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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau des Lamellenknochens

Kortikalis Spongiosa

Abbildung 1: Skizze eines angeschnittenen Lamellenknochens. Darstellung von Kortikalis und Spongiosa. Die
Kortikalis zeigt einen Aufbau durch Osteone, dichtes, zirkuldr angeordnetes Knochenmaterial. Die Spongiosa
zeigt eine trabekuldre, netzartige Anordnung der Lamellen. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von B. Andreae, Medizinischer lllustrator.

Der Lamellenknochen stellt die haufigste Knochenart bei Sdugetieren und Menschen dar
(Weiner et al. 1999). Lange Rohrenknochen und Wirbelkérper sind nach diesem Prinzip
aufgebaut (Rho et al. 1998).

Hierbei handelt es sich um festes Stlitzgewebe, das sich aus Zellverbdanden von
Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten zusammensetzt und durch Knochenmatrix
fixiert ist (Boron und Boulpaep 2005). Die Festigkeit dieses Gewebes wird durch einen hohen
Mineralgehalt aus schwer |6slichen Salzen wie Kalzium und Phosphat sowie Karbonat und
Fluorid erzielt. Hierbei liegen die Kalziumsalze vor allem in Form von Kalziumphosphat und
Kalziumkarbonat vor. Diese Mineralien machen zu zwei Drittel das Gewicht des gesamten
Skeletts aus und binden 99 % des vorhandenen Korperkalziums sowie 86 % des

Gesamtphosphatgehalts des Kérpers (Schmidt et al. 2010; Boron und Boulpaep 2005).
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1 Einleitung

1.1.1 Kortikalis

Periost

Kortikaler Knochen

Zentralgefal des
Haverskanals

Osteon

GefaR des
Haverskanals\g»

Knochenlamelle'—‘——ﬁa: )

Kollagenfibrille

AN

/1-‘7

Zentralarterie und
Zentralvene

Grenze
benachbarter
Lamellen

Abbildung 2: Darstellung eines Ausschnittes der Kortikalis und des Aufbaus eines Osteons. Die Kollagenfibrillen
zeigen einen gegensatzlichen spiraligen und schichtweisen Aufbau. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von B. Andreae, Medizinischer Illustrator.

Als Kortikalis wird das Knochengewebe bezeichnet, das die Spongiosa umgibt (Boron und
Boulpaep 2005). Sie kann bei dem Lendenwirbelkérper im Querschnitt bereits
makroskopisch aufgrund homogenerer Beschaffenheit und hoherer Dichte von spongidosem
Knochen unterschieden werden (siehe Abbildung 1). Ihr Anteil an der gesamten
Knochenmasse des Menschen betragt 80 % (Spinas et al. 2011).

Die Baueinheit dieser Rindenschicht bei Lamellenknochen ist das konzentrische Osteon. Es
besteht aus dem mittigen Haverskanal mit seinen Versorgungsgefillen und den ihm
konzentrisch angelagerten Knochenlamellen (Abbildung 2). Das Haverssystem steht (iber
quer verlaufende Volkmannkandle mit benachbarten Osteonen, dem Periost und dem

Markraum in Verbindung.



1 Einleitung

Mikroskopisch lassen sich neben dem konzentrischen Haverssystemen Schalt- und
Generallamellen unterscheiden. Schaltlamellen stellen Reste alter Osteone dar, die dem
expandierenden Wachstum neuer Osteone weichen missen. Generallamellen sind Lamellen,
die unmittelbar unter dem Periost liegen. Im Gegensatz zu den Lamellen eines Osteons
besitzen diese keinen Haverskanal als Mittelpunkt, sondern umschlieffen den Markraum

zirkuldr (Junqueira und Carneiro 2005; Lillman-Rauch 2009).

1.1.2 Spongiosa

Die Spongiosa entspricht ca. 20 % der gesamten Knochenmasse des Menschen, ist ebenso
aus Lamellenknochen aufgebaut und wird besonders im Knochen von Wirbelkérpern
ausgebildet. Sie befindet sich im Knocheninneren, unterhalb der Kortikalis gelegen, wo sie
durch Quervernetzungen vieler Knochenbalkchen ein feines Gitternetzwerk bildet. In den
Zwischenraumen dieser sogenannten Trabekel liegt das Knochenmark (Spinas et al. 2011).

Die Trabekel besitzen keine direkte GefalRversorgung, sondern werden durch Diffusion
indirekt Gber GefdaRe des Knochenmarks versorgt. Ihre Dicke betragt im Mittel 300 um bis
hochstens 400 um. Die Lamellen eines Trabekels ordnen sich im Gegensatz zu denen der
Kortikalis parallel zur Balkchenoberfliche an. Die Ausrichtung der einzelnen
Knochenbdlkchen erfolgt entlang sogenannter Traktionslinien. Diese stellen eine Anpassung
an aduBere Krafteinwirkungen dar, welche fiir den permanenten Umbau der Spongiosa
verantwortlich sind. Laut des Wolff'schen Gesetzes von 1892 ist diese den Traktionslinien
folgende Bauweise ursachlich flr die Stabilitdt des Knochens (Wolff 1892). Traktionslinien
zeichnen sich durch ihren verdichteten Trabekelaufbau und die Zunahme der Trabekeldicke
aus. Die Spongiosa besitzt aufgrund ihrer mechanischen Anpassung eine vielfach hoéhere
Knochenumbaurate verglichen mit der Kortikalis (LGllmann-Rauch 2009; Boron und

Boulpaep 2005).
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Trabekel

Osteoblast Unmineralisierte
Matrix/(Osteoid)

Knochenmarkraum Osteozyt Osteoklast Mineralisierte
Matrix
(Knochen)

Abbildung 3: Links: pars spongiosa eines Knochens. Das Trabekelnetz und der zwischen den Knochenbélkchen
liegende Markraum sind erkennbar. Rechts: Trabekelquerschnitt. Der lamelldre Knochenaufbau mit
mineralisierter und unmineralisierter Matrix wird deutlich. Ebenso sind Osteoblasten, Osteoklasten und
Osteozyten skizziert. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von B. Andreae, Medizinischer
Illustrator.

1.1.3 Periost und Endost

Das Periost stellt die umhillende Schutzschicht der Kortikalis dar, die den Knochen mit
Ausnahme der Gelenkflachen umgibt.

Das Periost ldsst sich in zwei unterschiedliche Schichten unterteilen, wobei die dufSere
Schicht als stratum fibrosum bezeichnet wird und durch sogenannte Sharpey-Fasern
(Auslaufer des stratum fibrosum) mit der Kortikalis verbunden ist. Das stratum osteogenicum
stellt die dem Knochen direkt aufliegende innere Schicht des Periosts dar. Darin verlaufen
Nerven und Blutgefdlle (Zhang et al. 2008).

Auch allen Oberflaichen im Inneren des Knochens liegt das Endost auf und alle
Trabekeloberflaichen und Innenwdnde der Haverskandle werden von dieser inneren
Hillschicht Gberzogen.

Periost und Endost stellen eine unmineralisierte, zellreiche Komponente der Baueinheit
»Knochen” dar. Sie sind von einer diinnen Zellschicht bedeckt, welche aus sogenannten
lining cells besteht (mesenchymale Stammzellen, Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und

Osteoklasten), die einer Kollagenschicht (Kollagen Typ-I) aufliegen. Diese Zellgruppen sind
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1 Einleitung

fir Knochenwachstum und ReparaturmalBnahmen an den Lamellen verantwortlich

(Lallmann-Rauch 2009; Colnot 2009).

1.1.4 Osteoblasten

Osteoblasten sind Zellen, die maRgeblich am Knochenauf und -umbau beteiligt sind. Sie
entwickeln sich iber Osteoprogenitorzellen aus pluripotenten mesenchymalen Stammzellen
(Ldllmann-Rauch 2009). Das Protein BMP (bone morphogenetic protein) ist hierbei fiir die
Ausdifferenzierung zu reifen Osteoblasten verantwortlich. Es induziert eine Ausschiittung
des DNA-bindenden Faktors Cbfl im Knochenmark, welches die Weiterentwicklung der
Progenitorzellen zu Osteoblasten bewirkt (Yamaguchi et al. 2000).

Sie lagern sich einschichtig auf von ihnen produziertem, noch unmineralisiertem Kollagen,
dem Osteoid, ab und gehoren zu den bereits erwdhnten lining cells (Lillmann-Rauch 2009,
Abbildung 3).

Osteoblasten bilden zahlenmaRig den grofRten Zellanteil im Knochen und haben im aktiven
Zustand eine Lebensdauer von ca. 3 Monaten (Manolagas 2000). Sobald sie von einer neuen,
durch andere Osteoblasten produzierten mineralisierten Matrix tiberzogen und eingemauert
sind, werden sie als Osteozyten definiert (Lillmann-Rauch 2009).

Osteoblasten besitzen anabole Aufgaben wie die Synthese von Proteinen, die dem Aufbau
und der Aufrechterhaltung des Osteoids dienen (Schmidt et al. 2010) und sind fir die
Mineralisierung des Knochens verantwortlich.

Hierbei wird durch Osteoblasten in Vesikeln gespeichertes Kalzium und Phosphat in den
Extrazelluldrraum freigesetzt. Dort kommt es zu einer lokalen Uberschreitung der
Loslichkeitsgrenze fiir diese Salze, sodass sie entlang der Kollagenfibrillen der Knochenmatrix

ausfallen. Das so entstandene Material entspricht der mineralisierten Knochensubstanz.

Osteoblasten besitzen zudem katabole Wirkung im Knochenstoffwechsel. Durch
Exprimierung von RANKL (receptor activator of NF-Kappa B ligand, RANK-Ligand) und
Sezernierung von M-CSF (monocyte colony stimulating factor) férdern sie auch die

Entstehung von Osteoklasten und deren Aktivierung. Somit wird durch die Zellen des
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Knochen aufbauenden Systems gleichzeitig das abbauende angeregt. RANKL wird ebenso als
ODF (osteoclast differentiating factor) bezeichnet werden, was dessen Funktion besser
verdeutlicht (Fuller et al. 1998).

Als Regulationsmechanismus besitzen Osteoblasten zudem die Eigenschaft Osteoprotegerin
(OPG), einen loslichen Rezeptor mit Bindung an den RANK-Ligand, zu sezernieren und die
Aktivierung von Osteoklasten hierdurch zu hemmen (Kostenuik und Shalhoub 2001,

Abbildung 4).

1.1.5 Osteozyten

Osteozyten entsprechen Osteoblasten, die nicht in Apoptose gehen, sobald sie von
mineralisierter Knochenmatrix umschlossen sind. Sie sind in Lakunen zwischen den einzelnen
Knochenlamellen lokalisiert (Abbildung 3). Sie besitzen Zellauslduger, die in winzigen
Kandlchen liegen und untereinander vernetzt sind, wodurch zwischen den einzelnen
Osteophyten Verbindungen hergestellt werden. Dieses Hohlraumsystem ist nicht vollstandig
durch Zellfortsatze und die Zellleiber der Osteozyten ausgefiillt, und somit werden die Zellen
und deren Fortsdtze von interstitieller Fliissigkeit umgeben. Da Osteozyten an kein
GefaRsystem angeschlossen sind, erfiillt die interstitielle Fllssigkeit nutritive Aufgaben und
ermoglicht die Signalvermittlung durch Hormone oder Elektrolytverschiebungen. So bewirkt
PTH (ber bestimmte Rezeptoren (PTHr) an der Zelloberfliche der Osteozyten eine
Beeinflussung des Wnt-Signalweges und somit eine Zunahme an Osteoblasten. Auf diese
Weise kann PTH Uber Osteozyten eine Knochen-bildende Wirkung vermitteln (Calvi et al.
2012; Burr und Allen 2013).

Ebenso werden Osteozyten durch duBere mechanische Krafte beeinflusst, wobei diese
protektiven Einfluss auf die Lebensdauer der Osteozyten und eine zunehmende
Osteoblastendifferenzierung zur Folge haben (Burr und Allen 2013). Uber
Mechanorezeptoren stehen sie mit dem umliegenden Knochen in Verbindung und kénnen
durch externe Krafte stimuliert werden. Je nach mechanischer Belastung schiitten
Osteozyten Mediatoren zur Stimulation oder Hemmung von Osteoblasten

und -klasten aus (Turner et al. 2009).
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1.1.6  Osteoklasten

Osteoklasten sind Zellen, die dem knochenabbauenden System angehdren. Nach der
Stimulierung durch M-CSF (monocyte colony stimulating factor) formieren sie sich durch
Verbindung mehrerer mononukledrer Progenitorzellen zu vielzelligen Riesenzellen, die der
Familie von Makrophagen und Monozyten angehoren (Teitelbaum 2000). Sie kdnnen in
einem Ruhezustand vorliegen oder einen aktivierten, Knochen resorbierenden Zustand
einnehmen und haben eine Lebensdauer von ca. zwei Wochen (Manolagas 2000). Neben
M-CSF spielt ein weiterer Faktor eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Osteoklasten.
Dieser Faktor wird von Osteoblasten ausgebildet und als RANKL (RANK-Ligand) bezeichnet.
Er ist ein Membranprotein, das an der Oberflache von Osteoblasten ausgebildet wird und in
der Literatur auch als ODF (osteoclast differentiating factor) oder OPGL (osteoprotegerin
ligand) beschrieben wird (Suda et al. 2001). Dieser RANK-Ligand bewirkt tber eine Bindung
an den RANK-Rezeptor auf Osteoklastenoberflichen die  Aktivierung des
knochenabbauenden Zustandes des Osteoklasten. Hierbei kommt es zur Ausbildung der
sogenannten ruffeld border, auch Faltenbesatz genannt, an der dem Knochen zugewandten
Seite (Boron und Boulpaep 2005). Hier finden die Vorgange der Knochenresorption und

des Knochenumbaus statt (Lillmann-Rauch 2009).

Dieser Vorgang beginnt mit dem Anlagern stimulierter Osteoklasten an die Knochenmatrix.
Mittels Protonenpumpen wird an der ruffled border ein saures Milieu mit einem pH-Wert
von ca. 4,5 erzeugt. Der Knochen wird lysiert und Kalzium und Phosphat freigesetzt.
Zusatzlich werden in dieser Resorptionszone mit Hilfe von Proteasen die Proteine der
Knochenmatrix hydrolysiert (Boron und Boulpaep 2005). Um die Umgebung der
Resorptionszone vor einer unkontrollierten Lyse zu schiitzen, bildet sich bei Anlagerung des
Osteoklasten eine sogenannte clear zone aus, welche einen engen Zellkontakt zwischen dem
Osteoklasten und dem Knochen ausgebildet (Teti et al. 1991). Auf diese Weise wird die
Resorptionszone der Umgebung gegentliber abdichtet und eine Destruktion angrenzender

Strukturen vermieden (LiUllmann-Rauch 2009; Junqueira und Carneiro 2005).
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1.1.7 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix ist ein Verbund aus organischen und anorganischen Komponenten, die
durch Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten, Hormone, Wachstumsfaktoren, Elektrolyte
und mechanische Faktoren moduliert wird. Sie besteht aus einem mineralisierten und
unmineralisierten Anteil.

Die unmineralisierte Komponente besteht zu 90 % aus Kollagen Typ |, welches sich in
Kollagenfibrillen organisiert sowie aus Proteoglykanen, Sialoproteinen und Hydroxylapatit-
kristallen (Boron und Boulpaep 2005; Lillmann-Rauch 2009).

Der mineralisierte Teil der Knochenmatrix schafft mit der Einheit der Knochenlamelle die
Voraussetzung zur Entstehung von mineralisiertem und organisiertem Knochenaufbau.
Hierbei lagern sich Hydroxylapatitkristalle entlang der Langsachsen der oben erwdhnten
Kollagenfibrillen an, wobei die Fibrillen der jeweiligen Lamelle annahernd parallel
zueinander verlaufen (siehe Abbildung 2). Wurde eine Schicht auf diese Weise mineralisiert,
beginnt der Anbau einer neuen Knochenlamelle auf die darunter liegende. Die
neusynthetisierten Kollagenfibrillen verlaufen hier zwar erneut parallel zueinander, ihre
Ausrichtung orientiert sich aber in gegensatzlicher Richtung zur Grundschicht (siehe
Abbildung 2). Auf diese Weise stehen die Fibrillen benachbarter Lamellen ungefdahr im
rechten Winkel zueinander. Die Glykoproteine Osteokalzin und Sialoprotein fordern bei
diesem Vorgang die Bindung von Kalzium und sind eine wichtige Komponente bei der
Entstehung von Knochen.

Durch die oben genannte Bauweise entsteht ein Verbund aus zugfestem Kollagen und
druckfesten Bestandteilen (Hydroxylapatitkristallen), was die Ursache fiir die sogenannte
Biegefestigkeit des Lamellenknochens ist (LGllmann-Rauch 2009; Junqueira und Carneiro

2005).

