ostrogensspiegels zuriickzufiihren ist.
Insulin-like growth factor (IGF-1):

Insulin-like growth factor, auch als Somatomedin bekannt, ist ein dem Insulin
strukturell und funktionell &hnliches Polypeptid, welches als Wachstumsfaktor
inzwischen in fast allen Geweben des Korpers nachgewiesen worden ist. IGF-1 gilt
neben Osteocalcin als biochemischer Marker fur eine erhdhte Osteoblastenaktivitat.

1.4 Die ovarektomierte Ratte als Modell der postmen  opausalen Osteoporose

Die ovarektomierte Ratte ist ein etabliertes Modell fir Osteopenie (Kalu 1991; Frost
und Jee 1992), bei dem Prozesse wie z.B. der lamellare Knochenaufbau oder das
Remodelling in den Spongiosaanteilen des Knochens auf den Menschen tbertragbar
sind. Der Knochenverlust in der proximalen Tibiametaphyse betragt drei Monate
nach der Ovarektomie etwa 50% (Wronski et al. 1985; Faugere et al. 1986; Frost und
Jee 1992; Thompson et al. 1995).

Ein weiterer Vorteil der ovarektomierten Ratte als Osteoporosemodell liegt darin,
dass es seit ihrer Anerkennung durch die amerikanische Food-and-Drug-

Administration 1994 als Modell zur Untersuchung von medikamentdser Behandlung



Einleitung 14

und Prophylaxe der Osteoporose (Thompson et al. 1995) eine grofRe Anzahl von
Studien zu diesem Thema gegeben hat und somit eine gute Vergleichbarkeit der
gewonnenen Ergebnisse mit vorherigen Studien gegeben ist. In vielen dieser
Osteoporose-Studien wird zur Verbesserung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
den Menschen ein Groldtierversuch empfohlen. Ein ubiquitdr geeignetes
Grof3tiermodell fur die Osteoporose wird jedoch weiterhin gesucht.

Beim Menschen sind die osteoporotischen Frakturen vorwiegend an der Wirbelséule
und den Metaphysen der langen Réhrenknochen, also im distalen Radius, dem
proximalen Femur, sowie dem proximalen Humerus, lokalisiert. Bis jetzt haben sich
die Studien der Frakturheilung in normalen und osteoporotischen Knochen auf die
Heilung diaphyséarer Knochen fokussiert (Kubo et al. 1999; Li J et al. 2000; Li C et al.
2001; Schmidmaier et al. 2001; Cao et al. 2002; Nakajima et al. 2002; Hatano et al.
2004). Modelle und Studien zur metaphyséren Knochenheilung existierten bisher fast
nicht, obwohl bekannt ist, dass die osteoporotischen Veranderungen im diaphyséaren
Knochen wesentlich geringer und abweichend zu denen im metaphysaren,

trabekularen Knochen sind.

In dieser Studie wird mit Hilfe von biomechanischen Tests und serologischen
Untersuchungen die Wirksamkeit verschiedener Medikamente auf die Frakturheilung
bei der ovarektomierten Ratte in der Metaphyse der Tibia getestet. Insbesondere die
biomechanischen Eigenschaften des einer nach metaphysar induzierten Fraktur
geheilten Tibiaknochens spielen bei der Osteoporose eine grof3e Rolle und sind
grol3tenteils von der Elastizitat der Extrazellularmatrix abhangig (Stirmer et al. 2006).

Wahrend mit radiologischen und mikroskopischen Untersuchungen die Elastizitat
Uber die Mikroarchitektur des Knochens nur indirekt messbar ist, kann mit

mechanischen Tests diese direkt gemessen werden.

1.5 Therapie der Osteoporose

Bei der Therapie der Osteoporose unterscheidet man die Pravention und

Basistherapie von der speziellen medikamentdsen Therapie.

1.5.1 Pravention und Basistherapie

In den S3-Leitlinien des DVO (2006) werden allgemeine Malinahmen fir eine
Verbesserung der Knochenstabilitdt sowie zur Verminderung von sturzbedingten

peripheren Frakturen empfohlen. Zu dieser Prophylaxe und Basistherapie zahlen
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etwa eine regelmaRige korperliche Aktivitat, Vermeidung von Immobilisation,
ausreichende Kalzium- und Vitamin-D-Zufuhr, Meidung von Nikotin und Alkohol,
Abklarung unklaren Untergewichtes, ggf. Hiftprotektoren und andere adaptive

Hilfsmittel sowie ab dem 70.Lebensjahr eine jahrliche Sturzanamnese.

Medikamente, die eine Osteoporose fordern oder beispielsweise durch Minderung
der Vigilanz als Sturzursache in Frage kommen, sollten kritisch auf ihr Nutzen-Risiko-

Verhaltnis kontrolliert werden.

1.5.1.1 Indikationen zur medikamentdésen Osteoporose  therapie
Neben der Basistherapie und Primarprophylaxe haben spezielle, medikamentdse
Therapieschemata einen wichtigen Stellenwert in der Therapie der Osteoporose. In
den aktuellen Leitlinien des Dachverbandes fiir Osteologie (DVO) von 2006 sind die
folgenden Indikationen fur die medikamentdose Therapie einer QOsteoporose
empfohlen worden: Relative Indikation fir den Beginn einer medikamentdsen
Therapie ab einem 20%igen 10-Jahres-Schenkelhalsfrakturrisikodquivalent. Absolute
Indikation besteht ab 40%igem Risiko. Die folgende Tabelle zeigt die Bedingungen

fur die Risikoabschatzung an:
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Tab.5: Risikoabschatzungen fiir Schenkelhalsfrakture n bei Osteoporose (DVO 2006)

> 20%iges 10-Jahres-Schenkelhalsfrakturrisikoaquivalent

Lebensalter bis 64 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -3,5
Lebensalter 65-74 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -2,5
Lebensalter ab 75 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -2,0

Lebensalter bis 64 Jahre, pravalente Wirbelkdrperfraktur und T-Wert LWS oder
Gesamtfemur < -2,0

> 40%iges 10-Jahres-Schenkelhalsfrakturrisikodquivalent

Lebensalter bis 64 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -4,5
Lebensalter 65-74 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -3,5
Lebensalter ab 75 Jahre und T-Wert LWS oder Gesamtfemur < -3,0

Lebensalter bis 64 Jahre, pravalente Wirbelkdrperfraktur und T-Wert LWS oder
Gesamtfemur < -3,0

Lebensalter ab 65 Jahre, pravalente Wirbelkorperfraktur und T-Wert LWS oder

Gesamtfemur < -2,0

Zu beachten ist, dass das in der Tabelle dargestellte Risiko nur die Knochendichte
(T-Score) und das Lebensalter beriicksichtigt. Bei weiteren zusatzlichen
Risikofaktoren erhoht sich das Gesamtfrakturrisiko und somit die Dringlichkeit eines

Therapiebeginns. Zu diesen Risikofaktoren gehoren:
» Periphere Fraktur nach einem Bagatelltrauma

e Osteoporotische Fraktur der Mutter

e Multiple Stirze

* Nikotinkonsum

* Immobilisation.

Bei mehr als einer osteoporose-typischen Wirbelkorperfraktur wird unabhéangig vom

T-Wert eine medikamenttse Therapie empfohlen.
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Bei Patienten mit osteoporotisch bedingten Fragilitatsfrakturen, z.B. an den
Wirbelkdrpern, sollte eine adaquate Schmerztherapie eingeleitet werden. Auch
RehabilitationsmaRnahmen sowie Physiotherapie stehen zur Therapie der

Osteoporose und den daraus resultierenden Folgeerkrankungen zur Verfigung.

1.5.2 Anti-osteoporotische Substanzen

Bei den fur die spezielle Osteoporosetherapie zur Verfligung stehenden
Medikamenten unterscheidet man Medikamente mit antiresorptiver Wirkung von

solchen mit osteoanaboler Wirkung.

Tab.6: Medikamente Osteoporose anabol vs. resorptiv

Antiresorptive Substanzen

Osteoanabole Substanzen

= Bisphosphonate

= Parathormon

= Raloxifen = Fluoride

= Kalzitonine = Strontium
= Kalzium = Anabolika
= Vitamin D Testosteron
= Statine

= Ostrogene
= Ostrogen/Gestagen

= Phyto6strogene

Fur die Therapie der postmenopausalen Osteoporose sind Raloxifen, Teriparatid,
Strontiumranelat, Ostrogene sowie die Bisphosphonate Alendronat, Risedronat und
Ibandronat als Therapeutika mit dem Evidenzgrad A klassifiziert, wahrend beim
Mann in Deutschland bisher nur Alendronat zur Behandlung der Osteoporose als
Therapieoption mit dem Evidenzgrad A zur Verfigung steht (PTH laut aktuellen

Leitlinien 2006 nur in der Schweiz zugelassen).

Im Folgenden wird die Wirkung der in dieser Studie untersuchten Medikamente

dargestellt.
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1.5.2.1 Hormonersatztherapie
Die postmenopausale Hormonersatztherapie mit Ostrogen bzw. Ostrogen und
Gestagen hat in den letzten Jahren deutlich an Bedeutung verloren. Ende der 90er
Jahre galt die Hormonersatztherapie als Mittel der Wahl gegen klimakterische
Beschwerden und Osteoporoseprophylaxe bei Frauen in den Wechseljahren.

Durch verschiedene Studien, wie die Womens’'s Health Initiative (Rossouw et al.
2002) oder die Million-Women-Studie, konnte jedoch ein ungtinstiges Nutzen-Risiko-
Verhéltnis  nachgewiesen  werden, sodass die Indikation fur eine
Hormonersatztherapie nur noch bei Frauen “mit hohem Frakturrisiko, die eine
Unvertraglichkeit oder Kontraindikation gegenuber anderen zur
Osteoporosepravention zugelassenen Arzneimitteln aufweisen®, (DVO 2006),
gestellt wird. Die WHI-Studie mit 27000 Teilnehmerinnen wurde nach 5,8 Jahren
abgebrochen, da fiir eine kombinierte Ostrogen-Gestagen-Therapie sowohl ein
erhohtes Risiko fiur kardiovaskulare Ereignisse, Thrombose und Schlaganfélle, als
auch fur Brustkrebs nachgewiesen werden konnte (Rossouw et al. 2002). Trotz der
ebenfalls bestatigten Senkung des Frakturrisikos und der Senkung des Risikos, ein
kolorektales Karzinom zu bekommen, sind ihre Risiken im Vergleich zum Nutzen

dieser Therapieform zu hoch.

Auch der Studienarm mit der alleinigen Ostrogen-Monotherapie wurde wie auch die
kombinierte Gestagen-Ostrogen-Therapie vorzeitig abgebrochen. Auch hier zeigte
sich ein signifikant hheres Risiko fir Thrombembolien und Schlaganfalle sowie ein
deutlich  erhohtes Risiko fur  Endometriumkarzinome bei  erniedrigter

Mammakarzinominzidenz und signifikanter Frakturreduktion (Rossouw et al. 2002).

Basierend auf diesen Fakten hat der Dachverband fir Osteologie in seiner 2006
Uberarbeiteten Neufassung der Leitlinien fur Osteoporose eine Reihe von
Kontraindikationen fur eine postmenopausale Hormontherapie aufgezahlt. Absolut
kontraindiziert ist eine Hormonersatzzherapie bei vorbestehender koronarer
Herzkrankheit, vorangegangenen thrombembolischen Ereignissen,
vorangegangenem Schlaganfall, bei Thrombophilie, schwerer Einschrankung der
Leberfunktion. Ebenso kontraindiziert ist wegen des stark erhohten Risikos fir die
Entstehung eines Endometriumkarzinoms die alleinige Ostrogen-Therapie bei

Frauen mit intaktem Uterus.
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1.5.2.2 Selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SE = RMS)
In dieser Studie wird der bekannteste SERM Raloxifen untersucht. Nach der
Zulassung von Tamoxifen zur adjuvanten Therapie des rezeptorpositiven
Mammakarzinoms steht es seit 1998 als SERM der 2. Generation zur Verfiigung.
Diese Medikamentengruppe wurde entwickelt, um die positiven 06strogen-
agonistischen  Wirkungen am  Knochenstoffwechsel und Fettstoffwechsel
auszunutzen und gleichzeitig 6strogen-antagonistische Wirkungen an Brustdrise
und Uterus zu erzielen. SERMs wirken (ber spezifische Bindungen mit
Ostrogenrezeptoren und lésen so ber Modulation des Rezeptors agonistische oder
antagonistische Effekte aus. Auch die unterschiedliche Affinitat zu Ostrogenrezeptor
a und (B erklart den teils gleich-, teils gegensinnigen Effekt der SERMs im Vergleich
zu Ostrogen, da diese eine gewebespezifische Verteilung mit hoher Heterogenitat

aufweisen.

Seine antiresorptive Wirkung am Knochen, durch Hemmung der Osteoklasten,
bedingt bei unveranderter osteoblastarer Neubildung wird fur die Behandlung der

postmenopausalen Osteoporose ausgenutzt.

In mehreren Studien und vor allem in der MORE-Studie (Multiple Outcomes of
Raloxifene  Evaluation) konnte dargestellt werden, dass Raloxifen bei
postmenopausalen Frauen eine Senkung des vertebralen Frakturrisikos bewirkt und
es zu einer signifikanten Erhéhung der Knochenmineraldichte kommt (Delmas et al.
2002; Ettinger et al. 1999).

Durch seine zusatzlichen protektiven Wirkungen am kardiovaskularen System
(Delmas et al. 1997) und an der Brustdrise (Cauley et al. 2001) und seine im
Gegensatz zu Tamoxifen und zur Ostrogentherapie nicht stimulierenden Effekte auf
das Uterusendometrium bei postmenopausalen Frauen (Cohen et al. 2000) ist
Raloxifen vom Dachverband Osteologie als Klasse-A-Medikament zur Behandlung
postmenopausaler Osteoporose klassifiziert worden.

1.5.2.3 Bisphosphonate
Bisphosphonate sind metabolisch stabile organische Pyrophosphatverbindungen, die
durch Hemmung verschiedener Proteine in Osteoklasten deren Fahigkeit zur
Resorption von Knochensubstanz hemmen. Sie lagern sich an der Oberflache der

mineralisierten Knochensubstanz ab und kdnnen so ebenfalls deren Abbau durch
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Osteoklasten verhindern. Damit werden sie zu den antiresorptiven Substanzen in der

Osteoporosetherapie gezahlt.

Diese verminderte Resorptionsfahigkeit fuhrt zu einer Verbesserung der
Knochenarchitektur, in Form einer verstarkten Mineralisierung des Knochengewebes,
und somit zu einem positiven Effekt auf die Knochendichte und einer damit
verbundenen Senkung des Frakturrisikos bei postmenopausaler Osteoporose.
Dieser Effekt gilt sowohl flr vertebrale, als auch fir periphere Frakturen (Cranney et
al. 2003).

Der Wirkungseintritt zur Verminderung von Frakturen ist bereits nach 6 Monaten
festzustellen (Harrington et al. 2004), wobei in randomisierten Studien auch nach funf
Jahren Behandlung noch kein Effizienzverlust nachweisbar war (Sorensen et al.
2003).

Die oben genannten Studien beziehen sich auf das Bisphosphonat Risedronat,
welches neben Alendronat und Ibandronat zu den im Moment wichtigsten zur
Therapie der postmenopausalen Osteoporose zugelassenen Medikamenten gehort.

Sie gehdoren alle der Gruppe der Aminobisphosphonate an.

Aktuelle Vergleichsstudien zeigen allerdings einen therapeutischen Vorteil von
Alendronat gegentber Risedronat innerhalb dieser beiden vom Dachverband
Osteologie als Klasse A klassifizierten Substanzen bei postmenopausaler
Osteoporose (DVO 2006).

In Bezug auf eine Verbesserung der hier untersuchten Frakturheilung in der friihen
Phase der Osteoporose zeigten sich bisher jeodch keine eindeutig positiven Effekte
des Alendronats. Kolios et al. (2009) konnten sogar eine Verschlechterung der
Knochenqualitat und der biomechanischen Eigenschaften im verglichen mit
ostrogenbehandelten Tieren feststellen, und das bei &hnlichen biomechanischen

Eigenschaften wie denen der unbehandelten osteoporotischen Tiere.

Um die am haufigsten auftretende unerwiinschte Wirkung, die gastrointestinalen
Symptome (Hamilton et al. 2003), zu verringern, wurde die Dosierung von 5mg/d fur
Risedronat bzw. 10 mg/d bei Alendronat auf die Dosierung einer oralen Tablette

einmal wdchentlich auf 35 mg bzw. 70 mg mit Erfolg erprobt.
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1.5.2.4 Phytodstrogene
Phytotstrogene sind in einer Vielzahl von Pflanzen nachweisbar und werden
chemisch in die Gruppe der Polyphenole eingeteilt. In Futterstudien und
tierexperimentellen Studien in Gottingen wurden Vitex agnus castus, Belamcanda
chinesis, Silybum marianum sowie Cimicifuga racemosa eingesetzt. In einer Studie
mit mannlichen orchiektomierten Ratten konnte ein therapeutischer Nutzen der
Phytotstrogene Agnus castus und Cimicifuga racemosa in der Behandlung der
mannlichen Osteoporose festgestellt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2005; Sehmisch
et al. 2009 a). lhnen allen ist eine dstrogene Aktivitdt gemeinsam, da sie chemisch
dem 17B-Estradiol &hneln und wie das Sexualhormon mit dem Ostrogenrezeptor
interagieren. Sie werden laut Brzezinski und Debi (1999) der Gruppe der SERM
zugeordnet, da sie Uber Bindung an die Ostrogenrezeptoren a und  sowohl eine

dem Ostrogen agonistische als auch antagonistische Wirkung entfalten.

Cimicifuga Racemosa

Cimicifuga Racemosa (CR), die Traubensilberkerze, ist eine in den fruchtbaren
Gegenden Nordamerikas vorkommende Pflanze aus der Familie der
HahnenfuBgewachse (Ranunculaceae). Das Rhizom (Wurzelstock) dieses
Gewéchses mit seinen pharmakologisch aktiven Inhaltsstoffen wie u.a.
Triterpenglykosid oder dem Isoflavon Formononentin wird seit Jahren fir
pharmazeutische Zwecke genutzt. Neben seiner Indikation als Gynékologikum mit
lindernder Wirkung bei klimakterischen Beschwerden (Wuttke et al. 2003) werden
seit einigen Jahren auch die Wirkung bzw. die Anwendung zur Osteoporose-
Prophylaxe bei postemenopausalen Frauen getestet und untersucht. Dem
Cimicifugaextract BNO 1055 werden SERM-artige Eigenschaften unterstellt
(Seidlova-Wuttke et al. 2003 a), die erwlnschte 6strogenartige Effekte an Knochen,
Hypophyse und Lipidstoffwechsel erzielen und antidstrogene Eigenschaften in Bezug
auf Endometrium und Mamma ausuben. Diese Ergebnisse konnten auch in einer
experimentellen Studie im Vergleich zu Estradiol-17 B an ovarektomierten Ratten
(Seidlova-Wuttke et al. 2003 b) und in anderen Studien (Zierau et al. 2002)

unterstitzt werden.
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Die Anwendung von Cimicifuga Racemosa zur Therapie und Prophylaxe der
postmenopausalen Osteoporose ist Gegenstand aktueller Forschungen. In den
Leitlinien des Dachverbandes Osteologie nimmt es als Therapeutikum derzeit noch
keinen Platz ein. Als Gynéakologikum findet es, bei einer empfohlenen Tagesdosis
von 40 mg, Anwendung bei pramenstruellen, dysmenorrhoeischen sowie

klimakterisch bedingten neurovegetativen Beschwerden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

2.1.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden 73 drei Monate alte, 220-260 g schwere Sprague-Dawley-
Ratten (Winkelmann, Borken, Deutschland) verwendet, von denen 6 wegen Tod
prae- oder postoperativ aus dem Versuch herausgenommen werden mussten. Die
Ratten wurden fir die gesamte Zeit der Studie in der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung des Universitatsklinikums Goéttingen in Gruppen von 4 Tieren pro Kafig
(Typ Makrolon® 1V) gehalten. Die Raumtemperatur betrug 23T bei 55% rel.
Luftfeuchtigkeit und einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus (Raumbeleuchtung 6
bis 18 Uhr). Leitungswasser und Futter standen ad libitum zur Verfigung und die
Betreuung der Tiere erfolgte durch Tierarzte, erfahrene Tierpfleger sowie durch
Mitarbeiter der Unfallchirurgischen Abteilung Géttingen. Es liegt fur die Tierversuche
eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig vor (AZ 509.42502/01-
53.03).

2.1.2 Ovarektomie der Ratten

Die Ovarektomie der Ratten erfolgte in einer Ketamin/Xylazin-Anasthesie (Ketamin:
Hostaket®, Fa.Hoechst, Bad Soden, Xylazin: Rompun®, Fa. Bayer, Leverkusen) in
einem Mischverhéltnis von 5:3. Die Dosierung betrug 0,01 ml/g KG und wurde
intraperitoneal appliziert. Sie wurde von Frau Dr. med. D. Seidlova-Wuttke aus der
Abteilung fur klinische und experimentelle Endokrinologie des Universitatsklinikums

Gottingen durchgefihrt.

Uber eine Inzision der paravertebralen Haut zwischen Rippenbogen und
Hinterlaufern wurde nach Rasur und Desinfektion vorsichtig bis zum Peritoneum
prapariert und die Bauchhoéhle erdffnet. Im Folgenden wurden die Tubae uterinae
dargestellt und ligiert, die Ovarien abgesetzt, das Peritoneum mit Vicrylfaden
verschlossen und die Hautwunden geklammert. In gleicher Narkose wurde jedem
Tier ein Tansponder-Uno Micro-Id-System, Iso-Transponder (12mm) (Uno-
Roesvaststaal BV, Zevenaar, Holland) subkutan implantiert. So konnte durch
Identifizierung Uber die Tanspondernummer eine individuelle Uberwachung des
Allgemeinzustandes und der Gewichtsentwicklung eines jeden einzelnen Tieres

gewahrleistet werden.
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2.1.3 Tibiaosteotomie

Nach Ovarektomie wurden die Ratten noch in derselben Anasthesie folgendem

operativen Verfahren an beiden proximalen Tibiae unterzogen:

Uber einen anterior-medialen Zugang, der von den medialen Femurkondylen bis
etwa zur Mitte der Tibia reichte, wurde das proximale Drittel der Tibia epiperiostal
prapariert, ohne das umliegende Gewebe zu beschadigen. Mit einer Kantle wurde
der Kniegelenksspalt markiert. AnschlieRend wurde eine 5-Loch-Leibinger-T-Platte
(57-05140, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) mit je zwei proximalen und distalen
1,2 mm Schrauben anterior-medial an der Tibia fixiert. Um die Osteotomie
vorzunehmen, wurde die Platte temporar entfernt. Die Osteotomie wurde 7 mm
unterhalb des Kniegelenks mit einem ,pulsed” Ultraschallgerat (Piezosurgery®,
Mectron Medical Technology, Carasco lItalien) durchgefihrt. Mit diesem Gerét ist es
maoglich die Osteotomie durchzufiihren, ohne die umliegenden Nerven, Sehnen,
Bander und Muskeln zu schadigen. Nach der Osteotomie wurde die Platte wieder in
der vorherigen Position befestigt, und man erhielt einen Osteotomiespalt von etwa
1mm. Nach Spllung und Desinfektion des Operationsgebietes wurde die
Muskelfaszie mit Vicryl® 4.0 (Eticon Norderstedt, Johnson & Johnson, Deutschland)
readaptiert und die dartiber liegende Haut mit Klammern (Michel wound brackets 12
x 3 mm, Gebrider Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) verschlossen.
Abschliel3end bekamen die Tiere eine Einzeldosis von 5 mg/kg Perphenacin s.c.,
sowie in den 48 Stunden postoperativ vier Injektionen Caprofen (4mg/kg) als

Schmerzprophylaxe.

2.1.4 Futterapplikation und Testsubstanzen

Nach der Osteotomie wurden die Versuchstiere in 6 verschiedene Futtergruppen &
12 bzw. 13 Ratten eingeteilt. Als Basisnahrung bekamen die Ratten sojafreies Futter
(ssniff SM R/M, 10 mm-Pellets, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland),
welches bis auf die beiden Kontrollgruppen noch mit einem spezifischen Futterzusatz
erganzt wurde (siehe Tabelle 6). Die beiden Kontrollgruppen bildeten einerseits 13
Tiere, die nach Ovarektomie und Osteotomie sojafreies Futter erhielten (OVX) sowie
andererseits 12 Tiere, die nicht ovarektomiert worden waren, und nach Osteotomie

ebenfalls nur sojafreies Futter erhielten (Intakt).

Futter sowie Wasser standen den Versuchstieren ad libitum zur Verfigung, wobei die

verzehrte Futtermenge zweimal wochentlich pro Kafig bestimmt wurde, um die
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durchschnittliche aufgenommene Menge an Futter respektive Wirksubstanz pro Tier
in drei- bis viertdgigem Abstand zu dokumentieren (Gesamtubersicht Tab. 9). Des

Weiteren wurde jede Ratte einmal wochentlich gewogen, und dabei wurden die

Gewichtsveranderungen notiert.

Die Ratten wurden wéhrend der Frakturheilung 5 Wochen dieser spezifischen Diat

unterzogen.

Tab.7: Testsubstanzen und Dosierungen

Substanz Abkirzung Dosierung

(in g/kg Futter)
Alendronat A 0,01
Cimicifuga racemosa CR 1,66
Estradiol E 0,0174
Raloxifen Ral 0,1665
Sojafrei (intakt) SHAM
Sojafrei (+OVX) C

Tab.8: Einteilung der Futtergruppen

Futtergruppen

Tiernummer Gruppe
Nr. 1- 12 SHAM
Nr. 13 - 25 C

Nr. 26 — 36 A

Nr. 37 — 49 Ral

Nr. 50 — 61 CR

Nr. 62 — 73 E

2.1.5 Versuchsende

5 Wochen nach Ovarektomie, Osteotomie und Fitterung der Testsubstanzen wurden

die Tiere in CO=-Narkose durch Dekapitation getttet. Hierbei wurde Blut fir die
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Bestimmung der Serumparameter Osteocalcin und TRAP gewonnen. Anschlie3end
wurden die Rattentibiae von Haut, Muskeln und Sehnen freiprapariert. Nach
Entfernung der T-Platte und der Schrauben wurden die Tibiae sofort bei —20C
(Morphologie) bzw. — 80C (Molekularbiologie) einge froren. Jede rechte und linke
Tibia wurde randomisiert je einer biomechanischen, histologischen und
mikroradiographischen Analyse unterzogen, wahrend die kontralaterale Tibia in der
Abteilung fur Klinische und Experimentelle Endokrinologie genanalytisch untersucht

wurde.

2.2 Versuchsdurchfihrung

2.2.1 Radiographische Auswertung

Zur Untersuchung der Frakturheilung wurden je eine der beiden Tibiae gerontgt und
hinsichtlich der Kallusbildung, Achsstellung, begleitender Fibulafraktur und
eventueller Materiallockerung untersucht. Daflr wurden die Knochen mittels eines
Spezialfilms (Fuji HR-E 30 Medical X-ray) und Faxitron-Cabinet Rodntgengerates
(Hewlett-Packard, Faxitron Cabinet, Modell 43855A; Faxitron X-ray system, IL
60089, USA) mit 40 KV Uber 6 Minuten gerontgt. Es wurden anterior-posterior sowie

Aufnahmen mit lateralem Strahlengang angefertigt (Abb.1a-c).