1.2 Steuerung des Knochenumbaus

Der Knochen unterliegt permanenten Auf- und Abbauprozessen (bone remodeling) und ist

als dynamisches Organ zu betrachten (Manolagas 2000). Dieser Knochenumbau dient dazu
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Materialermidung vorzubeugen, kleine Schaden auszubessern und sich duReren
mechanischen Anspriichen anzupassen. Ebenso dient er der schnellen Bereitstellung von
Kalzium im Elektrolythaushalt (Lillmann-Rauch 2009).

Das bone remodeling hangt also von vielen inneren und dufleren Faktoren ab, welche das
Zusammenspiel von Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten beeinflussen (Boron und
Boulpaep 2005)

Gesteuert durch Elektrolythaushalt, Hormone, Vitamine, Zytokine und mechanische
Beanspruchung des Organismus (Schmidt et al. 2010; Junqueira und Carneiro 2005) werden
im Skelett eines Erwachsenen jahrlich ca. 25 % an spongidésem und ca. 3 % an kortikalem

Knochen umgebaut (Spinas et al. 2011).

1.2.1 Exogene Einfliisse

Zu den exogenen Einflissen zahlen unter anderem Erndhrungsfaktoren. So sind Kalzium und
eine ausreichende Proteinzufuhr wahrend der Wachstumsphase von groRer Wichtigkeit fiir
den Aufbau der Knochenmasse. Ein Kalziumdefizit wiirde die Ossifikation der Knochenmatrix
und somit die peak bone mass, die maximale Knochenmasse nach Abschluss des
Skelettwachstums (Bonjour et al. 1994), negativ beeinflussen. Ein Mangel an Proteinen kann
die Kollagensynthese herabsetzen (Junqueira und Carneiro 2005).

Auch die mechanische Belastung des Skeletts ist ein wichtiger exogener Faktor fir die
Strukturierung des Knochens. Bei ldangerer Immobilisation wird ein Riickgang von
Knochenmasse im Sinne der sogenannten Inaktivitdtsosteopenie beobachtet, wahrend das

Gegenteil bei sportlicher Aktivitat der Fall ist (Junqueira und Carneiro 2005).

1.2.2  Elektrolyte und Hormonkopplung

Die Umbauprozesse des Knochens werden lber Regelkreislaufe und Kopplungen zwischen

Hormonen und Elektrolythaushalt reguliert.
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Der Kalziumspiegel beeinflusst hierbei die Ausschiittung von PTH. Bei niedrigem Blutspiegel
verursacht dieser eine Steigerung der PTH-Ausschiittung und |6st (iber Rezeptoren an
Osteoblasten eine Freisetzung von M-CSF (monocyte colony stimulating factor) und RANKL
aus, was wiederum eine Stimulation von Osteoklasten zur Folge hat. Gleichzeitig wird Gber
eine OPG-Ausschiittung eine (iberschieRende Osteoklastenaktivierung verhindert (siehe
jeweils Abbildung 4).

Da 99 % des im menschlichen Korper enthaltenen Kalziums im Knochen gebunden ist
(Silbernagl und Despopoulos 2003), ermdglicht der oben genannte Mechanismus eine

schnelle Bereitstellung dieses Elektrolytes im Falle eines Kalziummangels.

Ein weiterer Elektrolyt, der die Knochenbeschaffenheit beeinflusst, ist Phosphat, welches vor
allem gebunden als Kalziumphosphat in der Knochensubstanz vorliegt (Silbernagl und
Despopoulos 2003). Es macht ca. 1 % des Korpergewichtes eines Menschen aus und ist zu
85% im Knochen und den Zahnen gebunden. Mangel dieses Elektrolytes in der Wachstums-
und Erwachsenenphase kann mit dem Erkrankungsbild der Osteomalazie einhergehen.
Ebenso wie Kalzium kann es bei Mangelzustanden Uber einen PTH-induzierten
Knochenabbau aus der gebundenen Knochenmatrix mobilisiert werden (Penido und Alon

2012).

Als weiteres wichtiges Hormon im Knochenstoffwechsel ist Kalzitriol zu nennen (Silbernagl
und Despopoulos 2003). Es fordert eine vermehrte intestinale Kalziumaufnahme und wird
bei erhohten PTH-Spiegeln vermehrt freigesetzt. Kalzitriol nimmt ebenfalls Einfluss auf die
Ausschiittung von M-CSF und RANKL aus den Osteoblasten und steigert dadurch wie PTH die

Osteoklastenproliferation (Saito et al. 2013, siehe Abbildung 4).

Ein weiteres an den Elektrolythaushalt gekoppeltes Hormon stellt Kalzitonin dar. Dieses
hemmt die Aktivitat und die Entwicklung von Osteoklasten und induziert deren Apoptose
(Manolagas 2000), siehe Abbildung 4. Seine Ausschiittung ist abhdngig von hohen
Serumkalziumkonzentrationen und bewirkt gegenlaufig zu PTH und Kalzitriol eine vermehrte

Aufnahme von Kalzium in die Knochensubstanz (Silbernagl und Despopoulos 2003).
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Auch Ostrogen ist ein wichtiges modulatorisches Hormon, welches eine knochenprotektive
Wirkung zeigt (Riggs 2000; Manolagas 2000). Auf seine Wirkweise sowie die katabolen (Gao
et al. 2008) und anabolen Eigenschaften von PTH (Jilka 2007) wird nachfolgend genauer
eingegangen (siehe 1.2.2.1 und 1.2.2.2).

| +B2 (@ Ok-Vorisufer
ICa**l lim Blut y2 @
1 ’ 5@
PTH Zytokine ,' @
Calcitriol k I
@y G

&)

zlerungs-
aktivierung

Kollagen Apoptose
_.Osteoid Wedistumsialtoren IMat i
—Mineralisation oD

Abbildung 4: Koordination von Osteoklasten (Ok) und Osteoblasten (Ob) wahrend des physiologischen
Knochenumbaus. + steht fir stimulierenden Einfluss und — fiir den hemmenden Einfluss einer Zelle
beziehungsweise einer Substanz. Osteoblasten schiitten den macrophage colony stimulating factor (M-CSF)
und Osteoprotegerin (OPG) aus. Receptor activator of NF-kB (RANK) befindet sich auf der Oberflache von
Osteoklasten und stellt den Rezeptor fir den RANK-Liganden (RANKL) dar, welcher ein membransténdiges
Molekdl von Osteoblasten ist. Parathormon (PTH) nimmt Uber den Osteoblasten stimulierenden und
hemmenden Einfluss auf den Osteoklasten. Estrogen (E) bewirkt an mehreren Ansatzpunkten eine
Osteoklastenhemmung und Apoptoseinduktion. Kalzitonin (Calcitonin) hemmt Osteoklasten.

Oben rechts: Darstellung der Interaktion zwischen Osteoklasten (Ok) und Osteoblasten (Ob). Bei
Osteoprotegerin (OPG) handelt es sich um einen l6slichen Rezeptor, der in der Lage ist, an den RANK-Liganden
(RANKL) des Osteoblasten zu binden und somit die Aktivierung des Osteoklasten Uber eine RANK-RANKL-
Bindung zu verhindern. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von B.Andreae. Medizinischer
Illustrator (Modifiziert nach Lillman-Rauch 2009).

Abhdngig von der Konzentration der oben genannten Faktoren wird das Gleichgewicht
entweder in Richtung der Osteoklasten- oder Osteoblastenaktivitat verschoben.
Befinden sich alle oben genannten Abldaufe im Gleichgewicht, spricht man von

physiologischem bone remodeling.
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1.2.2.1 PTH im menschlichen Kérper

Parathormon ist ein in den Nebenschilddrisen produziertes Peptidhormon, das aus 84
Aminosduren besteht. Seine Sekretion wird durch den Plasmaspiegel von Kalzium und
Vitamin D3 reguliert. Hierbei bewirken niedrige Blutspiegel eine positive Riickkopplung, also
eine vermehrte Ausschittung, wahrend erhohte Plasmaspiegel die PTH-Konzentration
senken. Der durch PTH induzierte Regulationsmechanismus ist in der Lage binnen Sekunden
auf einen Kalziummangel zu reagieren (Potts et al. 1980).

Die Wirkung von PTH wird durch rezeptorvermittelte Signalwege Ubertragen. Hierbei spielt
der sogenannte PTH1-Rezeptor eine wichtige Rolle, welcher vor allem im Knochen und
Nieren exprimiert wird (Gardella und Jiippner 2001). Neben diesem klassischen
PTH1-Rezeptor fiir das N-terminale Ende von PTH existiert eine Gruppe von PTH-Rezeptoren
(C-PTHRs) fur das C-terminale Ende dieses Hormones. Diese zeigen eine deutliche Expression
im Knochengewebe. Uber diese scheint PTH einem Knochenabbau entgegenzuwirken.
Gegenstand aktueller Forschung ist es, deren Einfluss auf den Kalziumstoffwechsel und
Apoptoseinduktion von Osteozyten und Osteoklasten genauer zu untersuchen (Scillitani et
al. 2011).

Die Steuerung des Kalziumspiegels wird durch die rezeptorvermittelte PTH-Wirkung auf
Nieren und Knochen und Uber eine indirekte Beeinflussung der intestinalen Resorption
bewirkt. Die indirekte Wirkung erreicht PTH durch die Anregung einer vermehrten
Kalzitriolproduktion in den Nieren, welche wiederum zur vermehrten enteralen
Kalziumabsorption beitragt. Kalzitriol werden zudem PTH-dhnliche Eigenschaften wie
Erhéhung der Kalziumreabsorption Gber die Nieren und Mobilisation von Kalzium aus dem
Knochen zugesprochen (Lillmann-Rauch 2009; Junqueira und Carneiro 2005).

Neben der Erh6hung von Kalzitriol ist die PTH-induzierte renale Reabsorption von Kalzium
ein Effekt der erhohten PTH-Ausschittung. Bei diesem Vorgang verstiarkt PTH die
Reabsorption von Kalzium in der Niere, wahrend es die Ausscheidung von Phosphat erhoht.
Dieser Vorgang ist wichtig, da eine gleichzeitige Konzentrationserhéhung beider Mineralien
eine Ausfallung von Kalziumphosphatkristallen im Plasma verursachen und zu Nierensteinen
fihren wirde (Potts 2005).

Als weiteres wichtiges Zielgewebe von PTH ist der Knochen zu nennen. Hier duBert sich der

physiologische PTH-Einfluss durch eine vermehrte Mobilisierung von Kalzium und Phosphat.
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Dieser Prozess wird durch aktivierte Osteoklasten vermittelt. Da diese keinen eigenen
Rezeptor fir PTH besitzen, erfolgt ihre Stimulation indirekt Gber die Anregung von PTH-
Rezeptor-tragenden Osteoblasten (Potts 2005).

Osteoblasten nehmen bei ihrer Stimulierung durch PTH auf zwei unterschiedlichen Wegen
Einfluss auf die Aktivierung und Proliferation von Osteoklasten. So bewirkt PTH eine
Freisetzung von M-CSF aus den Osteoblasten, welche die Differenzierung von
Osteoklastenstammzellen anregt. Aus Vorlauferzellen entstehen auf diesem Weg die zur
Knochenresorption fahigen multinukledaren Osteoklasten.

Weiteres Glied der Aktivierungskette von Osteoklasten ist der RANK-Ligand. Dieser wird
unter anderem durch eine Stimulation durch PTH aus Osteoblasten freigesetzt und nimmt
Uber die Bindung an den RANK-Rezeptor aktivierenden Einfluss auf Osteoklasten (Boron und
Boulpaep 2005; Schmidt et al. 2010).

Uber die Freisetzung von OPG aus Osteoblasten nimmt PTH im physiologischen
Gleichgewicht regulierenden, Osteoklasten-hemmenden Einfluss. Ebenso scheint PTH Uber
sein C-terminales Ende und das Binden an den C-PTHr einem Knochenabbau

entgegenzuwirken (Scillitani et al. 2011).

1.2.2.2 Wirkweise von Ostrogen auf den Knochen

Ostrogen wirkt protektiv auf den Knochen und hat bei normalem Ostrogenspiegel die
Eigenschaft, RANKL liber OPG zu binden, bevor dieser (iber den RANK-Rezeptor Osteoklasten
stimulieren kann (Kearns et al. 2008). Stellt sich ein Mangel an Ostrogen ein, so scheint die
Exprimierung von RANKL hochreguliert zu werden und so Uber das RANK/RANKL-System
eine vermehrte Osteoklastenaktivitat zu bewirken (Eghbali-Fatourechi et al. 2003). Da das
Hormon Ostrogen in seiner physiologischen Wirkweise eine Steigerung der OPG-Produktion
bewirkt und ebenso fiir eine verminderte Sekretion des M-CSF verantwortlich zu sein
scheint, wird hierdurch der vermehrte Knochenabbau bei Ostrogenmangel erklart (Riggs

2000).

Ostrogen steuert den Knochenumbau auch durch Modulation verschiedener

Zytokinkonzentrationen. So nimmt es durch die Herunterregulierung von TNF-a hemmenden
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Einfluss auf die Osteoklastenausdifferenzierung. Uber TGF-B findet eine Beeinflussung des
OPG/RANKL/RANK-Systems statt und eine Einflussnahme auf die Osteoklastenaktivitat und
deren Apoptose (Riggs 2000).

Die Fahigkeit von Ostrogen, diese proinflammatorischen Zytokine zu blockieren, die
physiologischerweise die Osteoklastenzahl und deren Uberlebensdauer steigern, stellt eine
Ursache des postmenopausal gesteigerten Knochenabbaus dar (Lillmann-Rauch 2003;
Pacifici 1998; Junqueira und Carneiro 2005).

Es wurde gezeigt, dass Ostrogenmangel eine (iberwiegende Stimulation der
Osteoklastogenese zur Folge hat und eine Verlingerung der Uberlebenszeit von
Osteoklasten bei gleichzeitiger Uberlebensverkiirzung von Osteoblasten und Osteozyten

bewirkt (Manolagas 2000).

1.3 Osteoporose - ein pathologischer Umbauprozess des Knochens

Die Osteoporose ist ein pathologischer Abbaumechanismus von Knochensubstanz, der eine
Abnahme der Knochenstabilitdt und eine konsekutive Steigerung des Frakturrisikos zur Folge
hat (NIH Consensus Developement Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis and
Therapy 2001).

Diese Erkrankung des Skelettsystems tritt vor allem bei postmenopausalen Frauen durch ein
Absinken des Ostrogenspiegeles auf (Kearns et al. 2008). Dies fiihrt vor allem zu einer
Abnahme der spongidsen Knochenbestandteile (Riggs et al. 1998). Aber auch Manner sind
im hoheren Lebensalter (75 Jahre) anndhernd gleichermaRen von dieser Erkrankung
betroffen, was auf den sinkenden Testosteronspiegel zurlickgefihrt wird (Kudlacek und

Willvonseder 2003).

Die Erkrankung Osteoporose betraf im Jahr 2003 insgesamt ca. 7,8 Millionen Deutsche
(Geburtsjahr 1950 oder friiher), davon 6,5 Millionen Frauen (83 % der erkrankten Patienten).
Von allen Betroffenen erlitten 4,3 % mindestens eine klinisch in Erscheinung getretene
Fraktur. Die direkten Kosten fiir das Gesundheitssystem, die allein auf die Folgen von

Osteoporose zurilickzufiihren waren, beliefen sich im beobachteten Zeitraum der Studie auf
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5,4 Milliarden Euro. Zudem zeigte sich, dass postmenopausale Frauen um das Alter von 75
Jahren die groflten Kosten verursachten und Frakturen hierbei die hochste finanzielle
Belastung des Gesundheitssystems darstellten (Haeussler et al. 2007). Die hé&ufigsten
Frakturen stellen in diesem Zusammenhang Wirbelkorperfrakturen, hiftgelenksnahe
Femurfrakturen sowie Radius- und Beckenfrakturen dar (Kudlacek und Willvonseder 2003).
Die direkten und indirekten Folgekosten von Hift- und Wirbelkérperfrakturen verursachten
hierbei die grofRte Belastung des Gesundheitssystems (Lips und van Schoor 2005). So sind bei
hiaftgelenksnahen  Frakturen lange stationdre Krankenhausaufenthalte, intensive
poststationdare Betreuung und eine dreifach erhdhte Mortalitdt verglichen mit der
gleichalten Gesamtbevodlkerung verbunden (Panula et al. 2011). Neben den koérperlichen
Folgen ist auch die psychische Belastung bei chronischen Krankheitsverlaufen haufig ein
therapiebedirftiges Begleitsymptom (Silverman 2005).

Aufgrund des steigenden Alters der Bevdlkerung und somit konsekutiv zunehmender
Osteoporosepravalenz in diesen Altersgruppen stellt die Osteoporose und ihre
Komorbiditaten eine groRe Belastung des Gesundheitssystems dar (Raschke und Lang 2009).
Fiir den Betroffenen bedeutet diese Erkrankung erhohte Frakturraten und eine deutliche
Einschrankung der Lebensqualitait durch chronische Schmerzen und folgliche

Mobilitatseinschrankung (Silvermann 2005; Haeussler et al. 2007).

1.4 Medikamentose Therapie der Osteoporose

Die Therapie der Osteoporose besteht vor allem in einer medikamentésen Therapie bei der
unterschiedliche Wirkstoffe zum Einsatz kommen, wobei eine Heilung dieser Erkrankung
bislang nicht moglich ist.

Therapien mit antiresorptiven Substanzen wie Bisphosphonaten (z.B. Alendronat) und
SERMs (z.B. Raloxifen) stellen hierbei die leitliniengerechte Standardtherapie dar. Uber eine
Herunterregulierung  der  Osteoklastenaktivitdit  entfalten  Bisphosphonate ihre
antiosteoporotische Wirkung (Hodsman et al. 2005) und fiihren zu einer signifikanten

Reduzierung der Frakturraten (Black et al. 2000; Harris et al. 1999).
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Ebenso bewirkt die Behandlung mit sogenannten SERMs (Selective Estrogen Receptor
Modulators) wie Raloxifen eine verminderte Osteoklastenaktivitit und zudem eine

Reduktion Osteoklasten-aktivierender Zytokine (Hodsman et al. 2005; Ettinger et al. 1999).

Auch neuere Antiresorptiva wie der monoklonale Antikérper Desonumab gegen RANKL
stehen mittlerweile zur Verfligung, sind aber lediglich als Reservemedikation der zweiten
Wahl empfohlen (DVO-Leitlinie 2014). Wie bei anderen antiresorptiv wirksamen
Therapeutika konnte unter Desonumab-Therapie eine Zunahme des Bone Mass Index (BMI)
und eine Abnahme der Frakturraten gezeigt werden (Cummings et al. 2009; Boonen et al.

2011).

Ein weiteres, streng reglementiertes, antiresorptives Reservemedikament stellt Kalzitonin
dar. Uber eine intravendse oder intramuskulire Applikation kann es Frakturraten der
Wirbelsdule bei Osteoporose in der Postmenopause signifikant heruntersetzen. Die ebenfalls
wirksame, nasale Applikation (Chesnut et al. 2000; Hodsman et al. 2005) zeigte in einer
Untersuchung der Langzeittherapie verglichen mit den anderen Applikationsformen ein
deutlich erhéhtes Krebsrisiko und wird in Europa daher nicht mehr zur Osteoporosetherapie
empfohlen. Lediglich bei Therapieversagen und speziellen klinischen Konstellationen ist eine

Kalzitonintherapie intravends oder intramuskuladr noch zulassig (EMA 2012).

Als kombiniert antiresorptiv und anabol wirkende Substanz ist Strontiumranelat zur Therapie
der schweren postmenopausalen und mannlichen Osteoporose zugelassen (Meunier et al.
2009). Jedoch handelt sich es auch hierbei um ein Reservemedikament bei Therapieversagen
unter SERMs oder Bisphosphonaten bzw. bei Kontraindikationen gegen die erwahnten

Praparate (Reginster et al. 2010).

Als einziges osteoanabol wirkendes Medikament steht bei hoch frakturgefahrdeten
Patienten PTH zur Verfligung. Die antiosteoporotische Wirkung wird hierbei durch eine
direkte Zunahme der Knochenmasse (Neer et al. 2001; Greenspan et al. 2007) erreicht. Diese
Therapieoption ist in Europa seit 2003 fir die subcutane Gabe von humanem PTH als

fragmentiertes PTH 1-34 (Forsteo®) und in den USA seit 2005 zusatzlich als vollstéandiges PTH
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1-84 (PreOs®) zugelassen. Eine Zulassung fir das Analogprodukt von Preos®, das sogenannte
Preotact®, wurde im Juli fir den europadischen Markt 2014 revidiert, bevor es auf dem
europdischen Markt angewendet werden konnte (EMA 2014). PTH stellt kein Therapeutikum
der ersten Wahl dar und ist nach der DVO-Leitlinie als Reservetherapeutikum bei schwerer
Osteoporose oder Therapieversagen bei herkdmmlicher Therapie anzuwenden (DVO-

Leitlinie 2014).

1.5 PTH

1.5.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die Entdeckung des Hormons PTH und die Erforschung der Knochen-aufbauenden Wirkung
blicken auf eine fast hundertjahrige Geschichte zurtick (Potts 2005).

Ende des 19. Jahrhunderts wurden die Nebenschilddrisen als eigenstandiges Organ
entdeckt, wobei ihre Funktion noch unbekannt blieb. Die erste Spur zur Bedeutung der
Driisen fand sich, als tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass Hunde und Katzen an
Tetanie verstarben, sobald ihnen die Nebenschilddriisen entfernt wurde (Potts 2005). 1904
und 1906 belegte der Pathologe Jacob Erdheim den Zusammenhang zwischen Tetanie und
fehlenden Nebenschilddrisen. Nachdem dies ursachlich auf eine Hypokalzamie
zurlickgefiihrt werden konnte, war die maBgebliche Rolle der Nebenschilddriisen am
Kalziumstoffwechsel bewiesen (Potts 2005; MacCallum und Vogel 1913).

Im Jahr 1925 gelang es die endokrinologische Funktion der Nebenschilddriise nach
erfolgreicher Gewinnung von PTH zu belegen (Potts 2005).

In den darauffolgenden Jahren wurden bis 1950 die Auswirkungen von Uber- und
Untersekretion von PTH erforscht und die bis heute etablierten Ausdriicke Hyper- und
Hypoparathyreoidismus etabliert.

Erste Hinweise auf das Potential einer paradoxen, knochenaufbauenden Wirkung von PTH
ergaben sich, als eine Knochenmassenzunahme bei PTH-substituierten Ratten beobachtet
werden konnte (Bauer et al. 1929), wobei erst in den 1970er Jahren die Hormonstruktur

entschlisselt und seine kiinstliche Herstellung moglich wurde.
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Anhand vieler tierexperimenteller Studien wurden diese Ergebnisse reproduziert und eine
Zunahme der Knochensubstanz an kleinen Sdugetieren, z.B. Ratten und Kaninchen, unter
PTH-Therapie belegt.

So wurde am osteopenen Ratten- und Kaninchenmodell in vielen Arbeiten (Banu und Kalu
2002; Fox et al. 2006; Sehmisch et al. 2009b; Aleksyniene et al. 2009) unter einer PTH-
Therapie eine Zunahme der BMD (bone mineral density) verzeichnet. Diese dient als
medizinische Einheit fir das mineralisierte (verkndcherte) Gewebe pro cm? und wird zur
Beurteilung der Knochentextur und somit als Messparameter der Wirksamkeit einer PTH-
Therapie herangezogen.

Auch in Untersuchungen an groRBeren Saugetieren wie zum Beispiel an Affen (Fox et al. 2008)
und anhand von Patientenstudien in England und den USA wurde eine Zunahme der BMD
unter PTH-Therapie (Greenspan et al. 2007) verzeichnet.

In vielen Jahren der klinischen Forschung konnte der knochenaufbauende Effekt von PTH bei
intermittierender Gabe somit nachgewiesen werden (Harada und Rodan 2003; Rodan und
Martin 2000; Potts 2005). Im Jahr 2001 gelang es, den positiven Effekt von PTH in der
klinischen Anwendung zu etablieren und seine anabole Wirkung auf den Knochen

therapeutisch zu nutzen (Potts 2005).

1.5.2 Therapeutische Anwendung

PTH stellt das erste anabol wirkende Medikament in der Osteoporosetherapie dar. Es
zeichnet sich dadurch aus, dass es in der Lage ist bereits verlorengegangene Knochenmasse
zu erneuern und somit Frakturraten signifikant zu senken (Neer et al. 2001; Harada und
Rodan 2003; Rodan und Martin 2000).

Die therapeutischen Eigenschaften von PTH sind an eine intermittierende Gabe gekoppelt
(Neer et al. 2001; Reeve et al. 1980). Bereits einer PTH-Gabe, die eine Dauer von zwei
Stunden taglich lberschreitet, kann eine zunehmend knochenabbauende Wirkung dieses
Hormons zur Folge haben (Dobnig und Turner 1997; Potts 2005).

Die Behandlung mit Teriparatid (1-34) und PTH (1-84) findet heute eine maximale

Anwendung von 18 bis 24 Monaten, wobei sich in Studien sowohl die tagliche subkutane
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Applikation als auch die wochentliche Anwendung im Vergleich mit der Placebogruppe als
wirksam erwies (www.uptodate.com 2011 und 2014). Da bis jetzt nur Studien fiir eine
maximale Behandlungsdauer von ca. zwei Jahren vorliegen, werden derzeitig langere
Therapien nicht empfohlen (Hodsman et al. 2005).

In Europa ist das Aminosdure-Fragment Teriparatid 1-34 (Handelsname Forsteo©) und in
Amerika Parathormon 1-84 (Handelsname PreOs©) zur Monotherapie schwerer
Osteoporose zugelassen (www.uptodate.com 2011 und 2014). Die detaillierten Abldufe der
knochenaufbauenden Wirkung von PTH konnten bei erwiesenen positiven Effekten bis heute
noch nicht endglltig geklart werden. Vermutungen zufolge ist die direkte Stimulation von
Osteoblasten liber deren PTH-Rezeptor fiir eine erhéhte Uberlebenszeit dieser Zellgruppe
verantwortlich, was wiederum den PTH-induzierten Prozess des Knochenerhaltes und
-aufbaues vermittelt. Es wird zudem angenommen, dass diese rezeptorvermittelte Wirkung
auf Osteoblasten schneller eintritt als die Aktivierung der Osteoklasten. Diese ist von
stimulierten Osteoblasten abhdngig und somit in der logischen zeitlichen Reihenfolge einer
Osteoblastenstimulation durch PTH nachgeschaltet. Dieser physiologische Aktivierungsweg
konnte somit zur Folge haben, dass bei therapeutisch intermittierender PTH-Gabe die
Anregung von Osteoblasten erfolgt, wahrend die Stimulierung der Osteoklasten gerade noch

nicht stattgefunden hat (Potts 2005).

1.6 Versuchstier ovariektomierte Ratte

Die Ratte stellt ein viel eingesetztes Tierversuchsobjekt dar (Lelovas et al. 2008). Im
speziellen ist das Modell der ovariektomierten Ratte fiir Untersuchungen des osteopenen
Knochens geeignet.

Genaue Zeitplane  hinsichtlich der Entwicklung einer Osteoporose, die der
postmenopausalen Osteoporose des Menschen ahnelt, ermoglichen prazises und
erfolgreiches Arbeiten mit diesem Versuchstier und versprechen zumeist gut einschatzbare
Ergebnisse (Lelovas et al. 2008; Turner et al. 1989). Zuverlassige Protokolle zur Induktion und
Einsatz von Osteopenie bei ovariektomierten Ratten (Lelovas et al. 2008; Wronski et al.

1989) sind folglich ein Grund fiir die Anwendung dieses Tierversuchsmodelles.
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Detailliertes Wissen Uber die Eigenschaften des Rattenskeletts und bewdhrte Methoden
gleichen die inkomplette Ubereinstimmung zwischen menschlichem Skelett und dem der
Ratte aus.

Die Ahnlichkeit mit der das Rattenskelett und das Menschenskelett auf verschiedene
Manipulationen durch Ostrogen, Tamoxifen, Bisphosphonate und PTH reagieren, qualifiziert
die Ratte flir endokrinologische Untersuchungen (Kalu 1991).

So empfehlen die FDA-Guidelines Osteoporosestudien zuerst anhand des Rattenmodells
durchzufiihren. Erst anschlieBend ist die Untersuchung an groReren Tieren empfohlen

(Thompson et al. 1995).

1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll die Wirkung von Teriparatid (PTH (1-34)) auf den Knochen der
Wirbelkdrper von osteopenen, ovariektomierten Ratten untersucht werden.

Zur Darstellung des Einflusses von PTH auf die Beschaffenheit und mechanische
Belastbarkeit des Knochens werden PTH-substituierte Tiere mit einer unbehandelten
Kontrollgruppe verglichen. Ebenso erfolgt eine Kontrolle der erfolgreich induzierten
Osteopenie mittels einer nicht ovariektomierten Vergleichsgruppe.

Zur Feststellung moglicher signifikanter Behandlungserfolge werden die Wirbelkorper auf
mechanische Belastbarkeit, mikroradiographisch sichtbare Unterschiede und Differenzen in
der mineralisierten Knochendichte der Wirbelkdrper untersucht

Des Weiteren sollen mit Hilfe verschiedener Spritzintervalle unterschiedliche
Applikationszeitpunkte- und Dauern hinsichtlich der Wirksamkeit von PTH untersucht

werden.
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2.1 Versuchstiere

Es wurde mit 81 weiblichen Tieren des Rattenstammes Sprague Dawley der Firma
Winkelmann gearbeitet, deren Anfangsgewicht bei Lieferung im Mittel 250 g betrug.
Aufgrund der Narkosebegleitung der chirurgischen Eingriffe verstarben neun von den
anfangs 90 Tieren. Zu Beginn wurden die 12 Wochen alten Versuchstiere in Gruppen von
drei bis vier Tieren pro Kéafig (Typ Makrolon® aufgeteilt). Zur Akklimatisierung verbrachten
die Tiere 5-6 Tage vor Ovariektomie ohne Durchflihrung von Versuchen. Geflittert wurde ab
diesem Zeitpunkt sojafreies Futter (ssniff SM R/M, 10mm Pelletts, ssniff Spezialitdten GmbH,
Soest), wobei ihnen Futter und Wasser zur freien Verfligung stand. Der Futterverbrauch
wurde wahrend des Versuchs protokolliert und in einem Intervall von 3 Tagen fiir einen
regelmaligen Kafig-, Trinkflaschen- und Streuwechsel gesorgt. Das Raumklima in dem die
Versuchstiere gehalten wurden, betrug bei einer Luftfeuchtigkeit von 55 % konstante 20°C.
Mit Hilfe einer zwdlfstindigen Hell-/ Dunkel- Periodik wurde zusatzlich auf den zirkadianen
Rhythmus der Ratten Ricksicht genommen. Um den Gesundheitszustand und den Erfolg der
Ovariektomie zu verfolgen, wurden die Ratten einmal wochentlich am selben Wochentag
gewogen. Ebenso wurde einmal wochentlich das Gewicht des Restfutters bestimmt. Fir die
Versuchsdurchfiihrung im Rahmen des Osteopeniemodells bei weiblichen Ratten lag eine

Genehmigung durch das Bezirksgericht Braunschweig vor (AZ 33.42 502-04-011/07).

2.2 Ovariektomie

Grundvoraussetzung fur die Versuchsdurchfiihrung war die Induktion von Osteopenie bei
den Versuchstieren. Dieser Zustand wurde kinstlich durch Ovariektomie bei 62
Versuchstieren herbeigefiihrt. Der Eingriff erfolgte am 5. bis 6. Tag nach Lieferung. Zur
Einleitung der Narkose diente CO,, wahrend die Aufrechterhaltung anschlieBend durch eine

intraperitoneale Injektion eines 5:3 Gemisches aus Ketamin (90 mg/ kg KG) und
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Xylazin (7,5 mg/ kg KG) erfolgte. Die Dosierung des Gemisches entsprach hierbei einer
Menge von 0,001 ml/g KG, also im Mittel 0,35 ml pro Tier je Narkose. Nachdem die Ratten
zwischen Rippenbogen und Hinterldufen rasiert und desinfiziert wurden, begann der Eingriff
mit einer Hautinzision und der Prdparation des Peritoneums. Bei der anschliefenden
Eroffnung der Bauchhohle wurden die Ovarien nacheinander auf beiden Seiten freigelegt,
durch Ligaturen von den Tuben getrennt, abgesetzt und anschlieRend entfernt. Der
Wundverschluss erfolgte schichtweise mittels Vicryl-Naht der Muskeln und Klammernaht der
Haut. Um einem Flissigkeitsverlust durch die Operation vorzubeugen, wurde jedem
Versuchstier ein NaCl-Depot von 3 ml subkutan gespritzt. Bis zum Abklingen der Narkose
wurden die Ratten beaufsichtigt und um ein Absinken der Kdrpertemperatur zu vermeiden
wurden die postoperativen Tiere in Kafige auf Warmeplatten (39°C) gelegt. Fur die
Kontrollgruppe schloss man einige Tiere von der Ovariektomie aus und flhrte sie zunachst
unter dem gemeinsamen Namen SHAM weiter. Bei diesen Tieren wurde ebenso eine
Narkose durchgefiihrt, jedoch ohne anschlieBende Operation. Die Narkose wurde bei allen
Versuchstieren dazu genutzt, um subkutane Transponder im Nackenbereich zu implantieren.
Somit wurde die sichere Identifikation der Tiere wdhrend des Versuchs gewahrleistet. An
diesen Eingriff schloss sich eine achtwochige versuchsfreie Phase an, in der sich osteopener

Knochen entwickelte.