Abb.1(a)
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Abb.1(b)

Abb.1(c)

Abb.1(a-c): Rontgendarstellung der Rattentibia (a) nach der Operation, (b) funf Wochen nach
Osteotomie ohne Implantat in einem anterior-posteri oren und (c) lateralen Strahlengang

Der Progress der Frakturheilung ist an dem vage sichtbaren Frakturspalt mit geringer periostealer
Kallusformation zu erkennen.

2.2.2 Biomechanische Testung

Fur den biomechanischen Elastizitatsversuch stand eine von Sturmer et al. neu
entwickelte Bruch- und Biegetest-Apparatur zur Verfigung (Stirmer et al. 2006). Es
wurde eine Materialprifmaschine (Firma Zwick/Roell, Typ 145660 Z020/TND, Ulm,
Deutschland) fir diesen Biegeversuch verwendet. Nach Auftauen der
Unterschenkelknochen wurden diese so in einem Hartgipsbett (GC Fujirock®; GC
Europe N.V.) fixiert, dass sowohl ein Abkippen der Tibia bei Druckausibung, als
auch eine Einschrankung der Dehnbarkeit nach proximal und distal verhindert

werden konnte. Der Knochen wurde so gelagert, dass die Fibula komplett mit Gips
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bedeckt wurde und die Tibia nur im Bereich der proximalen Syndesmose und der

distalen Synostose eine Auflageflache hatte (siehe Abb.1)

Abb.2: Lagerung der Tibia im Hartgipsbett zur biome  chanischen Prifung

Die Maschine wurde fur einen Messbereich des Kraftaufnehmers zwischen 2N und
200N eingestellt. Die relative Auflésung betrug 0,2% bei 0,4% FN (2N Nennkraft), die
Vorkraft 1N und der Kraftvorschub betrugen 50mm/s. Nach Erreichen dieser Vorkraft
von 1N erfolgte eine visuelle Kontrolle der Lage des Knochens und des Stempels in
Bezug auf die korrekte Position Uber der metaphysaren Kallusformation (Abb. 2 zeigt
die Vorrichtung vor Beginn der Vorkraft). Anschlie@end wurde mit den
Biegeversuchen begonnen. Die Aufzeichnungen der auf die Tibia einwirkenden Kraft
und der Verformung wurden mit der speziell entwickelten Testexpert-Software (Firma
Zwick) an einem PC analysiert und manuell durch den Prufer bei einer
Krafteinwirkung von etwa 50-60 N fir die negative Kontrollgruppe sowie etwa 60-70
N fur alle anderen Gruppen gestoppt, um eine Zerstorung oder Beschadigung des
Kallus zu verhindern (Dehnungsversuch). Diese Werte stammen aus vorherigen
Erfahrungen bei Bruchtests von intakten Rattentibiae nach spezifischer Behandlung
mit den verwendeten Substanzen (Sturmer et al. 2006). Des Weiteren konnte der
Prufer den Kurvenverlauf wahrend der Tests am Monitor direkt mitverfolgen und so
unter Bertcksichtigung einer typischen Bruchkurve (siehe Abb.3) die Tests stoppen,
da sich das Brechen des Knochens durch einen deutlichen Steigungsabfall des zuvor
linearen Kurvenverlaufs im Kraft-Weg-Diagramm vorankindigt.
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In dieser Studie wurden durch Biegeversuche an der Tibiametaphyse der Punkt der
ersten plastischen Verformung (Streckgrenze) sowie die Elastizitdt der einzelnen
Knochen getestet. Dazu wurde Uber den Stempel auf die ventrale Tibiakante auf
Hohe der Osteotomielinie eine orthogonale Kraft ausgelbt und die einwirkende Kraft

gegen den Weg, das Durchbiegen der Tibia, aufgetragen.

Die Reliabilitat der Prifmaschine wurde in einem vorausgegangenen Rechts-Links-
Versuch validiert und bestatigt (Stiirmer et al. 2006).

Abb.3: Lagerung des eingebetteten Knochens in der P rifmaschine

2.2.3 Auswertung der biomechanischen Kompressionste sts

Zur Untersuchung des Einflusses der Futterzusatze auf die Frakturheilung wurden
die Rattentibiae Uber 35 Tage nach operativ durchgefuhrter Fraktur mit Zusatzen in
der Nahrung behandelt und anschlieBend biomechanischen Tests unterzogen.
Anhand der gewonnenen Daten generierte die Testexpert-Software einen Kraft-Zeit-
Graphen. Die in Abb. 3 dargestellte Kurve zeigt einen typischen Verlauf und
ermdglicht eine generelle Einteilung in drei Teile, wie er fur mechanische Tests an

Rattentibiae schon von Stirmer et al. 2006 beschrieben wurde.
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Abb.4: Darstellung eines typischen Kraft-Zeit-Graph ~ en mechanischer Tests

Zunachst steigt der Graph linear an. Dies entspricht der elastischen Verformung der
Tibia. In dieser Phase des Kompressionstests treten noch keine strukturellen
Veranderungen des Knochens auf, und es besteht grundsatzlich eine Reversibilitat
der aufgetretenen Verformungen. Der gemessene Parameter der Steigung entspricht
in diesem Teil der elastischen Verformung der Tibia, also der maximalen linearen
Steigung. Im weiteren Verlauf nimmt die Steigung ab und nimmt einen eher zur x-
Achse parallelen Verlauf. Dies entspricht der nun stattfindenden plastischen
Deformation des Knochens. Die nun auftretenden strukturellen Veranderungen
auf3ern sich in Form von trabekularen Mikrofrakturen und sind nicht mehr reversibel.
Der Punkt des Ubergangs von elastischer in plastische Deformation wurde als
Streckgrenze (yield load) bezeichnet. Die Streckgrenze ist als der Moment des
Versuches definiert, in dem die Steigung ihre Linearitat verliert und niedrigere Werte
annimmt. Um ihn zu bestimmen, wird aus den individuellen Daten des noch linear
ansteigenden Teil des Graphen die Regressionsgerade und deren
Standardabweichung berechnet. Der Untersucher definierte die Streckgrenze als den
Punkt, an dem der Graph den Bereich der doppelten Standardabweichung der
Regressionsgeraden verliel3 (Stirmer et al. 2006).

Um eine weitere Beschadigung der Versuchsknochen im Hinblick auf die
mikroradiographische Auswertung zu verhindern, wurden die Kompressionstests

nach Erreichen der Streckgrenze manuell abgebrochen. Der Wert der maximalen
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Kraft wurde also nicht mehr erreicht. Der auf diesen Punkt folgende unregelmallige
Verlauf mit teils negativen Steigungen in der Abbildung der typischen Bruchkurve ist
als Fraktur der Tibia zu deuten, wurde aber, wie oben beschrieben, in dieser

Versuchsreihe ebenfalls nicht erreicht.

Die Werte fir die Steigung und die Streckgrenze wurden aus den mechanischen
Kompressionstests bestimmt und fur die Auswertung des zu untersuchenden

Osteoporosemodells verwendet.

2.2.4 Serumanalyse

Die Bestimmung der Osteocalcinkonzentration im Rattenserum wurde mit einem
Sandwich-ELISA-Test vorgenommen. Dieser speziell fir Ratten hergestellte ELISA
ist in der Lage sowohl carboxyliertes, als auch decarboxyliertes Rattenosteocalcin zu
messen (Rat-MID® Osteocalcin Elisa, Nordic Bioscience Diagnostics A/S Herlev,
Déanemark). Die Durchfuhrung fir dieses kommerziell erhaltliche Kit erfolgte nach

dem Protokoll des Herstellers.

Durch den Hersteller wurden die angegebenen Normbereiche der
Osteocalcinkonzentration im Serum (ng/ml) 3 Monate alter, weiblicher Sparque-

Dawley- Ratten mit diesem Assay wie folgt angegeben:
Probandenanzahl  n=30
MW 417,8 ng/ml
SD 83,5 ng/ml

Mittelabw. 15,3 ng/ml
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Reagenzien und Material:

Rat—MID, Osteocalcin ELISA der Firma Nordic Bioscience Diagnostics

A/S, Herlev, Ddnemark, bestehend aus:

Streptavidin—beschichtete Mikrotiterplatte (MTP)

Probendiluent

Osteocalcinstandards A-F (0, 35,5; 110,3; 247,8; 479,3 und 1071,2 ng/ ml)
Kontrolle (185,8 ng/ml)

synthetisches, humanes Osteocalcin

Primarer Antikorper (spezifisch fur die mittlere Molekulstruktur, Aminosauren 21—

29) zu vermischen mit primarem Inkubationspuffer

Sekundarer Antikorper (peroxidasekonjugiert, spezifisch fur Mause-IgG)
Tetramethylbenzidin (TMB)— Chromogen—Ldsung

Stopploésung

Waschldsung

Abdeckfolie fur MTP

Assay Reader Sunrise Remote, Tecan, Crailsheim

Bidestilliertes Wasser, Reinstwasseranlage der Serie Ultra Clear, SG

Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbiittel

Préazisionspipette 10 uyl , 1000 pl mit dazugehdorigen Spitzen von Eppendorf AG,
Hamburg

Semiautomatische Multipipette, 300 pl , Eppendorf AG, Hamburg
ELISA-Plattenschuttler Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg

Vortex Mixer MS2 Minishaker, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Das Funktionsprinzip des Testes ist eine kompetitive Bindung der monoklonalen

Antikdrper mit gebundenem und freiem Osteocalcin.

Zunachst wurde die Mikrotiterplatte vorinkubiert. Zu diesem Zweck wurde

synthetisches humanes Osteocalcin zugegeben. Um nun das nicht gebundene
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humane Osteocalcin nach der Vorinkubation zu entfernen, folgte die erste
Waschung. AnschlieRend werden die Standards, die Serumproben und der
monoklonale Antikdrper zugegeben und inkubiert. Es folgte eine zweite Waschung
und die Zugabe eines mit Peroxidase markierten Antikdrpers, der sich an die bereits
gebundenen monoklonalen Antikorper anheftete. Die Peroxidase wandelte das
zugegebene Substrat Tetramethylbenzidin in eine farbige Losung um. Das Ende der
Farbreaktion wurde durch Zugabe einer Stopplésung erreicht. Die gemessene
Farbintensitat war umgekehrt proportional zur Konzentration des Osteocalcins. Die
Standardisierung der Messergebnisse wurde durch die Zugabe von humanem
Osteocalcin erreicht, welches das gleiche Bindungsverhalten gegentber dem

markierten Antikérper besitzt.

Fur die Bestimmung der Fragmente des Kollagen-Typ-I im Rattenserum wurde das
hierfir entwickelte Kit verwendet (RatLaps™ Elisa, Nordic Bioscience Diagnostics
A/S, Herlev, Danemark).

2.2.5 Genanalyse

Fur die Genanalyse wurde Gewebe aus dem Kallus der metaphysaren Tibia
entnommen. Die Aufarbeitung der Proben und Messungen wurden in der Abteilung
fur Klinische und Experimentelle Endokrinologie der Universitdtsmedizin Gottingen
durchgefuhrt und freundlicherweise zur Auswertung zur Verfigung gestellt. Es
wurden die Werte fir Osteocalcin (OC), Alkaline Phosphatase (AP), Kollagen-1al
und Tartrat-resistente Phosphatase (TRAP) ermittelt.

RNA Isolierung

Die Isolierung der RNA aus dem Gewebe wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen)

nach Hersteller-Protokoll durchgefihrt.

Zunachst wurden die Gewebefragmente mit flissigem Stickstoff herunter gekuhlt und
mit einem Mikro-Dismembrator (B. Braun Biotech International, Melsungen,
Deutschland) mechanisch zerkleinert. Anschlie3end wurden 50 mg des zerkleinerten
Gewebes mit 0,3 ml RLT-Puffer versetzt und 10s im Ultraschallbad homogenisiert.
Dieser Puffer bewirkt das Lysieren der Zellen, und das im RLT-Puffer enthaltene
Guanidin-Isothiocyanat inaktiviert RNasen, womit das Isolieren der intakten RNA
ermoglicht wird. Im Anschluss wurden die lysierten Proben tber QIAShredder™-
Saulen (Qiagen, Hilden, Deutschland) gegeben. Das Gemisch wurde auf die
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Extraktionssaule gegeben und entsprechend der Anleitung des Herstellers
aufgereinigt. Mit 50ul H20.ec wurde die RNA von der Saule eluiert.

Die Konzentration der abschliel3end in 50ul RNase-freiem Wasser vorliegenden RNA
wurde zunachst photometrisch (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
bei 260 und 280nm gemessen. Die Proben wurden bis zur quantitativen Bestimmung

bei —70C gelagert.
Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration wurden 5ul der RNA-L6sung in 75ul H20yelc
verdunnt. Eine genauere Bestimmung erlaubt die photometrische Bestimmung der
Nukleinsdurekonzentration. Die Extinktion wird mit einem Spektralphotometer bei
einer Wellenlange von 260nm bestimmt. Die Konzentration ergibt sich aus dem

Lambert-Beer-Gesetz:

Lambert-Beer-Gesetz: EA=€eA - c - d

EA = Extinktion bei der Wellenlange A

eA = molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange Ain M™
¢ = Konzentration der Teilchen in der Lésung in mol/l
d = Schichtdicke der durchstrahlten L6sung in cm

Fir die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration lautet die abgeleitete Formel:
C = E260 Lk/d
¢ = Konzentration der Nukleinsaure in pg / mi
E260 = Extinktion bei 260 nm
d = 0,5cm (Dicke der verwendeten Quarzglas-Klvette)

k = nukleinsaurespezifischer Koeffizient in ug / ml

Werte fur k: dsDNA: 50ug / ml (ds = double strain)
ssDNA: 33ug / ml (ss = single strain)

RNA: 40ug / ml
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Mittels einer weiteren Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 280nm, dem
Absorptionsmaximum der meisten Proteine, lasst sich der Quotient E,go/E2so

berechnen.

Mit diesem Quotienten kann man die Reinheit einer Nukleinsaurelésung beurteilen.
Er sollte einen Wert zwischen 1,6 und 2,0 annehmen. AuRerdem wird durch eine
Messung bei 230nm der Salzgehalt der Probe bewertet.

Synthese der cDNA

Durch die RNA-abhéngige DNA-Polymerase Reverse Transkriptase wird RNA in
cDNA umgeschrieben. Um einen kurzen, doppelstrdngigen Startbereich fir das
Enzym zu erhalten, kdnnen sequenzspezifische Primer, ,random“-Hexamere oder
Oligo-Primer eingesetzt werden. Dabei betrug die Konzentration der eingesetzten

Oligoprimer 100ng in einem Volumen von 1pl.

Fur jede Probe wurde 150ng Gesamt-RNA eingesetzt:
5fach Synthesepuffer 4l

dNTP-Mix (10mM) 1pl

Reverse Transkriptase (200U/ul) 1ul

RNAse Inhibitor (40 U/ul) 1l
Gesamt RNA 150ng
Nukleasefreies Wasser ad 20pl.

Das Reaktionsgemisch wurde als erstes 10 min bei 22T und anschlie3end 50 min
bei 42T inkubiert und zuletzt fiir 10 min bei 95T inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proben auf Eis abgekuhlt und nach kurzem Zentrifugieren sofort in der RT-PCR

eingesetzt oder bei -70T eingefroren.
Darstellung der quantitativen real-time PCR

Die quantitative real-time PCR oder auch quantitative Echtzeit-PCR stellt eine
Weiterentwicklung der Mitte der achtziger Jahre von K.B. Mullis entwickelten
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dar (Mullis und
Faloona 1987).
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Die PCR ist eine sehr schnelle und sensitive Methode zur In-vitro-Amplifizierung
spezifischer DNA-Abschnitte und ermdglicht somit die Detektion kleinster DNA-

Konzentrationen (Erlich et al. 1991).

Das Prinzip der PCR-Reaktion basiert auf der enzymatischen Vermehrung eines
bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei Startersequenzen, den
sogenannten Primern, liegt. Die Basenabfolge der beiden Primer muss
komplementar zur amplifizierenden DNA-Sequenz sein. Die Grundlage fir die heute
angewandte real-time quantitative PCR wurde 1992 durch Higuchi geschaffen
(Higuchi et al. 1992).

Die real-time RT-PCR ermoglicht die Analyse von RT-PCRs in Echtzeit. Es kamen
genspezifische Sonden zum Einsatz, an welche am 5-Ende ein
Reporterfluoreszenzfarbstoff (6-Carboxy-fluorescein, FAM) und am 3‘-Ende ein
Quencherfarbstoff (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin, TAMRA) gekoppelt wurden
(TagMan™-Prinzip)(Cardullo et al. 1988; Livak et al. 1995). Die Methode basiert auf
der 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt der AmpliTag-DNA-Polymerase. Zwischen den zwei
spezifischen Oligonucleotid-Primern liegt ein zusatzliches, fluoreszenzmarkiertes
Oligonucleotid, die so genannte TagMan-Probe. TagMan-Proben sind Sonden, die,
wie oben beschrieben, mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende und
einem intern eingebauten oder am 3"-Ende liegenden Quencher markiert sind. Bei
der Neustrangsynthese schneidet die Tag-Polymerase durch ihre 5°-3'-
Exonucleaseaktivitat die TagMan-Probe in kleine Fragmente, wodurch es zu einer
Loslosung des Reporters vom Quencher kommt und die Reporterfluoreszenz
freigesetzt wird. Die Zunahme der Reporterfluoreszenz wird nach jedem Zyklus
gemessen und ist somit proportional zu der Menge des DNA-Templates in der Probe.
Der Anstieg der Fluoreszenz wurde mit Hilfe des Abi Prism 7700 Sequence
Detektors (TagMan™, Perkin ElImer Applied Biosystems, Foster City, Californien,
USA) im geschlossenen ReaktionsgefalR Zyklus fur Zyklus erfasst. Die
Quantifizierung der Fluoreszenzanderung erfolgte Uber die Berechnung einer

Standardkurve (siehe unten).

Die in dieser Studie verwendeten Primer und Proben wurden mit Hilfe der Primer
Express Software (PE Apllied Biosystems, Foster City, CA, USA) ausgewahlt und
sind in Tabelle 9 dargestellt. Sie wurden von der Firma Eurogentec (Seraing,

Belgien) bezogen.
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Jede PCR lief mit der entsprechenden cDNA, einer Kontrolle und sechs cDNA
Proben mit bekannter Konzentration, damit eine Standardkurve erstellt werden

konnte.

Fur die PCR-Zyklen wurden die Reagenzien auf eine optisch durchlassige 96-Well-
Microtiterplatten pipettiert (MicroAmp®, PE Applied Biosystems) und die
Fluoreszenzveranderungen mit Hilfe des ABI Prism 7700 Sequence Detection

Systems (PE, Applied Biosystems) gemessen.

Fur die TagMan-PCR wurden bei einem Reaktionsvolumen von 25ul folgende

Reagenzien eingesetzt:

1 X TagMan™ Universal PCR Master Mix (PE, Applied Biosystems)
50-900 nM  pro Primer

175-225 nM pro Probe

2-4 ul cDNA

Die Reaktionsgemische wurden anschlieRend mit destilliertem Wasser auf 25ul

aufgefullt.

Die RT-PCR wurde im Folgenden auf dem ABI Prism 7700 Sequence Detection
System (TagMan® PE, Applied Biosystems) unter nachstehenden Zyklus-
Bedingungen durchgefihrt.

Start: 2 Minuten 50C Inaktivierung  kontaminierender  Nukleinsduren  aus

vorhergehenden PCRs mittels Uracil-glycosylase

10 Minuten 95T AmpliTaq Gold- Aktivierung

40 Zyklen

15 Sekunden 95T Denaturierung der DNA

1 Minute 60C Primeranlagerung und DNA-Synthese

(+ Freisetzung des Reporterfluoreszenzfarbstoffes)
Standardkurven:

Fur die Herstellung von cRNA wurde das PCR-Produkt kloniert und mit Hilfe des
TOPO TA Cloning™ Kit unter Berucksichtigung der Anweisungen des Herstellers in
den pCR™ [I-TOPO Vektor eingebaut (Invitrogen, Groningen, Niederlande). Die

anschlieBende Sequenzierung erfolgte durch die Firma Seqglab GmbH (Seglab
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GmbH, Gottingen, Deutschland). Die Vektoren wurden mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen behandelt und mit dem Wizard™ DNA Clean-Up System
(Promega, Mannheim, Deutschland) gereinigt. Die folgende RNA-Synthese wurde
nach Herstellerangaben mit dem RiboMAX™ Large Scale RNA Production System
(Promega, Mannheim, Deutschland) unter Verwendung sowohl der SP6, als auch
der T7-Polymerase durchgefihrt. Nach photometrischer Bestimmung der
vorhandenen RNA-Konzentrationen wurde die RNA, wie oben beschrieben, mit der
RNA-abhangigen DNA-Polymerase Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben
und eine Verdunnungsreihe (zehnfach) erstellt. Die Standardkurve erhielt man,
indem man die korrespondierenden Ci- Werte aus der RT-PCR gegen die bekannten
cDNA-Konzentrationen auftrug. Um die relativen Genexpressionslevel der aus dem
in dieser Studie untersuchten Kallus zu erhalten, wurden die entsprechenden C;-

Werte in die dazugehorigen Standardkurven eingefugt.

Tab.9: Ubersicht Uiber die verwendeten Primer und Pr  oben

Gen Primer (fwd und rev) Probe Grolie
(BP)
Ratten 5'-CAAAGCCCAGCGACTCTGA-3' 5-FAM-CCTTCATGTCCAA- 85
Osteocalcin (OC)
5-AGGTAGCGCCGGAGTCTATTC-3' |GCAGGAGGGCAGT-TAMRA-3'
Ratten Collagen | 5-GGCGAAGGCAACAGTCGAT-3' 5-FAM-TGCACGAGTCACA- 173
(Coll 1)
5-TCCATTCCGAATTCCTGGTCT-3' CCGGAACTTGG-TAMRA-3'
ER a 5‘-AAGCTGGCCTGACTCTGCAG-3' 5‘-FAM-CGTCTGGCCCAGC- 144
5 -GCAGGTCATAGAGAGGCACGA-3 TCCTCCTCATC-TAMRA-3'
Ratten Tartrat- 5-GATCACCTTGGCAATGTCTCG-3' 5-FAM-TGCCTACTCCAAG- 175
resistente
saure 5-GGCTGACAAAGTCGTCGGAAT-3' |ATCTCCAAGCGCTG-TAMRA-3'
Phosphatase Typ
5
IgF-1 5-TGTCGTCTTCACATCTCTTCTACCTG-3| 5-FAM-TTACCAGCTCGG 121
5 -CCACACACGAACTGAAGAGCGT-3* | CCACAGCCGGAC-TAMRA-3
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2.2.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse des biomechanischen Tests, der Serumparameter sowie der
Genanalyse wurden statistisch mit dem Programm Graph Pad Prism (Version 4.00
April 2003, GraphPad Software Inc., San Diego, USA) ausgewertet. Die Ergebnisse
der zu untersuchenden Futtergruppen wurden mit Hilfe des one-way ANOVA und
anschlieBenden Tukey-Kramer-post-hoc-Tests auf Signifikanz der Unterschiede

geprift. Die Unterschiede wurden mit p < 0,05 als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

Die nachfolgenden Ergebnisse sind radiographische Auswertungen, biomechanische
Tests, sowie Serumanalysen und Bestimmungen von Genexpressionen von 67
Sprague-Dawley-Ratten, welche mit verschiedenen Futterzusétzen gefittert wurden.
Die beiden Kontrollgruppen bildeten einerseits 13 Tiere, die nach Ovarektomie und
Osteotomie, sojafreies Futter erhielten (osteoporotische Kontrollgruppe (C)), sowie
andererseits 12 Tiere, die nicht ovarektomiert worden waren, und nach Osteotomie
ebenfalls nur sojafreies Futter erhielten (nicht osteoporotische Kontrollgruppe
(SHAM)).

3.1 Feinfokusrontgen der Rattentibiae

In der Radiographie waren 35 Tage nach beidseitiger Tibiaosteotomie 66 von 67
Tibiae radiologisch kndchern fest verheilt. Bei der weiteren Analyse der Feinfokus-
Rontgenbilder der Tibia konnten 4 verschiedene Typen der Heilung unterschieden

werden.

Zum ersten Typ zadhlen alle Knochen, bei denen erstens eine regelrechte
Achsstellung zwischen proximalem und distalem Frakturteil vorlag, bei denen es
zweitens zu keiner Fibulafraktur gekommen war und schlieBlich bei denen
Heilungstendenzen in Form von Kallusbildung zu erkennen waren (50 von 67

Tieren).

Beim zweiten und dritten Typ handelt es sich um Knochen, bei denen es zu einer
akzessorischen Fibulafraktur gekommen war. Sie unterscheiden sich jedoch durch
den Grad der Achsabweichung. Wahrend bei der zweiten Gruppe die
Achsabweichung in Platten- und/oder Schraubenebene weniger als 40°
(Achsstellung somit 130° - 170°) betrug (9 Tiere), waren es beim dritten Typ
zwischen 40° und 70° (Achsstellung < 1309 (7 Tiere). Aufgrund der verédnderten
Knochenstatik im Vergleich zu den ersten beiden Gruppen, wurde dieser dritte Typ
nicht biomechanisch analysiert.

Als eine vierte Gruppe wurden alle Praparate zusammengefasst, bei denen es zu
keiner Kalzifizierung des Kallus kam, bzw. sich eine Pseudarthrose ausgebildet hatte
(eine Tibia). Auch an dieser Tibia wurden keine weiteren Untersuchungen
durchgefiihrt, da auch hier, wie oben dargestellt, die veranderte biomechanische

Situation und nicht die Testsubstanzen im Wesentlichen die Frakturheilung triggern.
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Radiographische Gruppeneinteilung

* Achsstellung 131°-170°
@Fibulafraktur (Gr.1)

* Achsstellung 131°-170°
+Fibulafraktur (Gr.ll)

™ Achsstellung 100°-130°
+Fibulafraktur (Gr.l1)

® Pseudarthrose (Gr.IV)

Abb.5: Radiographische Einteilung der untersuchten Rattentibiae nach Achsstellung +/-
akzessorische Fibulafraktur

3.1.1 Einfluss einer akzessorischen Fibulafraktur a  uf die Achsstellung der
Frakturfragmente

Bei der radiologischen Auswertung ergab sich ein deutlicher Zusammenhang
zwischen der Stellung der beiden Tibiafragmente zueinander und einer intra- oder
postoperativ entstandenen akzessorischen Fibulafraktur. Diese war bei 87,5% im
distalen Fibuladrittel lokalisiert (Abb.6). Hier besteht eine Synostose mit der Tibia.