Im Rahmen des Versuchs wurden alle Ratten einer Osteotomie beider Tibiae und
anschlielender Osteosynthese unterzogen. Beide Eingriffe erfolgten innerhalb einer
Operationssitzung in der 8.Woche nach Ovariektomie am bereits osteoporotischen Knochen.
Diese Ergebnisse wurden in vorliegender Arbeit nicht untersucht, sondern waren
Gegenstand anderer Doktorarbeiten, welche durch Komrakova et. al (2010) veroéffentlicht

wurden.

2.3 PTH-Substitution

Nach der Osteotomie wurden die Ratten in 7 Vergleichsgruppen zu jeweils 10 bis 13 Tieren

aufgeteilt. Den Tieren wurde in den folgenden Wochen, unter Ausnahme einer Gruppe der
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SHAM- Ratten und einer OVX- Gruppe, in unterschiedlichem Intervall Parathormon (PTH) in
Form von Teriparatid (PTH (1-34)) subkutan gespritzt. Die PTH-Dosierung betrug hierbei
0,014 mg PTH/ 0,2 ml NaCl pro Tier pro Injektion bzw. 40 pug/ kg KG. Die entspricht einem
Vielfachen der klinisch angewandten Dosierung bei Menschen fiir Teriparatid, welche
zwischen 20 pg und 40 pg betragt (Komrakova et al. 2010). Hierzu wurden die Versuchstiere
vor Beginn der Hormonsubstitution in verschiedene Gruppen aufgeteilt. Der Beginn der PTH-
Anwendung erfolgte friihestens am 7. Tag nach Osteotomie bis langstens zum 35. Tag nach
Osteotomie. Die Gruppen waren aufgeteilt in SHAM-Tiere ohne Ovariektomie und
ovariektomierte OVX-Tiere. Die Behandlung erfolgte ausschlieflich mit PTH, wobei die
jeweiligen Kontrolltiere keine Medikation erhielten. Die Darreichung erfolgte in den
jeweiligen Gruppen im Intervall vom 7.-35. Tag (7.-35. d), 14.-35. Tag (14.-35. d) und 14.-28.
Tag (14.-28. d). Bei der Haufigkeit der Darreichung wurden die Intervalle fiinfmal pro Woche
(5 x/w), qod (jeder 2. Tag) und nicht stattfindende Darreichung gewahlt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Dosierungsschema der PTH-Substitution in Tagen nach Osteotomie

Gruppe Medikation | Haufigkeit der | Dauer der Anzahl der
Darreichung Darreichung | Versuchstiere
1 SHAM Keine - - 10
2 SHAM PTH 5 x/w 7.-35.d 11
3 OVX Keine - - 12
4 0oVvX PTH 5 x/w 7.-35.d 13
5 OVX PTH god 7.-35.d 12
6 0oVvX PTH 5 x/w 14.-35.d 12
7 0oVvX PTH 5 x/w 14.-28.d 11

2.4 Gewinnung der Praparate

Die Tiere wurden in der 14. Woche nach Ovariektomie unter CO,-Narkose durch
Dekapitation getotet. Im Anschluss wurden beide Femora, Tibiae und Blutproben
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entnommen, die zum Teil in anderen Studien und Doktorarbeiten untersucht wurden (siehe
auch Komrakova et al. 2009 und Tezval et al. 2011). Fur die Praparation der
Lendenwirbelsdule (LWK 1 - LWK 6) wurde zundchst mit einem Skalpell Gber den Processus
spinosi ein Hautschnitt gesetzt und im nachsten Schritt die Sehnenansatze und Muskelfasern
der Wirbelkorper entfernt. Um die Lendenwirbelsdule unbeschadet aus dem Skelett
herauslosen zu konnen, wurde die Wirbelsdule proximal auf Hohe des Rippenbogens
abgesetzt, wobei darauf zu achten war, dass die letzte Rippe fiir die spatere Orientierung
erkennbar blieb. Distal wurde der Beckenknochen oberhalb des Hiiftgelenks durchtrennt.
Zudem wurde der Schwanz der Ratte auf Hohe der Sakralwirbel entfernt (siehe Abbildung 5).
Der nachste Schritt umfasste die moglichst griindliche Entfernung aller Muskel- und
Sehnenansatze. Die so gewonnenen Rattenwirbelkérper wurden anschlieBend nummeriert
und bei einer Temperatur von -20°C aufbewahrt.

Bevor die einzelnen Wirbel im Anschluss prapariert werden konnten, wurden die
Lendenwirbelsaulen als Ganzes in einem Computertomographen fiir experimentelle Zwecke
der Universitatsklinik gescannt. Die Ergebnisse der CT-Untersuchung sind Gegenstand
anderer Arbeiten.

Im néachsten Schritt erfolgte nun die Ablosung der einzelnen Lendenwirbelkdrper aus der
Wirbelsdule. Hierzu diente ein Skalpell und scharfe Loffel in verschieden GrofRen. Als erstes
wurden durch manuelles Auszahlen die Wirbelkorper 1, 3 und 4 ermittelt, da es sich hierbei
um die festgelegten Versuchsobjekte handelte. Bei diesem Vorgang konnte man sich am
letzten Rippenansatz und an den Sakralwirbeln orientieren. Die Wirbelkérper wurden im
Anschluss mit dem Skalpell voneinander gelost. Sehnen- und Muskelansdtze wurden
moglichst grindlich mit Hilfe scharfer Loffel entfernt. Nach diesem Vorgang wurden die
einzelnen LWK nummeriert und bis zum Beginn der jeweiligen Versuchsreihen einzeln in 5ml

Schraubverschlussrohrchen bei -20°C gelagert.
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LWK 1

Abbildung 5: Lendenwirbelsdule LWK 1 bis LWK 6 und Absetzungsrander
wahrend der Praparation (blaue Linien). Die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung von Samantha Elmhurst, equine and medical

illustrator and designer; modifiziert nach www livingart.org.uk (2011).

2.5 Versuchsdurchfiihrung mit LWK 3

2.5.1 Volumenbestimmung

Mit Hilfe einer Schieblehre wurde manuell die Hohe der Lendenwirbel bestimmt und der
Durchmesser der Deck- und Bodenplatten gemessen. Aus den Werten der Deck- und
Bodenplatten wurde jeweils der Mittelwert bestimmt. Die so ermittelten Werte dienten der

Volumenberechnung anhand der mathematischen Formel fiir Zylindervolumina:

V [mm?3] = rir2 [mm?] X h [mm]

V= Volumen; r = Radius; h = Hohe

Die einzelnen Volumina wurden zur Bestimmung der mineralisierten Knochendichte

weiterverwendet, geben aber keine Auskunft Gber den exakten Volumenwert der

Wirbelkorper, sondern entsprechen Naherungswerten der Volumina.
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2.5.2 Veraschung

Die Veraschung fand im Anschluss der Volumenermittlung im Institut flir allgemeine Hygiene
und Umweltmedizin der Universitdat Gottingen (Prof. Dr. med. Dunkelberg) statt. Hierbei
wurden maximal 9 Wirbelkdrper gleichzeitig in einem Muffelofen in feuerfesten
Porzellantiegeln bei 750°C Uber 48 Stunden verascht und anschlieRend in einem mit
Silikatgel gefillten Eksikkator platziert. So konnte wahrend der Auskiihlphase die Bildung
von Kondenswasser verhindert werden, was fiir die anschlieRende Gewichtsermittlung von
Bedeutung war. Die Bestimmung des Gewichts erfolgte vor und nach der Veraschung. Hierzu
wurden die Werte bis auf vier Stellen nach dem Komma bestimmt. Die Erfassung des
Gewichtes vor Veraschung erfolgte, indem zuerst das Leergewicht des Porzellantiegels
ermittelt und dies als Einwaage (Tara) bestimmt wurde. Anschliefend wurde der LWK in den
Tiegel gelegt, gewogen und dessen eigentliches Gesamtgewicht bestimmt. Das Gewicht nach
Veraschung wurde bestimmt indem der Tiegelinhalt direkt auf die Waage gegeben und
gewogen wurde. Hierbei wurde vor dem Wiegen eines jeden neuen Wirbels das Tara -
Gewicht bestimmt, um das Aufaddieren kleiner Konkremente auf der Wiegeflache zu

verhindern.

2.5.3 Bestimmung der mineralisierten Knochendichte

Aufbauend auf dem Versuchsabschnitt der Veraschung wurde die mineralisierte
Knochendichte pro Wirbelkérper bestimmt. Hierzu diente das zuvor errechnete Volumen der
LWK und deren Gewicht nach erfolgter Veraschung. Da es sich bei der mineralisierten
Knochendichte per definitionem um die Masse pro Volumen handelt, wurden die Werte

mittels folgender Formel ermittelt:

Mineralisierte Knochendichte [g/mm?3] = m nach Veraschung [g] + V [mm?3]

m= Masse; V = Volumen
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2.5.4 Bestimmung des Anteils organischer und anorganischer Knochensubstanz

Zur Ermittlung der organischen und anorganischen Masse (m) in Prozent (%) an der

Knochenmasse der Wirbelkoérper dienten folgende Formeln:

1. % (organische Substanz) = [ (m vor Veraschung — m nach Veraschung) ] x 100 / m vor

Veraschung

2. % (anorganische Substanz) = 100 - % (anorganische Substanz)

2.6 Biomechanischer Test des LWK 4

Um die notige Bruchkraft bis zum Deckplatteneinbruch der Wirbelkdrper zu messen, wurde
eine daflir ausgerichtete Apparatur verwendet. Diese Methode wurde eigens fiir Versuche
an Rattenwirbelkorpern in einer vorangegangenen Doktorarbeit entwickelt (Erren 2008) und
in weiteren nachgeschalteten Versuchsreihen erprobt (Sehmisch et al. 2009b). Sie besteht
aus einer Basis, in der der zu untersuchende LWK eingespannt wird (siehe Abbildung 6 bis 8).
Somit kann ein dorsales, wie ventrales Verrutschen wahrend der axialen Kompression
verhindert werden, ohne dass der Knochen selbst eine Stabilisierung erfahrt. Auch die
laterale Mobilitdt wurde durch das Einspannen des Dornfortsatzes unterbunden. Vor der
Testung der eigentlich zu untersuchenden Wirbel wurde anhand (Ubriggebliebener
Wirbelkdrper aus vorangegangenen Versuchen der Umgang mit der Vorrichtung einige Male
erprobt, um technische Fehler bei den Versuchspraparaten zu vermeiden.

Nach dem Einspannen des LWK fuhr ein daflir speziell angepasster Stempel auf die
Bodenplatte herab, bis er diese beriihrte und eine Vorkraft von 1 N erreichte. Dies
reprasentierte die Startposition des Bruchtestes, wobei zu diesem Zeitpunkt noch
Korrekturen an der Positionierung des Wirbelkorpers und Stempels moglich waren. Nach
dieser Kontrolle konnte der Test gestartet werden. Im Folgenden komprimierte die Zwick-
Testmaschine den Wirbelkorper mit gleichbleibender Geschwindigkeit von 50 mm/min.
Hierbei wurde alle 0,1 mm, die der Stempel den corpus vertebrae stauchte, die dafiir
bendtigte Kraft bestimmt und anhand der “testXpert”-Software auf den Computer

34



2 Material und Methoden

Ubertragen. Die so gewonnenen Messparameter konnten anschlieRend in Kraft-/ Weg-

Diagrammen veranschaulicht werden (siehe Abbildung 9).

Abbildung 7: Basisvorrichtung mit
eingespanntem LWK

Abbildung 6: Basisvorrichtung

Abbildung 8: Zwick-
Testmaschine vor dem
Kompressionsvorgang

2.6.1 Messparameter des biomechanischen Bruchtests

2.6.1.1 Yield Load

Der Yield Load bezeichnet den Zeitpunkt, an dem sich das Knochenmaterial nicht mehr nur
elastisch, sondern auch plastisch zu verformen beginnt (Stiirmer et al. 2006). Graphisch lasst
sich dieses Ereignis darstellen, indem man die Steigung im Kraft-/ Weg-Diagramm bis zum
Verlust ihrer Linearitat verfolgt. Der Punkt, an dem also die Werte der Steigung abzunehmen
beginnen, wird als Yield Load bezeichnet (Abbildung 9). Dessen Bestimmung erfolgt dadurch,
dass aus den Daten der noch ansteigenden Kurve die Regressionsgerade und die
Standardabweichung der Punkte im Vergleich zum linearen Teil der Bruchkurve berechnet
werden. So wird der Yield Load in der Arbeit von Stiirmer et al. (2006) als Punkt definiert, an
dem die Kurve den Bereich der doppelten Standardabweichung der Regressionsgeraden

Uberschreitet.

35



2 Material und Methoden

2.6.1.2 Steigung
Zu Beginn des Kompressionsversuchs ldsst sich dieser Messparameter anhand einer linearen
Steigung im Graphen darstellen (Abbildung 9). Er reprasentiert die gleichbleibende elastische

Verformung des LWK vor Beginn der plastischen Kompression (Stiirmer et al. 2006).

2.6.1.3 Maximalkraft

Die Maximalkraft entspricht der groten Kraft, der die Deckplatte des Wirbelkorpers
wahrend des Kompressionstests noch standhalten kann, also dem hochsten Punkt des

Graphen (Stlirmer et al. 2006).

250

ey =]

150 Maximalkraft
=

100

50

g

1 26 51 76 101 126 151 176 201 226 251 276 301 326 351

Abbildung 9: Darstellung des Kraft-/ Weg-Diagrammes eines Bruchversuchs, x-Achse Weg in um/ y- Achse
Kraftin N
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2.7 Mikroradiographie des LWK 1

2.7.1  Vorbereitung der Wirbelkorper

Die LWK 1 wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und entfettet. Dies
erfolgte, indem die Wirbel zweimal drei Tage in 40- prozentigem, zweimal sechs Tage in 70-
prozentigem, sechs Tage in 80- prozentigem und zwei Tage in 96- prozentigem Ethanol
lagerten. Danach wurden sie flir zwei Tage in ein 1:1 Gemisch bestehend aus
96-prozentigem Ethanol und Methylmethacrylat gelegt und darauf folgend fiir weitere zwei
Tage in reinem Methylmethacrylat aufbewahrt. Im Anschluss erfolgte die Einbettung der
einzelnen Wirbel in einem Gemisch aus insgesamt 1000 ml Methylmethacrylat, 200 ml
Dibutylphtalat und 29 g Benzoylperoxid. Zur Aushartung bendtigten die so hergestellten
Kunststoffblocke drei bis vier Wochen.

Der anschlieRende Arbeitsschritt umfasste das Sagen und Rontgen der gewonnenen
Praparate. Hierzu wurden mit einer speziellen Innenlochsage (Leica SP 1600 Diamantsage,
Leica Instruments GmbH, Nussloch) pro Wirbelkérper neun bis zehn 150 um (+/-20 um)
dicke  Sagittalschnitte erzeugt und die mittleren vier Schnitte mit einem Faxitron
Rontgengerdt (Hewlett Packard San Diego, USA, Model- Nummer 43855°) auf langsamen
Industriefilm (Kodak SR Typ 45) gerontgt. Die Réhrenspannung belief sich auf 10 kV und die
Stromstarke auf 0,3 mA bei einer Belichtungszeit von drei Minuten. AbschlieBend wurden

die Rontgenfilme fixiert und getrocknet.

2.7.2  Erstellen des Digitalisates der Mikroradiographien

Um am Computerbildschirm mit den Mikroradiographien arbeiten zu kdnnen, mussten diese
zunachst digitalisiert werden. Dies geschah mit Hilfe eines Makroskopes (Leica
Stereomakroskop MZ 7-5). Die vier zentralen Sagittalschnitte der Wirbelkérper wurden
hierzu unter dem Makroskop positioniert. Hierbei war es wichtig die Schnitte so zu
positionieren, dass die kaudalen und kranialen Enden des Wirbelkérpers im Bildschirm
entweder nach links oder nach rechts zeigten. Nun wurden sie bei maRiger Helligkeit der

Lichtquelle betrachtet (Kaltlichtquelle: Leica KL 1500 LCD). Dies entsprach der konstanten
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Schalterposition ,C”, wobei ,,A” minimale Helligkeit und ,,E” maximale Helligkeit darstellte.
Da sich die Schnittdicken der Wirbel um +/-20 um bei durchschnittlichen 150 pum
unterschieden, und somit die Helligkeit der einzelnen Mikroradiographien beeinflusst wurde,
musste die Temperatur der Halogenlampe dem jeweiligen Wirbel angepasst werden, wobei
der Bereich der Lichttemperatur von 2800 K bis 3000 K nicht verlassen wurde. Das Einlesen
der Bilder auf den Computer erfolgte mittels einer Leica DC 300 F- Kamera, die mit dem
Makroskop und dem Computer verbunden war. Um diesen Vorgang standardisieren zu
konnen, wurde stets das 1,0er Objektiv verwendet. So wurde das Bild des Sagittalschnittes in
optimaler Arbeitsgrofe auf dem Bildschirm wiedergegeben. Ebenso wurde die
Belichtungszeit in einem Bereich von 350 ms bis 460 ms gehalten. Um das digitalisierte Bild
weiter bearbeiten und auswerten zu kdnnen, wurde eine spezielle Software genutzt (Leica
Quantiment QWin 2003). Die anschlieBende Bearbeitung erfolgte anhand des hierzu
konzipierten Algorithmus nach den erprobten Methoden der Arbeitsgruppe Sehmisch et al

(Sehmisch et al. 2009a).

2.7.3  Auswertung der Mikroradiographien

Die Auswertung erfolgte mittels eines speziell fir die Sagittalschnitte von
Rattenwirbelkdrpern erarbeiteten Programms. Dies ermoglichte eine standardisierte und
benutzerunabhangige digitale Auswertung. Um die Messung der Parameter moglichst
unbeeinflusst durchfihren zu kénnen, waren dem Untersucher sowohl die Reihenfolge als
auch die jeweiligen Gruppen der Mikroradiographien unbekannt. Zusatzlich erfolgte vor
Auswertungsbeginn eine Eichung der Versuchsergebnisse. Hierzu wurden finf Wirbelkorper
an drei aufeinander folgenden Tagen vom Untersucher bearbeitet. Die so erhaltenen
Ergebnisse durften pro Wirbel nicht mehr als -/+5 % voneinander abweichen.

Die Auswertung der Mikroradiographien erfolgte durch Bearbeitung der vier zentralen
Knochenanteile der Wirbelkdrper ohne Dorn- und Querfortsatze.

Dieser Arbeitsschritt ldsst sich in einen manuellen und einen automatisierten Teil
unterteilen. Der manuelle Teil stellt hierbei die Grundlage des softwaregesteuerten

Abschnittes dar und umfasst in gleichbleibender Reihenfolge: 1. Graudetektion; 2.
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Bestimmung der Gesamtflache des Sagittalschnittes; 3. Bestimmung der Trabekelflache; 4.
Bestimmung der Kortikalisdicke dorsal. Alle Schritte der manuellen Bearbeitung wurden mit
Hilfe eines Grafiktabletts und zugehoérigem Pen (Intuos® 3, Graphic Tablet, Wacom Co, Ltd.)
durchgeflhrt.

Der automatisierte Teil errechnete programmgesteuert aus beiden Schritten die

erwinschten Messparameter.

Abbildung 10: Mikroradiographie unter dem Mikroskop (noch unbearbeitet).

2.7.3.1 Graudetektion

Um der Software die Unterscheidung von knochenenthaltenden und knochenfreien
Strukturen zu ermoglichen, erfolgte die Graudetektion. Hierbei wurden alle durch das
Programm erkannten Knochenanteile blau gefarbt. Um die Knochenstrukturen optimal
erfassen zu konnen, erfolgte die manuelle Korrektur, bis alle sichtbaren weiR bis
dunkelgrauen Knochenanteile blau iberdeckt waren. Bei diesem Vorgang wurde eher eine

Uber- als eine Unterdetektion akzeptiert.

Abbildung 11: Graudetektion
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2.7.3.2 Ermittlung der Knochendichte gesamt

Nach der Graudetektion folgte die Ermittlung der gesamten Knochendichte des corpus
vertebrae. Hierzu wurde mit Hilfe des Grafiktabletts und des zugehorigen Pens der gesamte
Wirbelkorper einschlieRlich der Epiphysenfuge umrandet. Diese Einrahmung erfolgte
moglichst genau entlang des Periosts. Auf diese Weise wurde eine Flache geschaffen in der
das Programm anhand der zuvor erfolgten Graudetektion die Knochenanteile der
vorliegenden Mikroradiographie erkennen konnte. So erfolgte die Unterscheidung von

Nichtknochen und Knochen bezogen auf die zuvor definierte Flache.

Abbildung 12: Ermittlung gesamte Knochendichte durch Umrandung des Periosts

2.7.3.3 Trabekelkreuzungen und Trabekelfldche

Nach Feststellung der Gesamtknochendichte wurde die endostale Knochenflache des
Sagittalschnittes definiert. Die Linien wurden hierbei wie folgt eingezeichnet:

Die kaudale Begrenzung (im Bezug auf den Wirbelkorper) der Trabekelfliche erfolgte
anhand der Linienfiihrung direkt durch die Epiphysenfuge, da hier die Grenze zwischen
Spongiosa und Kompakta mit bloRem Auge nicht zuverldssig erkennbar war. Bei der
Ermittlung der kranialen Flachengrenze konnte man hingegen die Spongiosa abgrenzen und
somit erfolgte die Linienflihrung hier knapp vor der Epiphysenfuge. Auf diese Weise wurden
von Hand die trabekelenthaltenden von den (brigen Knochenflachen abgegrenzt. Anhand
der zuvor erfolgten Graudetektion und Erfassung der gesamten Knochendichte konnte die

Software nun die Daten zur Trabekelflache und den Trabekelkreuzungen ermitteln.
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Abbildung 13: Linienfiihrung bei Ermittlung der Trabekelflache

2.7.3.4 Ermittlung der dorsalen Kortikalisdicke

Mit Hilfe der vorangegangenen Arbeitsschritte wurde im folgenden Schritt die Kortikalisdicke
erfasst. Bei diesem Versuch wurde sich auf die Bestimmung der dorsalen Kortikalis
beschrankt. Um hierbei die durchschnittliche Dicke bestimmen zu kénnen, wurden manuell
Vektoren in etwa lotrecht zum Kortikalisniveau eingezeichnet. Dies erfolgte indem zehn
Linien in moglichst gleichem Abstand eingezeichnet wurden. Hierbei war darauf zu achten,
dass die Kortikalis von den Vektoren deutlich Uberschritten wurde. Da die Flache der
Kortikalis bereits durch die vorangegangenen Arbeitsschritte ermittelt wurde, konnte die
Software die Linien genau auf das Niveau der Kortikalisdicke kirzen und den Mittelwert der

dorsalen Dicke jedes Schnittes bestimmen.

Abbildung 14: Kortikalisbearbeitung dorsal
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2.7.3.5

Messparameter der Mikroradiographie

Nomenklatur und Einheiten wurden nach den ASBMR Kriterien definiert (Parfitt et al. 1987)

und die Knocheneigenschaften wie folgt bezeichnet.

Tabelle 2: Messparameter zur Auswertung der Mikroradiographien

Messparameter

Erlauterung

Einheit

Kortikalisdicke dorsal

entspricht dem arithmetischen Mittel der 10
Vektoren, die durch die dorsale Kortikalis gelegt

wurden

mm

Kortikaler Knochenanteil

gibt Auskunft Gber den Anteil des kortikalen
Knochens (dorsal und ventral zusammen) am
gesamten detektierten Knochen des

untersuchten Sagittalschnittes

%

Dichte der

Trabekelkreuzungen

reprasentiert die Anzahl der gemessenen

Trabekelkreuzungen pro Flache

Absolutwert

pro mm?

Anzahl der

Trabekelkreuzungen

stellt die gesamte Anzahl der

Trabekelkreuzungen innerhalb der detektierten

Absolutwert

absolut Trabekelflache dar

Mittlere Trabekeldicke entspricht der durchschnittlichen Dicke der pm
erkannten Trabekel

Trabekelflache absolut stellt die gesamte endostal gelegene Flache dar, | mm?
in der sowohl knécherne als auch nicht-
knécherne Anteile enthalten sind

Knochenflache der reprasentiert die rein kndchernen Anteile der mm?

Trabekel absolut Trabekelflache

Mittlere Trabekellange bezeichnet die durchschnittliche Lange der pm

Trabekel
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2.8 Statistik

Die statistische und graphische Auswertung der Messparameter der Mikroradiographien er-
folgte mit Hilfe von Graph Pad Prism 4 (Version 4.00a, April 2003, GraphPad Software Inc,
San Diego, USA) und Graph Pad Prism 7 Demo (Freeware), ebenso die Auswertung der Er-
gebnisse des Bruchtests und der Veraschung. Zur Ermittlung von Signifikanzen wurden die
Gruppen mittels einer one-way ANOVA analysiert und anschliefend mittels eines Tukey-
Kramer post-hoc Tests genauer dargestellt. Hierbei wurde als Signifikanzniveau a < 0,05 ge-
wabhlt.

Die Berechnung der Volumina, der mineralisierten Knochendichte und der Biomechanik er-

folgte anhand Microsoft Excel 2003.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden fir die sieben Versuchsgruppen anhand von Balkendiagrammen
veranschaulicht. Die jeweiligen Mittelwerte (M) und deren Standardabweichungen (SD) sind

zusatzlich in den Tabellen 4 - 21 im Anhang unter Ergebnistabellen aufgelistet.

Tabelle 3: Versuchsgruppen und Stichprobenumfang (n) pro Gruppe

1 | SHAM n=10

2 | SHAMPTHS5x/w7.-35.d |Nn=11

3 | ovx n=12
4 | OVXPTHS5 x/w 7.-35.d n=13
n=12

5 OVXPTHgod 7.-35.d

6 |OVXPTHS5x/w14.-35.d |N=12

7 | OVXPTHS5x/w14.-28.d |N=11

Die Kennzeichnung von Signifikanzen erfolgte durch die Kleinbuchstaben a bis e:
a : signifikant gegenliiber SHAM

b : signifikant gegenliber OVX

c : signifikant gegentiber SHAM PTH 5 x/w 7.-35.d

d : signifikant gegentber OVX PTH 5 x/w 7. - 35.d

e: signifikant gegentiber OVX PTH qod 7. - 35. d
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3.1 Gewichtsverlauf der Versuchstiere
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Abbildung 15: Gewichtsverlauf der Versuchsgruppen aufgezeichnet ab Ovariektomie (Woche 0) bis Totung.
(Woche 13). Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13).

Bei Betrachtung des Gewichtsverlaufs der Versuchstiere (Abbildung 15, Anhang Tabelle 4)

liel} sich bei allen Ratten eine Gewichtszunahme bis zum Ende des Versuches verzeichnen.

Diese Entwicklung wurde fiir alle Gruppen als positiver Gesundheitsindikator gewertet.

Hierbei zeigten OVX-Tiere eine deutlichere Gewichtszunahme als SHAM-Tiere, was der

hoheren Gewichtszunahme ovariektomierter Ratten zu Grunde lag und dem Beleg fiir eine

erfolgreiche Ovariektomie entsprach. Ab Woche 2 waren diese Unterschiede signifikant.

Nach der Tibia-Osteotomie, deren Ergebnisse in einer anderen Arbeit ausgewertet wurden

(Komrakova et al. 2010), zeichnete sich bei Woche 8 ein Knick der Gewichtskurven nach

unten ab, welcher sich im Verlauf erholte.
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3.2 Volumina der LWK 3
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Abbildung 16: Mittelwerte und Standardabweichung der Volumina der jeweiligen Gruppen (10 < n <13).

Ein signifikanter Einfluss auf die WirbelkérpergrofRe konnte durch eine PTH-Gabe nicht
gezeigt werden (Abb. 16, Anhang Tabelle 5). Die maximale Steigerung der Volumina wurde
bei den Tieren der Gruppe OVX PTH 5x/w 7. — 35. d verglichen mit der unbehandelten OVX-
Gruppe (plus ca. 18,2 %) verzeichnet. Alle anderen PTH-gespritzten OVX-Tiere wiesen
kleinere Werte und somit einen geringeren PTH-Effekt auf. Behandelte SHAM-Tiere zeigten

keinen Effekt einer PTH-Gabe im Sinne einer Volumenzunahme.
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3.3 Veraschung der LWK 3

3.3.1 Gewichte vor Veraschung
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Abbildung 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Wirbelkdrpergewichte der jeweiligen Gruppen (10

< n <£13). a entpricht einem signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe SHAM.

Die in Abbildung 17 (Anhang Tabelle 6) gekennzeichneten Gruppen wiesen vor der
Veraschung signifikant hohere LWK-Gewichte im Vergleich mit SHAM auf. Dies zeigte sich
sowohl bei der gespritzten Gruppe SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d im Vergleich mit der
unbehandelten SHAM-Gruppe (13 % mehr Gewicht) als auch bei den gespritzten OVX-
Gruppen (Ausnahme OVX PTH 5x/w 14. - 35.) im Vergleich mit der Gruppe SHAM (8,7 % -
17,4 % mehr Gewicht). Eine PTH-Wirkung auf das Wirbelkdrpergewicht konnte somit sowohl
flr ovarintakte Tiere als auch flr ovariektomierte Tiere beobachtet werden. Beim Vergleich
zwischen gespritzten, ovariektomierten Tieren und der unbehandelten OVX-Gruppe zeigten
drei der vier Gruppen tendenziell h6here Werte als die Vergleichsgruppe OVX (4 % - 8 %
mehr Gewicht). Die Ausnahme stellte die Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. —35. d. dar.
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3.3.2 Gewichte nach Veraschung
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Abbildung 18: Mittelwerte und Standardabweichungen der Wirbelkdrpergewichte der jeweiligen Gruppen (10
< n £ 13). Signifikante Gewichtsunterschiede gegeniber der Gruppe SHAM sind mit a, gegenilber der Gruppe

OVX mit b gekennzeichnet.

Bei Abbildung 18 (Anhang Tabelle 7) zeigten sich nach dem Vorgang der Veraschung bei allen
PTH-gespritzten Gruppen hohere Gewichte des gewonnenen Aschesubstrates verglichen mit
den jeweiligen Vergleichsgruppen SHAM und OVX. Alle ovariektomierten PTH-Gruppen
zeigten hierbei einen signifikantem Effekt der PTH-Gabe im Vergleich mit der OVX-

Kontrollgruppe (Steigerungen von 14 % - 20 %) und mit Ausnahme von OVX PTH 5x/w

14. -28. d auch im Vergleich mit der SHAM-Kontrollgruppe (12 % - 18 % Gewichtssteigerung).
Die deutlichsten Unterschiede zeigten sich bei SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d gegenliber SHAM
(Steigerung um 19,2 %) und bei OVX PTH 7. - 35. d gegenliber OVX (Steigerung um 20 %).
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3.3.3 Mineralisierte Knochendichte
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Abbildung 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der mineralisierten Knochendichte der jeweiligen

Gruppen (10<n <13).

Bei der Bestimmung der mineralisierten Knochendichte zeigte sich in Abbildung 19 (Anhang
Tabelle 8) ein geringfligiger Effekt von PTH auf den oben genannten Untersuchungs-
parameter, welcher am deutlichsten bei der Gruppe SHAM PTH 5x/w 7. - 35. d im Vergleich
mit SHAM verzeichnet wurde (plus 17 %). Ebenso wurden geringe Steigerungen der
mineralisierten Knochendichte in den PTH-Gruppen im Vergleich mit der unbehandelten
OVX-Gruppe beobachtet, wobei dies am deutlichsten bei PTH OVX 5 x/w 14. - 35. d und OVX
PTH 5 x/w 14. - 28. d dokumentiert wurde (um 12,3 % - 13,9 %).
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3.3.4 Organische Masse in Prozent an der Knochenmasse der Wirbelkorper
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Abbildung 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir organische
Masse in % an der Knochenmasse der Wirbelkorper. b entspricht einem signifikanten Unterschied gegenilber
der Gruppe OVX.

In Abbildung 20 (Anhang Tabelle 9) wies die Gruppe OVX im gesamten Gruppenvergleich den
signifikant grofBten organischen Anteil an der Knochenmasse eines Wirbelkérpers auf.
Zudem wurde im Bezug auf die PTH-Gruppen der ovariektomierten Tiere gezeigt, dass die
organischen Bestandteile des Wirbelkorpers unter einer PTH-Gabe signifikant geringer
(minus 9,8 % - 12 %) im Vergleich mit der Gruppe OVX ausfielen und sich in etwa auf dem
Niveau ovarintakter Tiere (SHAM) befand. Beim Fehlen der PTH-Gabe in der Gruppe OVX
zeigte sich ein hoéherer Anteil von organischem Gewicht an der Knochenmasse pro
Wirbelkdrper. Auch bei den beiden SHAM-Gruppen zeigte sich diesbeziiglich ein geringer
Unterschied zwischen der PTH-Gruppe und der ungespritzten Kontrollgruppe mit ca. 4,3 %

kleineren Werte von SHAM PTH 5 x/w 7. - 35.d im Vergleich mit SHAM.
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3.3.5 Anorganische Masse in Prozent an der Knochenmasse der Wirbelkorper
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Abbildung 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gruppen (10 < n < 13) fiir anorganisches Gewicht in

% an der Knochenmasse der Wirbelkorper.