Ohne Fibulafraktur fand sich bei 94% der Knochen ein Winkel zwischen 140° und
170° der somit als normaler Winkel anzunehmen ist. Einzig bei 3 von 50 Praparaten
ohne Fibulafraktur zeigte sich ein Winkel zwischen 130° und 140° Beim Vergleich

der Gesamtheit aller untersuchten Knochen (Abb.5 blau) mit denen bei begleitender
Fibulafraktur (Abb.5, rot) wird der Einfluss der Fibula auf die Knochenstatik und damit
den Verlauf der Frakturheilung deutlich. Ein Winkel zwischen 140°und 170° wurde

nur bei 5 von 16 Knochen mit begleitender Fibulafraktur gemessen. Bei den anderen
11 Praparaten fuhrte die Fibulafraktur zu einem starken Abkippen des proximalen
Frakturfragments gegeniber dem distalen Fragment. Insgesamt wurden 7 Knochen
von den weiteren Tests ausgeschlossen, da bei diesen Préaparaten der Winkel < 130°
war und somit von einer deutlich veranderten Knochenstatik ausgegangen werden

muss.
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Abb.6: Darstellung des Achswinkels der Tibiafragmen te.
Der Achswinkel wurde radiographisch proximal vs. distal des Tibiafrakturspalts aller untersuchten
Ratten (blau) und der Ratten mit gleichzeitiger akzessorischer Fibulafraktur (rot) ermittelt.
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Abb.7 : Darstellung der Lokalisation der akzessoris chen Fibulafraktur von Ratten nach operativ
durchgefuhrter Tibiafraktur

Die abgebildeten Ergebnisse wurden radiographisch nach experimentell durchgefiihrter operativer
Fraktur der Rattentibiae ermittelt.
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3.1.2 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionste sts
Um den Einfluss der Testsubstanzen Alendronat, Cimicifuga racemosa, Raloxifen
und Ostrogen im Futter miteinander zu vergleichen, wurde ein biomechanischer

Kompressionstest durchgefiihrt. Abb.3 zeigt eine typische Bruchkurve.

Die Angaben der Mittelwerte und Standardabweichungen der Ergebnisse folgen am
Ende des Abschnittes in tabellarischer Form (siehe Tabelle 8). Im Folgenden wird ein
p < 0,05 als signifikant bewertet.

3.1.2.1 Elastizitat
Bestimmt wurden fir jeden Knochen die Elastizitat, welche der linearen Steigung des
Graphen in Abb.3 entspricht, sowie die Streckgrenze (yield load), die dem Punkt der

ersten elastischen Verformung entspricht.

Elastizitat
160+
150+
1404 -
1304
1204 -
—. 1104 T
€ 100+
£ 90 T
Z
2 80+ i
g 70'
= 604
& 504 4 -
404
304
204
10+
0 T T U T
C A CR R SHAM E

Abb.8: Messergebnisse fiir den Parameter ‘Elastizita t'

Die Ratten wurden nach operativ durchgefiihrter Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen mit
Zuséatzen von Alendronat (A), Cimicifuga racemosa (CR), Raloxifen (R), Ostrogen (E) im Futter bzw.
rein sojafreiem Futter (C= osteoporotische Kontrolle bzw. SHAM= gesundes Tier) behandelt und
anschlielend biomechanischen Tests unterzogen.

Der Parameter ‘Elastizitat’ zeigt fur die untersuchten Substanzen keine signifikanten

Unterschiede zur osteoporotischen Kontrollgruppe (C). Es zeigen sich jedoch fur die
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Ostrogen- und nicht osteoporotische Kontrollgruppe (SHAM) erwartungsgemal die
hdchsten Mittelwerte. Die Alendronat-Gruppe hat mit 50,14 + 15,41 den geringsten

Mittelwert.

3.1.2.2 Streckgrenze

Streckgrenze
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.
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Abb.9: Messergebnisse fur den Parameter ‘Streckgren  ze'

Die Ratten wurden nach operativ durchgefiihrter Tibiafraktur mit Zusatzen von Alendronat (A),
Cimicifuga racemosa (CR), Raloxifen (R), Ostrogen (E) im Futter bzw. rein sojafreiem Futter
(C+SHAM) tber 35 Tage behandelt. Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung.( * p < 0,05
vs C)

Die Streckgrenze markiert den Punkt der ersten irreversiblen plastischen Verformung
der Knochenstruktur der Tibia. Hier ergab sich fur die mit Ostrogen behandelte
Gruppe sowie fur die nicht osteoporotische Gruppe (SHAM) ein signifikanter
Unterschied zur osteoporotischen Kontrollgruppe, jedoch nicht zu der mit Raloxifen
behandelten Gruppe (Abb.9). Dabei wurde bei diesen Tieren der Punkt bis zur ersten
irreversiblen Knochenstrukturdnderung durch Biegungskrafte erst bei etwa 1,5-
fachem Kraftaufwand im Vergleich zur osteoporotischen Kontroligruppe (C) erreicht.
Bei den mit Alendronat, Raloxifen und Cimicifuga behandelten Tieren ergaben sich
lediglich hohere Mittelwerte, allerdings aufgrund der hohen Standardabweichungen

keine signifikante Verbesserung des Wertes.
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Tab.10: Tabellarische Ergebnisse der biomechanische

n Kompressionstests

Gruppe Steigung Streckgrenze
C 91.29 +26.14 38,98 + 11,62
SHAM 100,4 + 39,58 66,38 + 14,63 *
A 82,87 + 26,56 50,14 £+15,41
CR 95,93 + 46,15 50,39 + 13,81

R 88,05 + 33,75 44,56 + 16,35
E 99,19 + 54,26 63,62 £+12,70 *

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

*p<0,05vs. C

3.2 Auswertung der Serumanalyse

Die Serumwerte fur Osteocalcin und Ratlaps spiegeln die Wirkung der
Testsubstanzen auf das gesamte (osteoporotische) Skelett wider. Somit zeigen hohe
Werte fir beide Genexpressionen einen high-turn-over, niedrige Werte ein eher

ruhendes Skelett an.

Bei der Auswertung der Serumwerte fur Osteocalcin zeigten sich signifikante (p =
0,001) Unterschiede sowohl zwischen der Ostrogengruppe, als auch zwischen der
Raloxifengruppe und allen anderen vier untersuchten Testgruppen (C, A, CR,
SHAM). Dabei war das von den Osteoblasten in der Mineralisationsphase gebildete
Osteocalcin, welches ein osteoanaboler Parameter ist, bei den mit Raloxifen und
Ostrogen behandelten Ratten hochsignifikant geringer im untersuchten Serum zu

messen.
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* ANOVA/Tukey-Kramer post-hocTest: p < 0,001 C,A,CR,SF vs. E
# ANOVA/Tukey-Kramer post-hocTest: p < 0,001 C,A,CR,SF vs. R

Abb.10: Bestimmung der Serumkonzentration von Oste ocalcin mittels Radioimmunoassay

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszusatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifiga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-Gruppe behandelt.
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* ANOVA/Tukey-Kramer post-hoc Test: p< 0,05 C,A,CR,SF vs. E

Abb.11: Bestimmung der Serumkonzentration von Ratl aps mittels Radioimmunoassay

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszusatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifiga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt.

Die Ratlaps sind bei der Knochenresorption entstehende Abbauprodukte des Typ-I-
Kollagens und ein Serummarker fiir die Knochenresorption. Bei den Abbauprodukten

des Kollagen Typ | zeigte die Ostrogengruppe eine signifikante Erniedrigung im
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Vergleich zu allen anderen untersuchten Gruppen, auf3er zur Raloxifengruppe. Bei
den mit Ostrogen behandelten Tieren waren diese isomerisierten Telopeptide

signifikant geringer im Serum messbar.

Tab.11: Tabellarische Ergebnisse der Serumparameter  Osteocalcin und RatLaps

Gruppe Osteocalcin Ratlaps
C 37,96 £ 10,5 70,83 +£11
A 39,36 £11,42 64,14 £ 215
CR 35,23 +£9,61 65,72 £10,31
R 18,92 +4,4 54,99 + 21,73
E 9,24 +2,73 42,06 + 18,54
SHAM 38,38 £ 9,67 70,62 £+ 13,46

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben

3.3 Genexpression im metaphyséaren Kallus

Die Induktion der Frakturheilung erfolgt durch ein Wechselspiel von Aktivierung und
Deaktivierung von Genen, welche Uber eine Proteingeneration den Prozess der
Heilung triggert. Als wesentliche Gene der Frakturheilung wurde in der vorliegenden
Arbeit die Genexpression von Osteocalcin, IgF-1, ERa, Kollagen 1al und TRAP nach
Fraktur in Abhangigkeit der verschiedenen Testsubstanzen untersucht. Bei den
durch Real-Time RT-PCR gewonnenen Daten der Genexpression werden zunachst
die Ergebnisse der Osteoblasten-Produkte wie Osteocalcin, IgF-1, ERa sowie
Kollagen 1al ausgewertet, abschlielend der fir die Knochenresorption wichtige
Marker TRAP.
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* ANOVA/Tukey-Kramer post-hoc Test: p < 0,05 CR+A vs. E
# ANOVA/Tukey-Kramer post-hoc Test: p < 0,05 CRvs. C

Abb.12: Bestimmung der Genexpression von Osteocalc in im Kallus mittels Real-Time PCR

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszuséatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifuga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt und anschlieRend
aus dem neu gebildeten metaphyséaren Kallus Gewebeproben entnommen.

Bei der Bestimmung der Genexpression von Osteocalcin im Kallus zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Cimicifuga-Gruppe und der osteoporotischen
Kontrollgruppe (C), sowie ein signifikanter Unterschied von Cimicifuga zu Ostrogen.
Die mit Cimicifuga racemosa gefutterten Tiere exprimierten dabei annahernd die
doppelte bzw. dreifache Menge an Osteocalcin im Kallus. Desweiteren bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen der Alendronat- und Ostrogengruppe. Alendronat
fuhrte hierbei zu einer doppelt so hohen Osteocalcingenexpression verglichen mit
den mit Ostrogen behandelten Tieren. Die Genexpression von Osteocalcin ist ein
Zeichen fur eine gesteigerte Aktivitdt der Osteoblasten. Es ist deshalb anzunehmen,
dass die Osteoblastenaktivitdit zum untersuchten Zeitpunkt, 35 Tage nach
Ovarektomie und induzierter Tibiafraktur, bei den mit Cimicifuga racemosa und
Alendronat behandelten Tieren deutlich hoéher ist als bei den Tieren der
Kontrollgruppe, sowie vor allem bei den Tieren, die mit Ostrogen als Futterzusatz

behandelt wurden.
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Abb.13: Bestimmung der Genexpression von IgF-1 im Kallus mittels Real-Time PCR

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszuséatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifuga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt und anschlieRend
aus dem neu gebildeten metaphyséaren Kallus Gewebeproben entnommen.

IGF-1 gilt neben Osteocalcin als biochemischer Marker fiir die Osteoblastenaktivitéat.
Es ergeben sich fur die Genexpression von IGF-1 im neu gebildeten Kallus keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Dies kann zum Teil auch auf die
hohe Standardabweichung zuriickgefihrt werden. Bemerkenswert ist aber, dass
auch hier der Mittelwert der Ostrogengruppe am geringsten und der der Cimicifuga-

Gruppe am hochsten ist.
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Abb.14: Bestimmung der Genexpression von ER  a im Kallus mittels Real-Time PCR

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Gber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszusatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifuga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt und anschlieRend
aus dem neu gebildeten metaphyséaren Kallus Gewebeproben entnommen.

Der Ostrogenrezeptor a vermittelt die Ostrogenwirkung auf die Knochenzellen.
Knochen, besonders solche mit trabekularen Strukturen, werden durch die An- oder
Abwesenheit von Ostrogenen in hohem MaRe beeinflusst. In unseren
Untersuchungen ergaben sich auch fir die Genexpression des Ostrogenrezeptors a
aufgrund der hohen Standardabweichungen keine signifikanten Unterschiede.
Wiederum zeigt die Cimicifuga-Gruppe einen mehr als doppelt so hohen Mittelwert
im Vergleich zur osteoporotischen Kontrollgruppe (C). Alendronat (A), welches nicht

ERa adressiert, zeigt ebenso niedrige Werte wie die osteoporotische Kontrollgruppe

(C).
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Abb.15: Bestimmung der Genexpression von Kollagen lal im Kallus mittels Real-Time PCR

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Uber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszusatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifuga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt und anschlieRend
aus dem neu gebildeten metaphyséaren Kallus Gewebeproben entnommen.

Kollagen 1lal ist ebenfalls ein Osteoblasten-Produkt und damit ein Maf3 fur ihre
Aktivitat. Auch beim Kollagen 1lal ergaben sich zwischen den Gruppen keine
signifikanten Unterschiede. Wie bei Osteocalcin, IgF-1 und ER a fuhrte der
Ostrogenzusatz zu einer erniedrigten Genexpression in den Kalluszellen der
Rattentibia. Raloxifen als SERM zeigt, wie SHAM, vergleichsweise niedrige Werte.
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Abb.16: Bestimmung der Genexpression von TRAP im K allus mittels Real-Time PCR

Die ovarektomierten Ratten wurden nach operativer Tibiafraktur Uber einen Zeitraum von 35 Tagen
mit den verschiedenen Nahrungszuséatzen Alendronat (A), Raloxifen (R), Cimicifuga racemosa (CR),
Ostrogen (E),sowie sojafreier Nahrung fiir die OVX- und SHAM-gruppe behandelt und anschlieRend
aus dem neu gebildeten metaphyséaren Kallus Gewebeproben entnommen.