Es lieB sich ein signifikanter PTH-Effekt auf die Einheit der anorganische Masse
dokumentieren (Abbildung 21, Anhang Tabelle 10). Ein héherer anorganischer Anteil an der
Knochenmasse pro Wirbelkorper bei PTH-gespritzten Tieren wurde bei allen
ovariektomierten Tieren dokumentiert. PTH-gespritzte OVX-Tiere erreichten hierbei ca. 17,7
% - 21,4 % hohere Werte als die Kontrollgruppe OVX und verzeichneten somit dhnliche
Werte wie die unbehandelten, ovarintakten Tiere (SHAM). Eine geringe PTH-Wirkung (5,7 %
Steigerung) auf ovarintakte Tiere konnte zudem bei dem Vergleich von SHAM PTH 5 x/w 7. -
35.d mit der ovarintakten Gruppe SHAM dokumentiert werden. Die héchsten Werte unter

PTH-Gabe wurden in den Gruppen SHAM PTH 7. - 35. d und bei OVX PTH 7. - 35. d gemessen.
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3.4 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests
3.4.1 Yield Load
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Abbildung 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir den
Messparameter Yield Load. b kennzeichnet eine Signifikanz gegeniiber der OVX-Gruppe, e gegeniiber der

Gruppe OVX PTH qod 7. - 35.d.

Bei der Bestimmung des Yield Load (Abbildung 22, Anhang Tabelle 11) zeigte sich ein
geringer Vorteil der gespritzten SHAM-Gruppe (SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d) gegenuber der
unbehandelten Gruppe SHAM-Gruppe (Steigerung um 17 %). Im Gruppenvergleich der OVX-
Tiere konnte eine Steigerung des Yield Load in allen Gruppen unter PTH-Gabe dokumentiert
werden (5,4 % - 42,3 %), wobei in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d (42,3 %) das
Signifikanzniveau erreicht wurde. Die in der Abbildung 22 aufgefiihrten Signifikanzen der
Gruppen SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d und OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d zeigten dies in deutlichem
Ausmald verglichen mit den zwei Gruppen OVX und OVX PTH god 7. - 35. d.
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3.4.2 Steigung
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Abbildung 23: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir den
Messparameter Steigung. a kennzeichnet den signifikanten Unterschied gegenuber der Gruppe SHAM, b

gegeniiber der Gruppe OVX.

Es erreichten alle PTH-behandelten, ovariektomierten OVX-Tieren hohere Steigungswerte im
Vergleich mit der Gruppe OVX (Abbildung 23, Anhang Tabelle 12). Dies wurde am
deutlichsten bei der Gruppe OVX PTH qod 7. - 35. d, gefolgt von der Gruppe OVX PTH 5x/w 7.
- 35. d. anhand hoéherer Steigungswerte (plus 26,1 % und 37,2 %) gezeigt. Ca. 21,2 % und
23,7 % hohere Werte erreichten die anderen ovariektomierten PTH-Tiere. Auch bei den
ovarintakten Tieren konnte ein Effet der PTH-Gabe auf die gemessene Steigung verzeichnet
werden, wobei hier das Signifikanzniveau erreicht wurde (plus 40,7 %). Signifikant hohere

Werte zeigte auch die Gruppe SHAM PTH 5x/w 7. - 35. d im Vergleich mit der Gruppe OVX.
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3.4.3 Maximalkraft
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Abbildung 24: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) der Maximalkraft.

b zeigt eine Signifikanz gegentiber OVX, c gegentiber SHAM (PTH 5x/w 7. - 35. d).

Bei der Untersuchung der bendétigten Maximalkraft (Abbildung 24, Anhang Tabelle 13) bis

zum Deckplatteneinbruch des Wirbelkdrpers zeigte sich bei allen OVX-Gruppen, die mit PTH

behandelt wurden eine Verbesserung der Stabilitdt im Vergleich mit OVX. Die groRte

Widerstandskraft bei ovariektomierten Tieren wurde hierbei in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7.

- 35. d, gefolgt von den Gruppen OVX PTH 14. - 35. d und OVX PTH 5 x/w 14. - 28. d erzielt.

Die Werte der genannten Gruppen erreichten hierbei das Signifikanzniveau, wobei sich die

Steigerungen zwischen 38,8 % und 48 % beliefen. Eine geringere Stabilitatsverbesserung

zeigte sich in der Gruppe OVX PTH god 7. - 35. d, wobei eine Steigerung von 31 %

verzeichnet wurde. Die hochste Stabilitat wies die ovarintakte Gruppe SHAM PTH 5 x/w 7. -

35. d auf. Dies zeigte sich sowohl im Vergleich mit der unbehandelten SHAM-Gruppe (plus

ca. 37,3 %) als auch im Vergleich mit den PTH-Gruppen der ovariektomierten Gruppen,

wobei ein signifikanter Unterschied im Vergleich mit den Gruppen OVX PTH god 7. - 35. d

und der Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. - 28. d. verzeichnet wurde.
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3.5 Mikroradiographische Auswertung

3.5.1 Dorsale Kortikalisdicke
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Abbildung 25: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) bei Bestimmung
der dorsalen Kortikalisdicke. a bezeichnet Signifikanzen gegeniiber SHAM, b gegeniiber OVX, c gegeniber

SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d, d gegenliber OVX PTH 5 x/w 7. - 35 d.

Bei der Bestimmung der Kortikalisdicke in Abbildung 25 (Anhang Tabelle 14) konnte eine
Dickezunahme der Trabekel unter PTH-Gabe in fast allen Gruppen verzeichnet werden. Im
Vergleich mit der ovariektomierten, nicht gespritzten Gruppe (OVX) zeigte sich dies in
signifikantem MaRe bei den Gruppen OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d und bei OVX PTH god 5 x/w 7.
- 35. d (jeweils plus 8 %). Zudem wurde gezeigt, dass eine PTH-Gabe bei ovariektomierten
Tieren eine signifikante Zunahme der Kortikalisdicke auch im Vergleich mit der ovarintakten
Vergleichsgruppe SHAM erzielte. Hierbei wurde das Signifikanzniveau in allen Gruppen (plus
8 % - 13%) mit Ausnahme der Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d erreicht, welche die
kleinsten Werte bei den ovariektomierten Tieren aufwies und sich nicht von der

unbehandelten Kontrollgruppen (OVX) unterschied. Auch bei ovarintakten Tieren wurde
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unter PTH-Gabe ein Zugewinn an Kortikalisdicke in der Gruppe SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d im
Vergleich mit SHAM bewirkt (plus 13 %).

3.5.2 Kortikaler Knochenanteil
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Abbildung 26: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) bei der
Bestimmung des kortikalen Knochenanteils pro Gesamtknochen der untersuchten Prdparate. Buchstabe a
bezeichnet Signifikanz gegentiber SHAM, b gegeniber OVX, c gegeniiber SHAM PTH 5 x/w 7. - 35.d,

d gegeniber OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d.

Bei der Ermittlung des kortikalen Knochenanteiles im Wirbelkorper zeigte sich in Abbildung
26 (Anhang Tabelle 15) unter PTH-Gabe eine Steigerung des oben genannten Parameters. Es
wurde dokumentiert, dass alle behandelten OVX-Gruppen mehr kortikalen Knochen als die
Gruppe OVX ohne PTH-Gabe aufbauten, wobei bei allen das Signifikanzniveau erreicht
wurde. Bei dem Vergleich der ovariektomierten, PTH-gespritzten Tiere untereinander zeigte
sich der deutlichste PTH-Effekt in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d., welche eine
Steigerung um 21,4 % im Vergleich mit den unbehandelten OVX-Tieren aufwies und die
ovargesunden Tiere (SHAM) um 3,3 % (ibertraf. Die anderen OVX-Gruppen mit PTH-Therapie

blieben gering (3,2 % - 3,8 %) hinter der ovarintakten SHAM-Gruppe zurlick. Die kleinsten
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Werte wurden in der nicht behandelten OVX-Gruppe dokumentiert, welche 15 % weniger
betrugen als die Werte in der unbehandelten SHAM-Gruppe. Die hochsten Werte zeigte die
Gruppe SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d.

3.5.3 Dichte der Trabekelkreuzungen
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Abbildung 27: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir die Dichte der
Trabelkreuzungen. a bezeichnet Signifikanz gegeniiber SHAM, b gegeniiber OVX, c gegentiber SHAM PTH 5 x/w
7.-35.d.

Bei der Anzahl der Trabekelkreuzungen in Abbildung 27 (Anhang Tabelle 16) erzielte die
Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d die hochsten Werte unter den OVX- Tieren. Das zeigte eine
signifikante Steigerung des Messparameters um ca. 20 % gegeniiber der OVX-
Kontrollgruppe. Eine geringere Steigerung zeigte sich bei den anderen OVX-Gruppen unter
PTH-Gabe (plus 5,4 % bis 13,4 %). Die PTH-Gabe bei OVX-Tieren konnte die Werte nicht bis
auf das Niveau der ovargesunden SHAM-Tiere steigern. Alle ovariektomierten Gruppen, mit
Ausnahme von OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d, verzeichneten weiterhin eine signifikant geringere

Anzahl an Trabekelkreuzungen im Vergleich mit SHAM (minus 11,4 % - 18,4 %).
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3 Ergebnisse

3.5.4 Anzahl der Trabekelkreuzungen absolut
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Abbildung 28: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) flr die Anzahl der
Trabekelkreuzungen absolut. a steht fiir signifikanten Unterschied bezogen auf die SHAM-Gruppe, c bezogen

auf SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d.

Abbildung 28 (Anhang Tabelle 17) dokumentiert eine signifkant kleinere Anzahl der
Trabekelkreuzungen bei unbehandelten OVX-Tieren als bei ovarintakten Tieren der Gruppe
SHAM. Die PTH-Gabe bewirkte bei den OVX-Gruppen eine geringe Steigerung der
Trabekelkreuzungen (0,8 % - 6,2 %), wobei das Signifikanzniveau jeweils nicht erreicht wurde
und sich der deutlichste Effekt in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35 d zeigte. In der
ovarintakten SHAM-Gruppe bewirkte die PTH-Gabe keine Anzahlvermehrung der

Trabekelkreuzungen.
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3.5.5 Miittlere Trabekeldicke
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Abbildung 29: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir die
Bestimmung der mittleren Trabekeldicke. a zeigt signifikanten Unterschied gegeniiber SHAM, b gegeniber

OVX, c gegeniliber SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d, d gegeniiber OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d.

Abbildung 29 (Anhang Tabelle 18) zeigt, dass alle Gruppen, die einer PTH-Gabe unterzogen
wurden einen signifikanten Zuwachs an Trabekeldicke im Vergleich mit ihrer jeweiligen,
unbehandelten Kontrollgruppe SHAM beziehungsweise OVX aufwiesen. Der deutlichste
Effekt von PTH konnte in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d dokumentiert werden. Hier
Ubertrafen die Werte die ovargesunde Kontrollgruppe (SHAM) um 11 % und die
ovariektomierte Gruppe (OVX) um 23,7 %. Auch die anderen gespritzten OVX-Tiere
steigerten die Trabekeldicke im Vergleich mit der OVX-Kontrollgruppe signifikant, namlich

um 11 % - 14 %, und wiesen vergleichbare Werte wie die ovarintakten SHAM-Tieren auf.
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3.5.6 Trabekelflache absolut
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Abbildung 30: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 < n < 13) fir die
Trabekelflache absolut. b bezeichnet Signifikanz gegenliber OVX.

Bei der Bestimmung der absoluten Trabekelflache in Abbildung 30 (Anhang Tabelle 19)
wurden gering kleinere Werte bei ovariektomierten, PTH-gespritzten Tieren verglichem mit
der ovariektomierten Kontrollgruppe OVX (minus 4,5 % - 9 %) dokumentiert. Auch zeigten
sich kleinere Werte bei PTH-gespritzten, ovarintakten Tieren (SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d)
verglichen mit der Kontrollgruppe SHAM, wobei die PTH-Gabe eine Verringerung der oben
genannten Flache um 8 % bewirkte. Das Signifikanzniveau wurde beim Vergleich der
Ergebnisse der Gruppe SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d mit denen der ovariektomierten Gruppe

OVX erreicht, wobei die SHAM-Gruppe ca. 18% kleinere Werte verzeichnete.
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3.5.7 Knochenflache der Trabekel absolut
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Abbildung 31: Mittelwerte und Standardabweichungen der jeweiligen Gruppen (10 £ n < 13) fur die
Bestimmung der Knochenflache der Trabekel absolut. b zeigt Signifikanz gegenliber der Gruppe OVX.

Es konnte in Abbildung 31 (Anhang Tabelle 20) ein Zuwachs der Knochenflache der
detektierten Trabekel bei allen OVX-Gruppen, die mit PTH behandelt wurden, verzeichnet
werden. Den deutlichsten Effekt von PTH zeigten hierbei die Gruppen OVX PTH 5 x/w
7.-35.d und OVX PTH 5 x/w 14. - 35.d (23,2 % und 17,2 % Zuwachs) im Vergleich mit OVX,
wobei das Signifikanzniveau erreicht wurde. Einen geringeren Zuwachs (10 % - 12,2 %)
erreichten die anderen gespritzten Gruppen der ovariektomierten Tiere.

In der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d konnten im Vergleich mit ovarintakten Tieren der
Gruppe SHAM anndhernd gleiche Werte erzielt werden (plus 1 %). Beim Vergleich der
Ergebnisse von gespritzten und ungespritzten SHAM-Gruppen wurde kein PTH-Effekt

dokumentiert.

61



3 Ergebnisse

3.5.8 Miittlere Trabekelldnge
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Abbildung 32: Mittelwerte und Standardabweichungen (10 < n < 13) fiur die mittlere Trabekellange. a stellt

Signifikanz gegentiber SHAM, b gegeniiber OVX und c gegenliiber SHAM PTH 5x/w 7. - 35. d dar.

Bei der Auswertung der mittleren Trabekellange in Abbildung 32 (Anhang Tabelle 21) zeigten
alle OVX-Gruppen, unabhidngig von einer PTH-Gabe, signifikant langere Trabekel im
Vergleich mit beiden SHAM-Gruppen. Eine PTH-Gabe bewirkte beim Vergleich der beiden
SHAM-Gruppen keinen wesentlichen Unterschied, wobei die Gruppe SHAM PTH 5x/w 7. - 35.
d um ca. 2 % kleinere Werte verzeichnete. Beim Vergleich der gespritzten OVX-Tiere mit der
Kontrollgruppe (OVX) wurden in allen OVX-Gruppen unter PTH-Therapie kiirzere Trabekel
gemessen und desweiteren Unterschiede zwischen den PTH-Spritzintervallen verzeichnet.
Ein signifikanter Effekt der PTH-Gabe zeigte sich in der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d. und
in beiden ab Tag 14 gespritzten Gruppen anhand kleinerer Trabekellangen verglichem mit
OVX (5,9 %, beziehungsweise 5,2 % und 4,6 % kirzer). Eine geringere Wirkung wurde auch
bei den Ubrigen OVX-Gruppen erzielt, wobei das Signifikanzniveau im Vergleich mit der OVX-

Gruppe nicht erreicht wurde.
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4 Diskussion

Eine vollstandige Heilung der Osteoporose ist bislang noch nicht moglich, jedoch ist eine
effektive Therapie in der Lage, osteopeniebedingte Frakturen und somit Kosten fir das
Gesundheitssystem zu reduzieren sowie die Lebensqualitdt der betroffenen Patienten zu
verbessern (Lips und van Schoor 2005; Silverman 2005). Deshalb ist es essentiell, dass neue
Behandlungsmethoden Einzug in die Klinik halten.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Effektivitat einer PTH (1-34)-Gabe (Teriparatid) in
unterschiedlichen Verabreichungsintervallen am etablierten Model der ovariektomierten
Ratte (Bagi et al. 1997) nachzuvollziehen. Die Lendenwirbelkérper wurden im Bezug auf die
BMD, organische und anorganische Masse, das Wirbelkdrpergewicht, Spongiosaparameter,
Kortikalisparameter und Stabilitatseigenschaften untersucht.

Nicht nur an Wirbelkérpern wurden die Knochen ab- und aufbauenden Prozesse in dieser
Versuchsreihe untersucht. Auch die Femora und Tibiae der Versuchstiere waren Gegenstand

anderer Arbeiten (Komrakova et al. 2010; Tezval et al. 2011).

Die biomechanischen Eigenschaften und die Mikroarchitektur der LWK wurden nach PTH-
Gabe in Bezug auf trabekulare und kortikale Veranderungen analysiert.

Die deutlichste knochenanabole PTH-Wirkung zeigte sich bei der Auswertung der
Spongiosaparameter, was auch mit mehreren anderen Studien korreliert (Lindsay et al.
2007; Dempster 2001).

Vor allem konnte eine signifikante Zunahme der Trabekeldicke, -dichte und Trabekelver-
netzungen verzeichnet werden. Diese Veranderungen der Wirbelkdrperspongiosa ver-
besserten die biomechanische Widerstandsfahigkeit der PTH-therapierten Wirbelkdrper
signifikant (siehe auch Erren 2008; Sehmisch et al. 2009b).

Die Tatsache, dass PTH vor allem die Mikroarchitektur der Spongiosa beeinflusst, ist seit
mehreren Jahren erwiesen und Grundlage vieler Forschungsarbeiten (z.B. Tsuchida et al.
2001). Dies konnten verschiedene Untersuchungen anhand der mechanischen Belastbarkeit
von Knochenzylindern aus Rattenwirbelkdrpern und nach zylindrischer Einformung von LWK

anhand von Kompressionstests (Ejersted et al. 1995; Shahnazari et al. 2011) belegen.
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Mittlerweile wurde diese Wirkung auch am menschlichen Skelett belegt, wobei in Europa
das therapeutisch genutzte Teriparatid (fragmentiertes PTH 1-34; Forsteo ®) untersucht
wurde und sein Potential am Wiederaufbau der Trabekelstruktur im Vordergrund stand
(Greenspan et al. 2007; Neer et al. 2001). Bei der sogenannten Forsteo-Studie aus dem Jahr
2012 profitierten die behandelten Patienten signifikant von einer PTH-Therapie in Bezug auf
reduzierte Frakturraten bei Wirbelkorper- und Beckenfrakturen sowie gelenknahen
Frakturen. Auch unsere Arbeit konnte eine signifikante Stabilitatsverbesserung bei

Wirbelkdrpern unter der Gabe von Teriparatid verzeichnen.

Zusatzlich muss davon ausgegangen werden, dass auch der weniger ausgepragte PTH-
Einfluss auf den Knochenzuwachs der Kortikalis mafigeblich an einer verbesserten
Wirbelkorperstabilitat bei menschlichem Knochen beteiligt ist.

Dass sich ein Effekt auf kortikales Wachstum einstellt, zeigten die in dieser Arbeit
gewonnenen Daten anhand signifikanter Unterschiede bei den Kortikalisparametern
therapierter und nicht therapierter Tiere. Die Wirksamkeit auf diese Baueinheit des
Knochens unter PTH-Therapie verursachte eine Zunahme der kortikalen Knochendichte und
der Kortikalisdicke. Vergleicht man die Ergebnisse mit einer methodisch dhnlich aufgebauten
Arbeit von Matthias Erren an Rattenwirbelkérpern, zeigt sich diesbeziglich ein
reproduzierbarer Effekt (Erren 2008). Hier zeigte sich unter PTH-Anwendung verglichen mit
der unbehandelten Vergleichsgruppe und anders therapierten Gruppen (mittels Ostrogen,
Raloxifen, Phytohormonen) eine signifikante Zunahme der kortikalen Knochendicke.

Ein weiterer reproduzierbarer interessanter Zusammenhang zeigte sich zwischen
Kortikalisparametern und der endostalen Flache der LWK. Eine Verkleinerung der endostalen
Flache bei therapierten Tieren korrelierte mit gleichzeitig groBeren Kortikalisdicken. Dies
wurde auch bei anderen Versuchsreihen an LWK, Tibiae und Femora der osteopenen Ratte
aufgezeigt (Sehmisch et al. 2009b und Tezval et al. 2011). Die vorwiegend endostal
stattfindenden kortikalen Wachstumsvorgange verkleinerten die endostale Flache somit
durch eine Dickezunahme der Kortikalis nach ,innen”. Kortikales Wachstum unter PTH-
Therapie korrelierte folglich nicht mit einer Volumenzunahme der Wirbelkérper (Erren

2008).
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Dass die kortikalen Veranderungen neben Spongiosaveranderungen bei der Erkrankung
Osteoporose ein nicht zu vernachlassigender Faktor zur Erhaltung der Frakturresistenz sind,
zeigten unter anderem eine Dissertation von August (2012) und eine Arbeit von Sggaard
(1991) bei Untersuchungen von Rattentibiae und Rattenfemora. Auch eine Arbeit von
Mather et al. (2013) zeigte, dass die Kortikalisbeschaffenheit eine Aussage liber eine
moglicherweise vorliegende Osteoporose ermdoglicht. So erwies sich die Ausmessung der
Kortikalisdicke des menschlichen Humerus anhand konventioneller Rontgenbilder mit einem
negativ pradiktiven Wert von 95% als gleichwertig zuverldssige Diagnosemoglichkeit der
Osteopenie im Vergleich mit herkdmmlichen Methoden der Knochendichtemessung z.B. der
DXA (dual energy X-ray absorptiometry). Dass die Beschaffenheit der Kortikalis im
Umkehrschluss betrachtlich zur Stabilitdt von Knochen beitrdgt, wurde in mehreren
Untersuchungen aufgezeigt (Fox et al. 2006; Wronski und Yen 1994). Eine
Stabilitatssteigerung von langen Réhrenknochen durch verbesserte Kortikalisparameter bei
Ratten wurde in mehreren Versuchsreihen an Rattentibiae (z.B. August 2012; Sehmisch et al.
2009b) und Untersuchungen an Rattenfemora (Sggaard et al. 1991) belegt. Eine klinische
Studie der Arbeitsgruppe Chevalley et al. (2013) konnte diesen Zusammenhang zwischen
Kortikalisdicke und Knochenstabilitdt in ihrer Untersuchung an distalen Radiusfrakturen
beim Menschen beobachten. Hohere Frakturrisiken korrelierten in dieser Untersuchung mit
niedrigen Kortikalisdicken.

Die Moglichkeit mit einer PTH-Therapie eine Verbesserung der trabekuldren
Mikroarchitektur und der Kortikalis zu erzielen, bietet somit eine gleichzeitige
Therapieoption von osteopenen, vorwiegend spongits aufgebauten Wirbelkérpern und von
Rohrenknochen der Extremitdten, welche sich durch einen hoheren kortikalen

Knochenanteil auszeichnen (Sehmisch et al. 2009b; Mashiba et al. 2001).

Als weiterer Analyseparameter zur Bewertung der PTH-Wirkung diente der prozentuale
Anteil organischer und anorganischer Masse des Ausgangsgewichtes der Wirbelkorper.

Hier zeigten sich deutlich niedrigere Werte der anorganischen Masse bei OVX-Tieren (OVX).
im Vergleich mit den tbrigen Gruppen. Umgekehrt wurde ein signifikant gréRerer Anteil der
organischen Masse bei den LWK der OVX-Kontrollgruppe im Gruppenvergleich

dokumentiert.
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Diese Ergebnisse geben Auskunft Uber die signifikante Zunahme ossarer Strukturen der
jeweiligen LWK unter PTH-Gabe, was sich auch anhand der gesteigerten Werte der
Knochenflache der Trabekel und der Kortikalisparameter nachvollziehen lasst,

Zudem spiegeln sie den Verlust von Trabekel- und Kortikalisstrukturen sowie eine
zunehmende Verfettung des Knochenmarkes der nicht gespritzten Tiere wider.

Dass eine zunehmende organische Masse bzw. abnehmende anorganische Masse mit
abnehmenden Stabilitatseigenschaften zusammenhangt, konnte anhand der OVX-
Kontrollgruppe gezeigt werden. Diese erreichten die hochsten Werte fir die organische
Masse pro LWK, blieben bei der Analyse der Stabilitatseigenschaften aber hinter allen

Gruppen zurlick.

Dieser kombinierte Umbau aus Abnahme ossarer Strukturen und zunehmender Verfettung
des Knochenmarkraumes ist typischerweise mit dem Krankheitsbild der Osteoporose
vergesellschaftet und wurde bereits in anderen Studien beschrieben (Yeung et al. 2005) Da
eine Verfettung des Knochenmarkes mit fortschreitender Osteopenie zunimmt (Tang et al.
2010), konnte die bildgebende Diagnostik der Osteoporose zukiinftig auch durch die MRT-
Diagnostik bereichert oder ersetzt werden. Somit kdnnte wiederum ein Riickgang des
Gebrauches ionisierender Strahlen in der Medizin erreicht werden. In MRT-Studien konnten
diese Erkenntnisse weiter erforscht werden und zum Beispiel eine Pravalenz fiir LWK-
Frakturen bei zunehmender Verfettung des Knochenmarkes bei Trabekelverlust
dokumentiert werden (Schwartz et al. 2013), sodass mittlerweile geeignete Verfahren zur

Osteoporosediagnostik mittels MRT zur Verfligung stehen (Link et al. 2002).

Neben organischer und anorganischer Masse gibt auch die sogenannte mineralisierte
Knochendichte (BMD) Aufschluss Gber den Osteoporosegrad oder die Auswirkung einer PTH-
Gabe auf ossare Strukturen. Das Signifikanzniveau konnte in Bezug auf die BMD in unserer
Arbeit nicht erreicht werden, jedoch zeigten die zuvor ermittelten Wirbelkdrpergewichte vor
und nach Veraschung signifikant hohere Werte der PTH-Tiere im Vergleich mit den
Kontrollgruppen OVX und SHAM.

Die Steigerung der BMD unter PTH-Therapie gilt mittlerweile als erwiesen und wurde in

vielen anderen Arbeiten mit osteopenen Ratten, Kaninchen oder Affen belegt (Aleksyniene
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2009, Jerome 2001), wobei dort meist auf andere, vornehmlich bildgebende Verfahren zur
Ermittlung der BMD zuriickgegriffen wurden. Zum Beispiel kamen hierbei die pQCT (Fox et
al. 2006 und 2008) und die DXA (Banu und Kalu 2002) zum Einsatz. Diese stellen im Vergleich
mit der in unserer Arbeit angewandten Methode der Volumenbestimmung (vor allem dem
manuellen Bestimmen der Wirbelkérpermale zur Errechnung der Volumina) wahrscheinlich

die praziseren Methoden zur Bestimmung der BMD dar.

Gegenstand kontroverser Diskussionen ist die Frage, ob Ubergewicht die BMD positiv
beeinflussen kann (Cao 2011).

Ein positiver Zusammenhang zwischen héheren BMI-Werten und BMD wurde zum Beispiel
bei Untersuchungen von Felson et al. (1993) vermutet, welche gewichtstragende Knochen
postmenopausaler Frauen analysierten. Dies wurde unter anderem auf die erhohte
mechanische Belastung bei zunehmendem Korpergewicht zuriickgefihrt. Eine andere Studie
(Harris et al. 1992) konnte einen positiven Zusammenhang bei marginal Gbergewichtigen
Frauen zwischen Serum-Ostrogen und der BMD des Schenkelhalses dokumentieren.
Interessanterweise konnte diese Beobachtung in der gleichen Arbeit im Bezug auf starker
Ubergewichtige Frauen nicht gemacht werden.

Auch unsere Ergebnisse lassen keinen positiven Einfluss von hohem Koérpergewicht auf
ossare Strukturen oder die Stabilitatseigenschaften der Wirbelkdrper vermuten. Die
hochsten Korpergewichte wurden bei den OVX- Tieren verzeichnet, wobei ab der 2.Woche
nach Ovariektomie das Signifikanzniveau im Bezug auf das Korpergewicht erreicht wurde.
Ein signifikanter Vorteil der schwereren Tiere bezogen auf eine Zunahme oder den Erhalt
ossarer Strukturen zeigte sich nicht, was beispielsweise durch den Verlust trabekuldrer und
kortikaler Strukturen in der unbehandelten OVX-Kontrollgruppe gezeigt werden konnte.
Somit wurden die oben genannten Thesen durch unsere Ergebnisse zum Teil wiederlegt.
Auch andere Arbeiten konnten einen Negativeinfluss hoher BMI-Werte auf die BMD oder
einen fehlenden positiven Einfluss dokumentieren. So wurde bei Ubergewichtigen Frauen
eine verminderte Stabilitat der Knochen und héhere Porositat der Kortikalis beobachtet
(Cohen et al. 2013). Zusatzlich zeigte diese Untersuchung eine negative Auswirkung von
hohem Bauchfettanteil und hohem BMF (bone marrow fat) auf die BMD. Urséachlich fiir den

Stabilitatsverlust scheint vor allem eine zunehmende Verfettung des Knochenmarkes zu sein
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(Sheu und Cauley 2011). Ubereinstimmend zeigte sich dieser Zusammenhang bei den Tieren
mit hohem Anteil organischer Masse und reduzierten Stabilitatseigenschaften der nicht
gespritzten OVX- Tiere. Auch Schwartz et al. (2013) konnten bezogen auf diese Fragestellung
zeigen, dass eine zunehmende BMF gleichzeitig mit einer Abnahme der trabekularen/

kortikalen Strukturen und einem zunehmenden Frakturrisiko bei Wirbelkérpern einhergeht.

Die Bestimmung der Korpergewichte im Versuchsverlauf diente in unserer Arbeit
vorwiegend zur Dokumentation des Gesundheitsstatus der Versuchstiere. Da es bei Ratten
nach Ovariektomie typischerweise zu einer Gewichtszunahme kommt (siehe auch
Wegorzewska et al. 2008), wurden die signifikant hoheren Gewichte der OVX-Gruppen
verglichen mit den SHAM-Gruppen ab der 2. Versuchswoche auch zur indirekten

Erfolgskontrolle der stattgehabten Ovariektomie herangezogen.

Neben der Analyse der oben genannten Parameter sollte in dieser Arbeit im Speziellen auch
die Effektivitat verschiedener Spritzintervalle untersucht werden. Da bei einer Therapie mit
Teriparatid hohe Kosten verbunden sind (Deutsches Arzteblatt 2007), ist es aus
wirtschaftlicher Sicht wichtig den effektivsten Spritzintervall bzw. die kleinste wirksame
Dosis zu ermitteln. Vergleicht man die Tagestherapiekosten von Teriparatid mit der von
Bisphosphonaten (20,28 €/ Tag mit 0,56 €-1,70 €/ Tag), so ist die Anwendung von Teriparatid
mit ca. 35-fach hoheren Kosten aus dkonomischer Sicht kaum zur rechtfertigen. Hieraus
resultiert unter anderem die aktuelle Empfehlung Teriparatid als Reservetherapie bei
Versagen der herkdmmlichen Medikamente (zum Beispiel SERMs oder Bisphosphonate)
anzuwenden. Eine weitere Empfehlung fiir Teriparatid bezieht sich derzeit auf die Therapie
der glukokortikoidinduzierten Osteopenie, bei welcher Teriparatid gegeniber einer Therapie

mit Bisphosphonaten (iberlegen zeigte (Deutsches Arzteblatt 2010; Hodsman et al. 2006).

Neben o6konomischen Faktoren geben auch gesundheitliche Risiken bisher Anlass zur
zeitlichen Anwendungsbeschrankung von Teriparatid. Gegenstand der Diskussion ist hier
beispielsweise ein fraglicher Zusammenhang zwischen PTH-Gabe und dem Auftreten von
Osteosarkomen beim Menschen. Dieser konnte mittlerweile in Langzeituntersuchungen an

Ratten bei einer liber 2 Jahre andauernden PTH-Therapie gezeigt werden. In dieser Studie
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traten bei ca. 53 % der Versuchstiere Osteosarkome auf (Vahle et al. 2002). Diese
Ergebnisse, die im Rattenversuchsmodell erhoben wurden, lassen sich jedoch nicht direkt
auf eine Anwendung am Menschen (bertragen. Die Therapiedauer von 2 Jahren
entsprechen bei Ratten ca. 70 % - 80 % der gesamten Lebenszeit, wahrend diese Zeitspanne
umgerechnet auf ein Menschenleben nur ca. 2 % - 3 % der Lebenszeit entsprechen. Ebenso
Ubersteigt die bei Rattenversuchen angewandte Dosis die beim Menschen zugelassene
Dosierung zum Teil um bis zu ein 58-faches (Capriani et al. 2012).

Bei mittlerweile drei dokumentierten Osteosarkom-Neudiagnosen unter laufender PTH-
Behandlung (Elraiyah et al. 2015), konnte bisher kein Kausalzusammenhang zwischen der
stattgehabten Therapie und dem Auftreten eines Osteosarkoms beim Menschen belegt
werden. Da dieser bislang noch nicht endgiiltig erforscht ist und Langzeitergebnisse beim
Menschen fehlen, sind die erhobenen Daten im Tierversuch bisher ein Anlass fir die
Anwendungsbeschrankung von Teriparatid auf maximal 24 Monate. Auch werden
sogenannte Risikopatienten (z.B. Patienten mit M. Paget, Patienten nach Radiatio und
Kinder) unter anderem auf Grund des fraglich gesteigerten Osteosarkomrisikos von einer

PTH-Therapie ausgeschlossen (Hodsman et al. 2006).