Die saure Knochenphosphatase st knochenspezifisch und wird zur
Knochenresorption freigesetzt. Erhohte Werte des in der Osteoklastenmembran
vorkommenden osteokatabolen Enzyms spiegeln somit eine vermehrte
Osteoklastenaktivitat wider. Fir die Expression dieses Knochenabbaumarkers
Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) ergaben sich bei der Auswertung der
Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede. Die hdchsten Werte zeigten die
Cimicifuga- und Alendronat-Gruppen, wahrend Raloxifen und Ostrogen nur eine

geringe Genexpression von TRAP induzierten.
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Tab.12: Ergebnisse der Genexpression
Gruppe Osteocalcin [IGF-1 ER-a TRAP Kollagen |
C 100 £ 26,53 |100 £45,48 |100+22,18 |100+55,89 (100 +29,4
SF 107,5 + 34,47 99,85 £ 60,61 |138,3 + 76,87 |105,2 + 88,57 [89,03 £ 23,33
A 144,9 + 69,13 99,94 + 40,60 [100,4 + 53,48 |135,8 +92,65 [119,5 £53,21
R 111,1 +79,32 [ 90,53 £ 39,93 (147,9 + 120,8 | 76,42 + 33,07 |88,31 £ 45,93
CR 184,5+85,17 [117 +51,66 |212,8 +144,3 |120,2 +96,74 [112,7 £ 47,76
E 54,92 + 34,11 | 61,16 + 34,58 [144,2 +111,6 |82,25 + 54,22 | 68,73 + 42,87

Die dargestellten Werte beziehen sich jeweils auf die Genexpression von OC, IGF-1,
ER-a, TRAP und Kollagen-1al der

Darstellung der Werte als Mittelwert + Standardabweichung

osteoporotischen Kontrollgruppe (=100)
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4 Diskussion

Die Osteoporose ist eines der grofiten und folgenschwersten Probleme der
Ostrogenmangel-bedingten Erkrankungen der postmenopausalen Frau. Dabei stellen
die osteoporotisch bedingten Frakturen sowohl fir den Chirurgen als auch fiur die
Patientinnen nach wie vor ein noch nicht adaquat gelostes Problem dar. Es gibt zwei
Uberlegungen und Méglichkeiten, den in dieser Arbeit untersuchten Heilungsprozess
der osteoporotischen Fraktur zu verbessern: einerseits die stetige Weiterentwicklung
und Verbesserung von neuartigen Implantaten, um eine bessere Verankerung im
destruierten osteoporotischen Knochen zu erzielen, sowie andererseits die
Verdnderung der Knochensubstanz und Knochenqualitat mit Hilfe einer
medikamentdsen Therapie, um die Kallusbildung zu beschleunigen und zu
verbessern. Diese Arbeit beschaftigte sich mit der zweiten Mdglichkeit. Das neu
entwickelte und biomechanisch stabile metaphysare Osteotomie-Modell, welches in
dieser Arbeit verwendet wurde, beruht auf einer metaphysaren Miniplatten-
Osteosynthese bei einer osteopenischen Ratte. Es bietet die Madglichkeit,
verschiedene Substanzen in Bezug auf deren Einfluss auf die Frakturheilung im

osteoporotischen Knochen zu untersuchen.

4.1 Die Ratte als Osteoporosemodell

Die Erforschung der Osteoporose beim Menschen unterliegt zahlreichen
Einschrankungen. So ist z.B. die Mdglichkeit der Untersuchung einer homogenen
Patientengruppe Uber einen ausreichend langen Zeitraum meistens nicht méglich.
Durch die sorgféaltige Auswahl eines der jeweiligen Fragestellung angepassten
Tiermodells kdnnen diese Probleme teilweise Gberwunden werden. Es bietet sich die
Moglichkeit, grol3e homogene Gruppen von Tieren zusammenzustellen und externe
Einflisse weitgehend auszuschalten. Weiterhin kann der Untersuchungszeitraum
durch die Induktion von osteoporotischen Veranderungen am Knochen der Ratte

erheblich verkirzt werden (Turner 2001).

Zahlreiche Tierarten wie zum Beispiel Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, Hunde
und Schafe werden fur die Erforschung der Osteoporose eingesetzt. Dennoch ist mit
keinem der Modelle die Atiologie der Osteoporose beim Menschen exakt
widerzuspiegeln. Das Modell der ovarektomierten Ratte ist als ein Modell fir die

postmenopausale Osteoporose im Menschen weltweit anerkannt (Baron et al. 1984;
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Wronski et al. 1985; Kimmel et al. 1990; Kalu 1991; Mosekilde et al. 1993; Thompson
et al. 1995; Li M et al. 1997). Es ist wegen seiner guten Praktikabilitat, einer
allgemeinen Akzeptanz und eines hohen Wissenstandes in Bezug auf seine
Einsetzbarkeit flir medizinische Fragestellungen das am meisten verwendete
Tiermodell und wurde auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Es sind bereits
zahlreiche  Untersuchungen Uber die Vergleichbarkeit der Osteopenie
ovarektomierter Ratten mit der der postmenopausalen Osteoporose durchgefuhrt
worden, und es ist festgestellt worden, dass der durch die Ovarektomie induzierte
Knochenverlust der Ratte in vielen Punkten den Umbauprozessen des Knochens im
menschlichen Klimakterium gleicht (Kalu 1991). Es kommt sowohl bei der
postmenopausalen Frau, als auch bei der ovarektomierten Ratte unter
Ostrogenmangel zu einem erhdhten Knochenumbau, wobei die Knochenresorption
die Knochenneubildung dbertrifft. Da sowohl die Osteoblasten, als auch die
Osteoklastenaktivitat erhéht ist, spricht man von einer high-turn-over-Osteoporose. In
ovarektomierten Ratten wird ein biphasischer Verlauf des Knochensubstanzverlustes
im Femur (Yamazaki and Yamagucji 1989; Li M et al. 1997), in der proximalen
Tibiametaphyse (Wronski et al. 1989 b) und in den Wirbeln (Wronski et al. 1989 a;
Moskilde 1993) beobachtet. An der Tibia ist er gekennzeichnet durch eine schnelle
Anfangsphase mit dem groé3ten Knochenmasseverlust (0,82% pro Tag). Diese
Phase dauert 3 Monate, gefolgt von einer 5-6 Monate anhaltenden Plateauphase der
Stabilisierung und einer letzten Phase mit langsamen Knochenmassenverlust (0,08%
pro Tag) (Wronski et al. 1989 b). Auch bei postmenopausalen Frauen verlauft der
Knochensubstanzverlust in der ersten Zeit nach der Menopause zunachst schnell,
gefolgt von einer langsameren Phase (Riggs und Melton 1986; Stepan et al. 1987).
Beiden Spezies gemein ist ebenfalls die Tatsache, dass der Knochenverlust in der
Spongiosa groler ist als in der Kortikalis und dass dieser Knochenverlust in den
Wirbelkdrpern starker hervortritt als in den langen R6éhrenknochen. Die Entwicklung
einer Osteopenie bei Ratten ist besonders deutlich an Knochen mit einem hohen
Anteil an Spongiosa zu beurteilen, z.B. an der Tibia (Wronski et al. 1986; Da Paz et
al. 2001; Kavuncu et al. 2003) oder am Femur (Kimmel et al. 1990; Geusens et al.
1990). Dabei ist das Spongiosavolumen der proximalen Tibiametaphyse fiunf
Wochen nach einer Ovarektomie im Vergleich zur Kontrolle halbiert (Wronski et al.
1985; Faugerer et al. 1986; Frost et Jee. 1992). Histologisch zeigten sich in diesen
Untersuchungen Osteoklasten und Osteoblasten, die in ihrer Anzahl vermehrt und
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groRer waren als im gesunden Knochengewebe. Daraus |43t sich schliel3en, dass
Knochenresorption und Knochenaufbau nach Ovarektomie in starkerem Umfang
stattfinden. Dass trotz dieses erhdhten Ab- und Aufbaus von Knochengewebe das
Spongiosavolumen abnimmt, ist aul3erdem ein Hinweis darauf, dass der
Knochenumsatz zugunsten des Abbaus verschoben ist (Wronski et al. 1986;
Roudebush et al. 1993; Dempster et al. 1995; Thompson et al. 1995). Ein ahnlicher
Mechanismus wird fur die Entstehung der postmenopausalen Osteoporose bei der

Frau vermutet (Heaney et al. 1978).

Auch vergleichende Studien von Serum- und Harnparametern bestéatigen, dass die
Veranderungen, die bei Mensch und Tier durch den Ostrogenmangel hervorgerufen
werden, Parallelen zwischen den Species aufweisen. Weitere Vorteile des
Rattenmodells sind die vielen Ahnlichkeiten des Rattenskeletts mit dem
menschlichen  (z.B. lamellarer Knochenaufbau, Remodeling in den
Spongiosaanteilen).

Neben den oben dargestellten Vorteilen der Ratte als Osteoporosemodell, gibt's es
jedoch andererseits auch Unterschiede zwischem dem menschlichen
Knochenstoffwechsel und em der Ratten (z.B. geringeres intrakortikales Remodeling)
(Li und Mosekilde, 1995).

4.2 Metaphyséares Osteotomie-Modell

Beim Menschen sind die osteoporotischen Frakturen vorwiegend in der Wirbelséule
und den Metaphysen der langen Rohrenknochen, also im distalen Radius, dem
proximalen Femur und dem proximalen Humerus lokalisiert. Bis jetzt wurde die
Frakturheilung in normalen und osteoporotischen Knochen lediglich im diaphysaren
Knochenanteil beschrieben (Kubo et al. 1999; Li J et al. 2000; Schmidmaier et al.
2001; Cao et al. 2002; Hatano et al. 2004). Modelle und Studien mit einer
metaphysaren Knochenheilung existieren kaum, und wurden, wenn tberhaupt, meist
nur am gesunden Knochen und nicht am osteoporotischen Knochen untersucht. Sie
wurden bei der Ratte als ,pullout trial® (Aspenberg et al. 2008), beim Schaf als
partielle Osteotomie (Claes et al. 2009), beim Kaninchen als Defektheilung (Morgan
et al. 2008) oder unter einer wechselnden biomechanischen Stabilitat (Tsiridis et al.
2007) durchgefihrt. Die Aufgabe des hier verwendeten metaphysaren Osteotomie-
Modells ist es, von Beginn der Frakturheilung der Tibiametaphyse an fir eine stabile

biomechanische Fixierung der Fragmente zu sorgen, um auf diese Weise eine
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Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Testsubstanzen zu erzielen. Daflir wurde
eine 5-Loch T-Platte mit konvergierenden Schrauben in der Epiphyse der Tibia fixiert.

Dabei ist zu beachten, dass die biomechanische Stabilitdt der Tibia nicht nur von der
Fixierung derselben durch die T-Platte abhangt, sondern die Intaktheit der Fibula
ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Fibula und T-Platte bilden zwei Saulen, die den
Osteotomie-Spalt dreidimensional stabilisieren. Wenn dieser stabilisierende Faktor
der Fibula wegfallt, kommt es zu einer andersartigen Frakturheilung des
metaphysaren Tibiaspaltes, gekennzeichnet durch Instabilitdt und unterschiedliche
Kallusformation. Teilweise wachsen die Fragmente nicht einmal zusammen. Aus
diesem Grund wurden in den vorliegenden Untersuchungen einige Knochen nicht
weiter untersucht und wegen ihrer ungleichen biomechanischen
Ausgangsbedingungen ausgeschlossen. Es ist davon auszugehen, dass die
beschriebene biomechanische Instabilitat die Frakturheilung derart beeinflusst, das
eine Auswertung und Analyse der untersuchten antiosteoporotischen Effekte der
Testsubstanzen nicht adaquat durchfiihrbar ist und die Einflisse kaschiert werden.
Eine grol3e biomechanische Stabilitat, wie sie in diesem Modell bei intakter Fibula
anzutreffen ist, aullert sich mit vornehmlich endostaler Knochenheilung bei
gleichzeitiger wesentlich geringerer periostaler Heilung. Dies ist typisch fur die
Frakturheilung der Metaphyse bei stabilen Bedingungen. Claes et al. beschrieben im
Jahr 1997 dagegen eine deutlich erkennbare Beschleunigung der periostalen

Kallusformation bei unstabilen Verhaltnissen.

Die Untersuchung eines metaphyséaren Osteotomie-Modells hat im Vergleich zum
diaphysaren Modell der Tibia oder des Femur der Ratte einige Vorteile. Die
Mechanismen der Frakturheilung in der Metaphyse unterscheiden sich von denen in
der Diaphyse. In der Diaphyse kommt es hauptsachlich zu einer periostalen
Kallusbildung, wahrend der metaphysidre Knochen bei der Frakturheilung im
Wesentlichen endostal heilt, bei nur geringer periostaler Kallusbildung. Bei den hier
untersuchten Tieren kam es aufgrund der gewahlten Osteosyntheseplatte und des
1mm groRen Frakturspaltes ebenfalls zu einer nur geringen periostalen
Kallusbildung. Die klinisch relevanten Frakturen des Menschen bei Osteoporose
finden typischerweise in den Metaphysen statt, da die Osteoporose diese auf eine
andere Weise und in einem grofReren Ausmal} als den diaphysaren Knochen betrifft.
Wronski et al. konnten im Jahr 1985 zeigen, dass die Knochenmineraldichte im

metaphysaren Tibiaknochen der Ratte nach drei Monaten bis zu 50% niedriger ist
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und damit wesentlich geringer als im diaphysaren Knochen (Blythe und Buhsbaum
1976). Beim metaphysaren Knochen kommt es zu einem Abbau der trabekularen
Struktur, wahrend es bei der diaphysaren Knochenheilung zu einer
kompensatorischen Verbreiterung des Knochendurchmessers kommt, um der
Verdinnung des kortikalen Knochens entgegenzuwirken. Daraus folgt, dass die
Effekte auf die Diaphyse im Vergleich zur Metaphyse wesentlich geringer sind, was
sich auch in verschiedenen Studien gezeigt hat, in denen die gemessene diaphysare
biomechanische Stabilitat nicht so hoch war wie erwartet (Danielsen et al. 1993;
Aerssens et al. 1996; Rahn 1976; Ohishi et al. 1998).

Das hier verwendete metaphysare Frakturmodell der Ratte beruhte auf einem
standardisierten 0,5 mm grof3en Frakturspalt. Um die Wirkungen der Testsubstanzen
auf die Heilungsprozess und die Kallusbildung untersuchen und beurteilen zu
konnen, war es wichtig, einen gleichbleibend definierten Bereich, in diesem Fall den
0,5 mm breiten Frakturspalt, zu haben. Es ist bekannt, dass ein kleiner Frakturspalt
(= 2mm) eine bessere Frakturheilung gewahrleistet als ein grolRerer (Claes et al.
1997; lwaniec et al. 2007).

Die Dauer von 5 Wochen nach Osteotomie wurde fir diese Untersuchung gewahlt,
da nach 5 Wochen die Frakturheilung im Gegensatz zu vorausgegangenen
Untersuchungen noch nicht abgeschlossen gewesen ist, sondern der

Heilungsprozess noch in Gange war (Blythe et al. 1976).

4.3 Auswertungsverfahren

Die Fraktur gilt als das entscheidende Kennzeichen der Osteoporose. Sie ist das
Ergebnis eines physikalischen Stabilitdtsverlustes des Knochens durch verschiedene
Ursachen. Daher sind biomechanische Tests in der Osteoporoseforschung
essentiell, da nur so eine Aussage Uber die physikalische Stabilitat, d.h. die
biomechanische Qualitdt eines Knochens gemacht werden kann. Diese sind bereits
etabliert und wurden bisher an diaphyséaren Tibiae, Femora und speziell praparierten
Lendenwirbelkdrpern untersucht (Ikeda et al. 2001; Chachra et al. 2000; Tezval et al.
2009; Sehmisch et al. 2009 b). Sie bezogen sich allerdings alle auf den diaphysaren
Teil des osteoporotischen Knochens, wahrend sie sich in der vorliegenden
Untersuchung auf den metaphysaren Anteil bezogen. Zur Genauigkeit der ermittelten
biomechanischen Ergebnisse ist festzuhalten, dass durch die individuelle Fixierung

eines jeden einzelnen Tibiaknochens versucht wurde, die individuellen anatomischen
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Unterschiede der einzelnen Unterschenkel der Ratten zu bertcksichtigen- das
manuelle Beenden der Tests und die exakte Lage der Stempelrolle auf dem
metaphysaren zusammengeheilten Frakturspalt aber die, im Rahmen des durch
menschliches Ermessen vorkommenden Schwankungen und Unterschiede aufweist.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse der biomechanischen
Untersuchungen an metaphysaren Rattentibiae durch die aus dem Blut gewonnenen
Serummarker Osteocalcin und Ratlaps, und den gemessenen Werten der
Genexpression von Osteocalcin, IGF-1, ER-alpha, Kollagen 1, sowie TRAP aus dem
metaphysaren Kallus ergénzt. Die Knochenumbaumarker dienen der Beschreibung
der Knochenumbauvorgange und bieten so die Mdglichkeit eines Einblicks in die
Dynamik des Knochenstoffwechselgeschehens. Sie haben sich in Studien als ein
unabhangiger Risikofaktor fur Frakturen erwiesen (Jamal et al. 2005; Brown et al.
2005). Sie sind osteoblasten- bzw. osteoklastenspezifisch (siehe 1.3.4.) und kénnen
so eine sinnvolle erganzende Aussage zu den durch die Wirkung der
Testsubstanzen auf die metaphysare Frakturheilung erzielten biomechanischen
Ergebnissen liefern. Allerdings lassen die mangelnde Standardisierung dieser
Parameter unter klinischen Alltagsbedingungen und die fehlende Evaluation im
Kontext mit anderen Risikofaktoren eine generelle Empfehlung fir den Einsatz der
laborchemischen Knochenstoffwechselparameter in der Routinediagnostik noch nicht
zu (DVO 2006). Veranderungen des Knochenstoffwechsels sind nicht spezifisch fur
eine bestimmte Erkrankung, sondern reflektieren eher Veranderungen im
Stoffwechsel des gesamten Skeletts, unabhangig von der zugrundeliegenden
Ursache (Seibel 2005). Bei der Frakturheilung sind die Osteoblasten und
Osteoklasten maximal aktiviert, sodass eine zusétzliche lokale Stimulation dieser
Zellen durch einen externen Faktor als gering anzunehmen ist. Dies zeigt sich auch
in den Versuchen, die in dieser Arbeit beschrieben werden. Auch weisen die meisten
Knochenmarker eine hohe, nichtspezifische Variabilitdt auf, der verschiedene
Ursachen zugrunde liegen. Wahrend praanalytische und analytische Faktoren wie
zum Beispiel Entnahmezeitpunkt der Proben (circadiane Rhythmik), Beachtung der
UV-Licht- und  Temperaturempfindlichkeit  einiger = Marker, = Wahl des
Analyseverfahrens und technische Ausfuhrung im Vorfeld bertcksichtigt werden
missen, sind biologische Ursachen der Variabilitdt haufig unveranderbar (z.B. Alter,

Geschlecht, Zyklusstadium, Jahreszeit, andere skelettale Erkrankungen).
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4.4 Einfluss der Testsubstanzen auf die Frakturheil — ung

4.4.1 Estradiol

Die Unterdrickung des Knochensubstanzverlustes durch 17(-Estradiol wurde in
mehreren Studien anhand des Tiermodells der ovarektomierten Ratte nachgewiesen
(Wronski er al. 1988; Schmidt et al. 2000; Da Paz et al. 2001; Anderson et al. 2002;
Kavuncu et al. 2003). Auch Taxel et al. konnten im Jahr 2008 zeigen, dass Ostrogen
bereits nach kurzer Applikationsdauer die Osteoklastogenese vermindert und somit
die Pathogenese der Osteoporose entscheidend beeinflussen kann. 17B-Estradiol
wurde aufgrund seiner nachgewiesenen osteoanabolen Wirkung in dieser Studie
neben der SHAM-Gruppen zur Positivkontrolle eingesetzt.

In den biomechanischen Tests erzielte die Ostrogengruppe erwartungsgeman
bessere Ergebnisse als die Negativkontrollgruppe (C). Neben hdheren Mittelwerten
beim Parameter Elastizitat wurden signifikant hoéhere Ergebnisse bei der
Streckgrenze gemessen. Die Ergebnisse zeigten annédhernd dieselben Werte wie die
der SHAM-Gruppe, die keiner Ovarektomie unterzogen worden war. Auch die
Ergebnisse der Blutwerte und der Genexpression spiegeln beim Ostrogen die
erwarteten Ergebnisse wider. Die hohe Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitat, die
fur die sogenannte high-turn-over-Osteoporose bei der postmenopausalen
Osteoporose verantwortlich gemacht wird, entsteht auch bedingt durch das Fehlen
der ovariellen Hormone, hauptsachlich dem Ostrogen. So sind die signifikant
niedrigeren Werte fur Osteokalzin und Ratlaps im Serum, sowie die Downregulation
aller gemessenen Genexpressionen mit einer Suppression der Osteoblasten und

Osteoklasten durch die Ostrogentherapie zu erklaren.

Insgesamt lasst sich durch die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sagen, dass
eine Applikation von 17B-Estradiol die Frakturheilung im Vergleich zur
osteoporotischen Kontrollgruppe und zu anderen getesteten Substanzen deutlich
verbessert und neben der bereits bekannten antiosteoporotischen Wirkung ein
positiver Effekt auf die Frakturheilung beim osteopenischen Knochen festzustellen ist
(Starmer et al. 2009).
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4.4.2 Raloxifen

Das zu der Gruppe der Ostrogenrezeptormodulatoren gehdrende Raloxifen ist seit
mehreren Jahren als Klasse-A Medikament zur Behandlung postmenopausaler
Osteoporose zugelassen (DVO 2006). Seine positive Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel konnte anhand von Tierversuchen (Stirmer et al. 2006;

Folwarczna et al. 2007) sowie in klinischen Studien belegt werden (Dane et al. 2007).

In den biomechanischen Versuchen im Rahmen dieser Arbeit hat Raloxifen die
positiven Erwartungen erftillen kdnnen. Sowohl bei dem Parameter der Elastizitat, als
auch bei der Streckgrenze konnte eine verbesserte Biomechanik im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden. Allerdings drtickten sich diese nur durch deutlich
erhohte Mittelwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe aus, und es wurden aufgrund der
hohen Standardabweichung keine signifikanten Unterschiede erreicht. Bei den
Serumwerten  konnte  &hnlich zum Ostrogen eine Erniedrigung der
Knochenstoffwechselmarker gemessen werden. Das Osteocalcin war signifikant
erniedrigt im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie zu den Alendronat-, CR- und SHAM-
Tieren. Bei den Ratlaps waren die Mittelwerte deutlich geringer. Sowohl Osteocalcin,
als auch Ratlaps erreichten allerdings nicht das Niveau der Ostrogengruppe. Diese
Effekte koénnen auf die Ostrogenartige Wirkung des Raloxifens am Knochen
zurtckzufihren sein. Bei den Genexpressionen im Kallus zeigten sich bei Raloxifen
keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe. Sie lagen bei OC und IGF-1 im
Niveau, bei ER-alpha dartber und bei Kollagen-I und TRAP leicht unter dem Niveau

der ovarektomierten, osteoporotischen Tiere.

Nimmt man die biomechanischen Werte sowie die Ergebnisse der
Knochenserummarker, so kann beim SERM Raloxifen durchaus ein positiver Effekt
auf die Frakturheilung beim osteopensichen Knochen beobachtet werden. Die
osteoprotektiven Eigenschaften sind bei unseren Untersuchungen allerdings

geringer, als die beobachteten Effekte des Estradiols auf die Knochenheilung.

4.4.3 Alendronat

Das Aminobisphosphonat Alendronat wird zu den antiresorptiven Substanzen in der
Osteoporosetherapie gezahlt. Der Wirkmechanismus beruht auf einer Hemmung von
in Osteoklasten vorkommenden Proteinen, wodurch deren Fahigkeit zur Resorption
von Knochensubstanz vermindert wird. Zu erwarten ware also eine Verbesserung

der Knochenbiomechanik bei reduzierten Knochenmarkern der Osteoklasten, in
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unserem Versuch den Ratlaps, sowie der TRAP. Entgegen diesen Erwartungen und
ahnlich zu den von Kolios et al. (2009) erhobenen Daten wurden allerdings keine
signifikanten Unterschiede der Alendronatgruppe zur Kontrollgruppe erzielt. Bei der
Elastizitdit und der TRAP wurden sogar verschlechterte bzw. erhohte Werte im
Vergleich zu den OVX-Tieren gemessen. Die Werte der Streckgrenze, den
Serumparametern und den restlichen Genexpressionen lagen alle in etwa auf dem
Niveau der Kontrollgruppe oder wichen lediglich geringfiigig ab. Dieses schlechte
Ergebnis der Alendronatgruppe kénnte mit der Tatsache zu erklaren sein, dass sich
die Frakturheilung und Kallusbildung vermutlich unter Alendronattherapie
verlangsamen. Die kurze Versuchsdauer von 5 Wochen konnte also dafur
verantwortlich sein, dass die Werte des nachgewiesenermal3en antiosteoporotisch
wirkenden Bisphosphonats Alendronat so schlecht ausgefallen sind. Alendronat
konnte zwar langfristig die Stabilitat osteoporotischer Knochen durch Hemmung der
Osteoklasten beeinflussen, ubt allerdings keinen positiven Effekt auf die
Frakturheilung im osteopenischen Knochen aus. Diese reduzierte biomechanische
Qualitat und verringerte Elastizitat stimmt mit klinischen Studien Uberein, bei denen
es unter Alendronattherapie zu einer insuffizienten Frakturheilung von Femora
gekommen ist (Goh et al. 2008; Neviaser et al. 2008). Eine weitere Erklarung fir die
schlechten Ergebnisse kdnnte eine Verringerung der Gewebeheterogenitat aufgrund
der extremen Suppression des bone-turn-overs durch Alendronat sein, die eine

Kalzifizierung und somit einem spréden Knochen nach sich zieht.

4.4.4 Cimicifuga racemosa

Wouttke et al. konnten bereits 2003 in Tierversuchen eine antiosteoporotische
Wirkung von Cimicifuga racemosa belegen. In weiterfihrenden Studien derselben
Arbeitsgruppe wurde ebenfalls die osteoprotektive Wirkung mit gleichzeitigem
geringem 0strogentypischen Nebenwirkungsprofil in einer klinischen, doppelblinden

Studie an 62 postmenopausalen Patientinnen beobachtet (Wuttke et al. 2006).

Die Analyse der hier gewonnen Daten der mit Cimicifuga racemosa behandelten
Tiere gestaltet sich schwierig. Bei den biomechanischen Tests zeigt sich lediglich
eine geringflgigs Verbesserung der Streckgrenze und der Elastizitat im Vergleich zur
Kontrollgruppe, jedoch sind keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Die
Serumwerte fir Osteocalcin und Ratlaps liegen im Bereich der osteoporotischen
Tiere und bei den aus dem Kallus gewonnenen Genexpressionen ist, neben einer
leichten Erhdéhung der Werte fur Kollagen I, IGF-1, TRAP und ER-alpha, eine
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deutliche und signifikante Erhdéhung des Osteoblastenparameters Osteokalzin
festzustellen. Es besteht also anders als bei der Kontrollgruppe interessanterweise
noch am 35.Tag ein Anstieg der Knochenstoffwechselmarker. Dies kdnnte bedeuten,

dass die Frakturheilung noch nicht abgeschlossen ist.

Insgesamt ist also beim Phytohormon CR in dieser Studie im Vergleich zur OVX-
Gruppe kein positiver Effekt auf die Frakturheilung zu beobachten gewesen.
Mogliche Ursachen kénnten die kurze Applikationsdauer sowie die hier verwendeten
zu geringen Dosierungen von CR sein. So wurde bei denen von Wuttke et al. (2003)
beobachteten Ergebnissen eine wesentlich hohere Dosierung bei langerer
Applikationsdauer verwendet.

4.5 Kritische Betrachtung der Ergebnisse

Die kritische Analyse der Messergebnisse und des Versuchsaufbaus ist im Hinblick
auf das ErschlieRen neuer Therapie- und Prophylaxeoptionen bei der Behandlung
der Osteoporose unerlasslich. So ist zum Beispiel die Applikationsdauer der
untersuchten Substanzen von 5 Wochen im Vergleich zu anderen Studien anderer
Arbeitsgruppen eher kurz (Picherit et al 2000; Wuttke et al. 2006; Mosekilde et al.
1998). Eine ausreichende Wirksamkeit der Antiosteoporotika ist moglicherweise
deshalb nicht gewahrleistet. Allerdings steht in dieser Versuchsanordnung ein
prophylaktischer statt therapeutischer Ansatz im Bezug auf eine Verminderung der
Knochenmasse und Knochenstruktur im Vordergrund, so dass die geringere Dauer
der Versuche durchaus Sinn macht.

Die Versuchsanordnung der einzeitigen Durchfihrung der Ovarektomie und
Osteotomie ist ebenfalls kritisch zu betrachten. Mit der Einzeitigkeit der Operationen
wird in dem 35-tagigen Zeitraum lediglich das Modell einer beginnenden
postmenopausalen Osteoporose erzeugt, jedoch nicht das einer manifesten. Die
Wirkung der Prifsubstanzen mag mehr oder weniger intensiv bei Applikation auf den
osteoporotischen Knochen in Heilung sein. Der hier gewéahlte Ansatz konnte keine
Aussage Uber einen Zusammenhang von physikalischen zu genanalytischen
Messergebnissen machen. Eine Korrelation der Biomechanik zur Genexpresion war
in dieser Versuchsreihe nicht moglich. Am Beispiel von Ostrogen und der SHAM-
Gruppe zeigt sich z.B., dass der Aussagewert der untersuchten Genexpression in
diesem Versuchsarm der Studie als gering einzustufen ist. Bei beidseits guten

Ergebnissen in der Kallusqualitat und guten biomechanischen Eigenschaften sind die
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Werte der Genexpression eher gegenlaufig. Bei Ostrogen zeigen sich im Vergleich
zur SHAM-Gruppe deutlich geringere Werte sowohl in der Genexpression der
osteoblastaren als auch der osteoklastaren Marker. Auch die grofRen
Standardabweichungen und die daraus resultierenden wenig signifikanten
Unterschiede innerhalb der untersuchten Substanzen bei der Genexpression lassen
eine wissenschaftliche Aussage uUber die genanalytischen Ergebnisse bei kurzer
Applikationsdauer und Untersuchung der metaphysaren Frakturheilung bei

osteopenischen Ratten eher nicht zu.

Die untersuchten Serumparameter stehen bekanntermallen eher fir den
Gesamtorganismus, also die Schwere des Knochenumbaus bzw. der Osteoporose,

als fur die lokale Frakturheilung.

Insgesamt ist somit in der Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse lediglich eine
Aussage Uber die biomechanischen Eigenschaften dieses Modells zu machen. Eine
Etablierung der Zusammensetzung des Versuchsansatzes mit einer
genanalytischen, laborchemischen sowie biomechanischen Komponente allein
scheint fur die Zukunft nicht sinnvoll. Eine morphologische Analyse des Knochens
konnte die Parameter ‘Genexpression’ und ‘Biomechanik’ zusammenbringen bzw.

ihre Differenzen erklaren.
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5 Zusammenfassung

Die Osteoporose zahlt zu einer der meist verbreiteten weltweiten Volkskrankheiten.
In Anbetracht der demographischen Entwicklung in Form eines zunehmenden
Alterns der Gesellschaft wird dieser Erkrankung und ihrer haufigsten Kklinischen
Manifestation, der Fraktur, eine immer gro3ere Bedeutung zukommen. Gerade im
Hinblick auf die Senkung der Kosten fir die Therapie der Osteoporose sind
Pravention und Prophylaxe, aber auch Therapie und anschlielBende
RehabilitationsmalRnahmen entscheidende Faktoren. In der hier vorgelegten Arbeit
wurde versucht, mit einem neu entwickelten metaphysaren Osteotomiemodell eine
Aussage Uber die Frakturheilung bei osteopenischen Bedingungen zu erzielen. Die
Osteopenie in der Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte ist gut vergleichbar mit
der Manifestation der Osteoporose beim Menschen im distalen Radius, der Hufte
oder im proximalen Humerus. Es hat sich gezeigt, dass dieses Modell fir die
Evaluation verschiedener Substanzen bei der Behandlung der postmenopausalen

Osteoporose und ihrer Frakturheilung eine hohe Aussagekraft hat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung geben einen deutlichen Hinweis,
dass Ostrogen und in etwas geringerer Weise auch Raloxifen die Frakturheilung im
osteopenischen Knochen verbessern und insgesamt zu einer grofR3eren Stabilitat des
Kallus fihren. Die Kallusqualitat im Bezug auf deren biomechanische Eigenschaften
gleicht denen des gesunden Knochens, vertreten durch die SHAM-Gruppe. Fur
Alendronat und Cimicifuga racemosa konnte in dieser Studie dagegen kein
eindeutiger Benefit im Bezug auf die Frakturheilung festgestellt werden. Die
zusammenfassenden Aussagen beziehen sich auf die physikalischen
Messergebnisse, da eine Korrelation der Biomechanik zu Serumparametern und

Genexpression in dieser Versuchsreihe nicht méglich war.

Insgesamt ist in Zukunft mit einer Etablierung des metaphysaren Osteotomiemodells
die Moglichkeit gegeben, ausfuhrliche Untersuchungen lber den Nutzen diverser
antiosteoporotischer Medikamente in der Frakturheilung beim osteopenischen

Knochen zu erstellen.
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6 Anhang

Tab.13: Gesamtibersicht Futter-/Gewichtsdokumentati

on

Ratten Nr Gruppe KG Versuchsbeginn KG Versuchsende FG/Tag [g] Futter gesamt [g] Dosierung [mg/g] mg/tag
1 SF (SHAM) 254 +++ 15,64 547,4 entfallt entfallt
2 234 268
3 224 235
4 250 268
5 SF (SHAM) 242 242 14,69 514,5 entfallt entfallt
6 243 250
7 235 250
8 222 250
9 SF (SHAM) 244 269 15,57 544,95 entfallt entfallt
10 248 262
11 211 249
12 249 263
13 SF + OVX 228 +++ 21,27 744,45 entfallt entfallt
14 239 320
15 248 346
16 247 +++
17 SF + OVX 266 337 14,98 524,3 entfallt entfallt
18 267 351
19 269 321
20 245 270
21 SF + OVX 252 336 15,3 535,5 entfallt entfallt
22 244 316
23 227 290
24 253 316
25 257 335
26 Alendronat 229 283 16,57 579,95 0,01 0,1657
27 221 305
28 241 349
29 221 306
30 Alendronat 254 332 17,94 627,9 0,01 0,1794
31 246 343
32 227 313
33 Alendronat 246 319 15,75 551,25 0,01 0,1575
34 258 307
35 262 371
36 256 303
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Ratten Nr Gruppe KG Versuchsbeginn KG Versuchsende FG/Tag [g] Futter gesamt [g] Dosierung [mg/g] mg/tag

37 Raloxifen 243 +++ 16,47 576,45 0,1665 2,7424

38 254 280

39 239 270

40 243 +++

41 Raloxifen 251 255 12,67 443,45 0,1665 2,1097

42 238 243

43 231 248

44 257 275

45 Raloxifen 250 270 12,2 427 0,1665 2,0313

46 269 281

47 270 271

48 254 267

49 250 268

50 Cimicifuga 236 308 16,2 567 1,66 26,892

51 268 302

52 238 298

53 254 293

54 Cimicifuga 268 322 14,74 515,9 1,66 24,473

55 240 282

56 257 327

57 247 323

58 Cimicifuga 242 277 14,07 492,45 1,66 23,336

59 248 +++

60 255 297

61 264 322

62 Ostrogen 230 209 11,7 409,5 0,0174 0,2035

63 233 231

64 241 222

65 232 192

66 Ostrogen 259 239 11,43 400,05 0,0174 0,1989

67 251 240

68 259 232

69 251 236

70 Ostrogen 247 235 11,57 404,95 0,0174 0,2014

71 259 260

72 235 221

73 249 245
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Tab.14: Gesamtiibersicht Gewichtsentwicklung
Ratten Nr Gruppe Versu_chs - KG 1.Tag KG 4.Tag KG 8.Tag KG 11.Tag | KG 15.Tag | KG 18.Tag | KG 22.Tag | KG 25.Tag | KG 29.Tag | KG 32.Tag | Versuchs -

beginn post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP ende
1 SF (SHAM) 254 217 233 +++
2 234 215 226 237 243 245 248 252 250 248 248 268
3 224 208 217 229 228 228 231 228 223 232 236 235
4 250 238 245 254 270 270 266 270 273 269 267 268
5 SF (SHAM) 242 228 234 222 224 237 243 251 241 252 242 242
6 243 228 236 233 239 246 249 252 251 270 254 250
7 235 216 230 241 242 249 252 257 253 271 257 250
8 222 200 209 216 235 243 230 233 238 257 251 250
9 SF (SHAM) 244 226 232 240 263 266 269 268 266 273 273 269
10 248 230 236 236 243 236 240 252 248 253 261 262
11 211 198 206 218 233 240 241 240 242 248 252 249
12 249 238 242 236 245 250 254 255 265 260 264 263
13 SF + OVX 228 +++
14 239 205 221 229 250 266 282 298 308 313 317 320
15 248 202 231 239 263 286 306 319 336 344 346 346
16 247 +++
17 SF + OVX 266 245 244 260 277 282 297 309 319 324 330 337
18 267 256 263 287 294 302 321 329 337 337 342 351
19 269 249 246 257 269 274 288 257 304 305 317 321
20 245 229 240 253 266 265 267 263 261 268 270 270
21 SF + OVX 252 247 258 248 280 287 309 312 326 324 330 336
22 244 239 243 237 261 268 280 290 300 303 314 316
23 227 233 234 224 250 259 271 273 278 280 285 290
24 253 253 255 249 275 284 298 309 312 309 312 316
25 257 261 269 255 281 293 306 314 319 325 329 335
26 Alendronat 229 203 217 223 232 250 245 259 267 270 275 283
27 221 197 211 221 237 243 263 275 285 287 290 305
28 241 228 245 261 282 292 312 328 337 338 345 349
29 221 204 223 235 249 247 275 280 291 297 300 306
30 Alendronat 254 235 254 259 270 287 297 308 315 321 325 332
31 246 227 240 248 256 275 293 316 324 336 342 343
32 227 200 227 237 245 261 279 291 305 308 310 313
33 Alendronat 246 247 256 262 256 285 295 305 309 309 312 319
34 258 258 265 272 266 299 306 308 313 309 309 307
35 262 260 278 289 287 322 342 354 365 363 366 371
36 256 252 251 253 260 273 279 287 295 297 301 303
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Ratten Nr Gruppe Versu_chs - KG 1.Tag KG 4.Tag KG 8.Tag KG 11.Tag | KG 15.Tag | KG 18.Tag | KG 22.Tag | KG 25.Tag | KG 29.Tag | KG 32.Tag | Versuchs -

beginn post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP post OP ende
37 Raloxifen 243 +++
38 254 222 230 239 252 259 249 267 268 274 276 280
39 239 215 227 230 239 244 236 262 265 263 267 270
40 243 +++
41 Raloxifen 251 240 228 240 233 243 251 249 255 253 253 255
42 238 219 212 217 206 223 231 231 242 243 243 243
43 231 217 214 226 221 236 244 240 249 247 248 248
44 257 241 230 236 229 247 255 262 275 275 275 275
45 Raloxifen 250 253 247 243 262 252 261 258 264 265 267 270
46 269 256 254 252 268 247 272 255 279 285 285 281
47 270 277 246 247 267 257 269 265 270 270 270 271
48 254 246 248 247 266 249 266 251 274 274 274 267
49 250 243 244 244 267 247 260 250 266 270 270 268
50 Cimicifuga 236 208 234 241 257 264 279 288 286 304 305 308
51 268 205 222 233 245 255 266 271 272 292 299 302
52 238 217 225 238 251 257 271 277 275 290 292 298
53 254 210 215 223 239 248 263 271 267 286 290 293
54 Cimicifuga 268 260 261 273 283 293 304 299 313 315 318 322
55 240 218 209 222 226 233 262 248 283 280 280 282
56 257 249 247 269 276 289 307 301 327 324 324 327
57 247 240 245 259 253 279 294 299 312 315 318 323
58 Cimicifuga 242 244 239 244 252 256 261 263 271 280 279 277
59 248 +++
60 255 245 239 234 243 249 264 266 281 289 293 297
61 264 265 251 257 268 278 293 297 305 316 319 322
62 Ostrogen 230 200 196 197 204 215 188 199 203 206 208 209
63 233 217 211 214 219 226 208 205 224 227 230 231
64 241 205 204 214 216 217 213 210 218 219 220 222
65 232 198 194 200 208 213 183 179 186 187 189 192
66 Ostrogen 259 251 247 232 228 231 236 228 224 232 236 239
67 251 237 237 222 218 235 235 233 242 232 236 240
68 259 240 237 228 225 228 233 227 230 225 226 232
69 251 240 233 229 228 228 228 214 210 219 228 236
70 Ostrogen 247 250 238 236 231 229 233 230 230 237 237 235
71 259 258 254 253 252 249 246 244 245 254 257 260
72 235 230 226 218 214 216 212 217 215 216 220 221
73 249 250 239 239 239 232 237 236 228 227 238 245
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