Bei der Betrachtung unterschiedlicher PTH-Intervalle im vorliegenden Versuch zeigte sich bei
den meisten Gruppen bei kiirzerer und seltenerer Anwendung ein geringerer Effekt der PTH-
Therapie. Langer und kontinuierlich behandelte Tiere (z.B. PTH 5 x/w 7. - 35. d) zeigten im
Gruppenvergleich eine deutliche Verbesserung der Wirbelkorperstabilitdit sowie der
Kortikalis- und Spongiosaeigenschaften, wahrend Gruppen, die ab der 2. Woche behandelt
wurden etwas hinter den Ergebnissen der oben genannten Tiere zuriickblieben. Dies wurde
auch in anderen Arbeiten sowohl flr kortikales als auch fiir spongidses Wachstum
beobachtet. So zeigten Mosekilde et al. (1997) in einer Arbeit mit Lang- und
Kurzzeitanwendungen (PTH-Anwendung von 2 Wochen im Vergleich mit 12 Wochen) einen
Vorteil der Langzeittiere im Bezug auf eine Zunahme der Kortikalisdicke. Sehmisch et al.
(2009b) und Greenspan et al. (2007) zeigten unter anderem einer Verbesserung der
Spongiosastruktur bei Untersuchungen an Ratten unter einer PTH-Langzeittherpie.

Eine Kontinuitatsunterbrechung der Therapie an jedem 2. Tag wirkte sich tendenziell negativ
auf die gemessenen Knochenparameter und die Frakturresistenz aus. Jedoch konnte auch

bei diesen Tieren ein signifikanter kortikaler und spongioser Knochenzuwachs verglichen mit
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der nicht behandelten OVX-Kontrollgruppe verzeichnet werden. Bei nachgewiesener
Wirksamkeit von PTH in dieser Gruppe zeigte sich jedoch keinen signifikanter Vorteil im
Bruchtest verglichen mit den anderen PTH-Tieren. Jedoch kénnten derartige, deeskalierte
Anwendungsintervalle beim Menschen eine Option zur Dosis- und Kostenreduktion
darstellen oder eine risikoarme Verdoppelung der Therapiedauer von bisher 24 Monate auf
beispielsweise 48 Monate ermoglichen.

Die regelmaRigste Anwendung von Teriparatid wie bei den OVX-Tieren (OVX PZH 5 x/w
7.-35.d) erwies sich in dieser Arbeit, wie auch in vorangegangen Studien als wirkungsvollste
Therapieoption. Es ist jedoch anzunehmen, dass auch eine weniger intensive Therapie trotz
geringer ausgepragtem Knochenzuwachs eine noch ausreichende Wirkung bei der Fraktur-

prophylaxe erzielen kdnnte.

Eine weitere interessante Beobachtung zeigte sich bei den ab Tag 14 gespritzten Tieren. Da
das bone remodeling anderen Arbeiten zufolge in diesem Zeitraum bei der Frakturheilung
den Hohepunkt erreicht (siehe August 2012), sollten auch Veranderungen der LWK in der
Phase nach Tibiaosteotomie untersucht werden. Interessanterweise erreichten die
Wirbelkorper der Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d nur marginal kleinere Werte beziglich
Maximalkraft verglichen mit gespritzten Tieren der Gruppe OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d. Auch im
Bezug auf die Dichte der Trabekelkreuzungen und der absoluten Knochenflache der Trabekel
zeigte sich hier im Gruppenvergleich der OVX-Tiere unter PTH-Therapie ein geringer Vorteil
der Gruppe OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d.

Dies bekraftigt die Vermutung, dass Reparaturmechanismen an einem bestimmten
Frakturareal (zum Beispiel der Extremitdten) auch systemische Vorgange auslosen und sich
auch auf das gesamte Skelettsystem eines Organismus auswirken. Dies beobachteten bereits
Millett et al. (1996) in einer Untersuchung an nicht operierten Femora, deren Gegenseite
mittels Marknagel versorgt wurde. Bei dieser Arbeit wurden gesteigerte BMD-Werte bei der
Analyse der gesunden Oberschenkelknochen verzeichnet. Es wird angenommen, dass aus
dem Frakturspalt ausgeschiittete Zytokine eine Zunahme des bone remodeling an multiplen
Orten des Skelettsystems bewirken, was in unserer Arbeit moglichweise durch die PTH-Gabe

potenziert wurde. Somit ist die ebenfalls signifikant verbesserte Stabilitdt bei den ab dem
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14. Tag gespritzten Tieren moglicherweise auch Folge dieser systemischen Reaktion auf die
stattgehabte Tibiaosteotomie der Versuchstiere.

Um (ber diese Zusammenhange genaue Aussagen zu treffen zu kdnnen und um beurteilen
zu kénnen, ob moglicherweise auch groRere Spritzabstande eine ausreichende Reduktion
von Frakturraten erzielen konnen, sind in Zukunft weitere Untersuchungen dieser

Fragestellung nétig.

4.1 Perspektiven der PTH-Therapie

Da die osteoanabole Wirkung eines Medikamentes einen Schlisselprozess der
Osteoporosebehandlung darstellt, und aufRer durch PTH (1-34) auch durch neue Substanzen
(z. B. Calcilytika, Inhibitoren des Wnt-Antagonisten, Sclerostin Antikdrper oder Dickkopf-1
Antikorper) bewirkt werden kann (Rachner et al. 2011), ist anzunehmen, dass zukiinftig
modernere Wirkstoffe Einzug in die Klinik halten, die ebenfalls in diese Regelkreisldaufe
eingreifen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll die PTH-Wirkung weiter zu untersuchen, um die
Indikationen dieses bislang gut vertraglichen Wirkstoffes (Deutsches Arzteblatt 2010)

auszuweiten.

Die Tatsache, dass PTH (1-34) seine osteoanabole Wirkung unabhingig von Ostrogenmangel
entfaltet, zeigt, dass PTH losgekoppelt von korpereigenen hormonellen Regelkreisldufen
anabole Prozesse auch an nicht-osteopenem Knochen ausldst (siehe auch Komrakova et al.
2010, Chandra et al. 2013). Dieses Potential konnte somit bei primar nicht an Osteopenie
leidenden Patienten ausgenutzt werden.

Die Anwendung bei Tumorpatienten vor oder wahrend einer Bestrahlungstherapie kénnte
eine derartige Perspektive darstellen. Untersuchungen dieser Fragestellung zeigten in
tierexperimentellen Versuchen eine PTH-vermittelte Stammzellprotektion wahrend einer
Bestrahlungstherapie (Chandra et al. 2013). Eine Pravention der strahleninduzierten
Osteopenie konnte somit ermoglicht werden. Auch konnte Teriparatid durch o.g.

Eigenschaften der sekunddren Entstehung von Knochentumoren nach einer
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Bestrahlungstherapie entgegenwirken. Dies stiinde im Gegensatz zu der bisher
vorherrschenden Meinung, dass PTH vor oder nach Bestrahlungstherapie das
Osteosarkomrisiko erhéhen kénnte.

Eine weitere Option kdnnte der regelmaRige praventive Einsatz bei der Fraktur- und
Osteoporosepravention vor dem Beginn einer Glukokortikoidtherapie oder als
Begleittherapie derselben darstellen (Lane et al. 2000). So empfehlen Hodsman et al. (2006)
den Teriparatideinsatz bei einer glukokortikoidinduzierten Osteopenie aufbauend auf einer
kanadischen Studie. PTH erwies sich in dieser Untersuchung im Vergleich mit antiresorptiven
Substanzen als wirksamere Therapie.

Neben der Therapie der Osteopenie ist der Einsatz von PTH (1 - 34) in der Orthopéadie und
Unfallchirurgie vielversprechend. Anhand mehrerer Arbeiten konnte ein positiver Effekt auf
den Heilungsprozess von Frakturen und den klinischen Verlauf endoprothetischer Eingriffe
dokumentiert werden. Bei der konservativen Frakturheilung erwies sich eine begleitende
PTH-Gabe als heilungsfordernd. Dies zeigte zum Beispiel eine Untersuchung von
osteopeniebedingten Beckenfrakturen bei postmenopausalen Frauen, in welcher deutlich
kiirzere Heilungszeiten in der Patientengruppe mit begleitender PTH-Therapie verzeichnet
wurden als bei dem nicht substituierten Kontrollkollektiv (Peichel et al. 2011).

Auch das Problem der verzogerten Frakturheilung wurde in mehreren Case-Reports unter
PTH-Gabe untersucht, und es konnte eine Beschleunigung der Frakturheilung und bessere
Konsolidierungsraten unter PTH-Therapie verzeichnet werden (Oteo-Alvaro und Moreno
2010).

Es ist somit anzunehmen, dass die konservative Frakturheilung durch eine PTH-Gabe in
vielen Fallen profitieren konnte. Bisher zumeist osteosynthetisch versorgte Frakturen
konnten der konservativen Frakturheilung zugefiihrt werden. Vielversprechende Ergebnisse
zeigten diesbeziiglich bereits bei Resmini und Jolascon (2007) bei der konservativen Therapie
der Humerusschaftfraktur, in welcher erfolgreiche kndcherne Durchbauungsraten unter
begleitender Teriparatidgabe verzeichnet wurden. Auch bei Aspenberg et al. (2010) konnte
dieser positive Effekt bei distalen Radiusfrakturen von postmenopausalen Frauen bestatigt
werden.

Aber auch im Rahmen einer Begleittherapie bei osteosynthetischer Frakturversorgung

(Andreassen et al. 1999) und im Fachgebiet der Endoprothetik (Daugaard et al. 2011)
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bewirkte PTH einen positiven Einfluss im Sinne schnellerer Frakturheilung und friiherer

knoécherner Durchbauung des postoperativen periprothetischen Spaltes.

Neben oben erwahnten Optionen der PTH-Monotherapie zeigen klinische
Kombinationsstudien mit anderen Wirkstoffen, dass der Effekt von PTH potenzierbar ist. Im
Vergleich zur Monotherapie mit PTH/Teriparatid konnte die Knochendichte bei zusatzlicher
Gabe von Denosumab oder durch eine anschlieBende Gabe von Bisphosphonaten weiter
gesteigert werden. Diese Ergebnisse zeigten sich bislang bei Untersuchungen der BMD des
Beckenskeletts und des proximalen Femur. Fir die Knochendichte von Wirbelkérpern konnte

in diesen Untersuchungen bisher keine Steigerung verzeichnet werden (Cosman 2014).

Die hier diskutierten Einsatz- und Kombinationsmoglichkeiten zeigen das breite
Therapiepotential von PTH bzw. Teriparatid.

Aus diesem Grund sind sowohl auf dem Gebiet der Osteoporoseforschung als auch auf dem
Gebiet der Prothetik und Unfallchirurgie weitere Studien notig, um die hier greifenden
Regulationsmechanismen genauer zu verstehen und das therapeutische Potential vollstandig

und 6konomisch sinnvoll auszuschopfen.
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5 Zusammenfassung

Die  Wirbelkorperfraktur ist eine der haufigsten  Frakturlokalisationen  bei
osteoporosekranken Menschen.

Aus diesem Grund sollte an Lendenwirbelkdrpern die osteopenen Veranderungen der
ovariektomierten Ratte untersucht werden. Des Weiteren sollte die Wirkung einer
Teriparatid-Gabe (PTH (1-34)) und ihr Effekt bei unterschiedlichen Spritzintervallen

untersucht werden.

In vorliegender Arbeit wurde mit weiblichen Ratten gearbeitet, bei denen durch
Ovariektomie eine Osteoporose der Lendenwirbelkdrper induziert wurde. Um Aussagen
Uber diesen Knochen zu machen, wurde mit vollstandigen Lendenwirbelkérpern der Ratte
gearbeitet und diese als Ganzes einem etablierten Kompressionstest unterzogen. Andere
Lendenwirbel wurden mittels Veraschung, Gewichts- und Volumenbestimmung sowie

mikroradiographischer und biomechanischer Auswertung auf ihre Eigenschaften untersucht.

Die Tiere wurden vor Beginn der PTH-Therapie in sieben Gruppen eingeteilt. Die
Kontrollgruppe fiir die nicht-ovariektomierten Tiere wurde als SHAM und die Kontrollgruppe

fur die ovariektomierten Tiere als OVX bezeichnet.

Die Gruppen, die mit PTH (1-34) behandelt wurden, erhielten ,PTH” als zusatzliche

Gruppenbezeichnung und wurden in unterschiedlichen Intervallen gespritzt.

So standen folgende Gruppen zur Versuchsdurchfiihrung zur Verfligung:

SHAM

SHAM PTH 7. - 35.Tag 5 x pro Woche (SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d).
OvX

OVX PTH 7. - 35.Tag 5 x pro Woche (OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d).

OVX PTH 14. - 28. Tag 5 x pro Woche (OVX PTH 5 x/w 14. - 28. d).
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OVX PTH 7. - 35. Tag 5 x pro Woche (OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d).

OVX PTH an jedem zweiten Tag 7. - 35. Tag (OVX PTH qod 7. - 35. d).

Bei der Veraschung zeigten sich in den PTH-Gruppen héhere Wirbelkérpergewichte als in
den Kontrollgruppen SHAM und OVX vor und nach Veraschung. Auch konnte ein héherer
prozentualer Anteil anorganischer Knochenmasse der SHAM-Kontrollgruppe und aller PTH-

gespritzten Tiere, verglichen mit der OVX- Kontrollgruppen verzeichnet werden.

Es zeigte sich im Kompressionstest eine Steigerung der Knochenstabilitdt, die anhand
signifikanter Ergebnisse auf die Anwendung von PTH zurlickgefiihrt werden konnte. Hierbei

profitierten die Gruppen SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d, OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d und

OVX PTH 5 x/w 14. - 35. d am deutlichsten von der PTH-Therapie, gefolgt von den anderen

PTH-Gruppen.

Bei der mikroradiographischen Untersuchung wirkte sich PTH positiv auf die Kortikalisdicke

und den kortikalen Knochenanteil aus. Bei den Gruppen SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d,

OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d wurde der groRte Effekt von PTH aufgezeigt, wobei auch bei den

Ubrigen OVX- Gruppen die osteoanabole Wirkung von PTH nachgewiesen werden konnte.

Auch die Trabekelparameter wurden signifikant durch die Anwendung von PTH beeinflusst.
Es zeigte sich eine Zunahme an Trabekelkreuzungen, der Trabekeldicke und der trabekuldren
Knochenflache nach PTH-Therapie, wobei dies am deutlichsten in den Ergebnissen der
Gruppen SHAM PTH 5 x/w 7. - 35. d und OVX PTH 5 x/w 7. - 35. d beobachtet werden

konnte.

PTH erwies in dieser Arbeit somit als potentes Mittel, um die Stabilitat und Struktur von

Kortikalis und Spongiosa des osteopenen Knochens signifikant zu verbessern.

Bei zusammenfassender Betrachtung zeigte sich das Spritzintervall 5 x/w 7.- 35. d in den
Gruppen SHAM und OVX am erfolgreichsten. Dies lasst den Riickschluss zu, dass eine
hochdosierte friihzeitige Behandlung mit PTH die besten Ergebnisse hinsichtlich der

Knochenstabilitat erzielt.
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Jedoch zeigten sich auch andere PTH-Intervalle in signifikantem Mal3e wirkungsvoll, sodass
suffiziente PTH-Therapien moglicherweise durch eine weniger haufige Anwendung

kosteneffektiver und risikoarmer gestaltet werden kénnen.

Die Therapieoptionen scheinen mit der Behandlung der Osteoporose noch nicht
ausgeschopft zu sein, da sich vielversprechende Erfolge auf anderen Gebieten der Medizin
wie zum Beispiel in der Begleittherapie der konservativen und osteosynthetischen

Frakturbehandlung oder der Endoprothetik zeigten.

Ein potenzierbarer Effekt der anabolen PTH-Wirkung konnte in der Untersuchung von
Kombinationstherapien mit dem Antikérper Denosumab oder bei Anschlusstherapien mit
Bisphosphonaten erzielt werden. Eine Wirkverstarkung der bisher zugelassenen
Monotherapie durch oben genannte Substanzen ist somit moglich und kénnte je nach

Schweregrad der Erkrankung in individuellen Therapieplanen einen sinnvollen Einsatz finden.

Um mogliche synergistische Zusammenhadnge genauer zu verstehen und um das Potential
von PTH auch auf andere Gebiete der Medizin ausdehnen zu kénnen und 6konomisch
sinnvoll einzusetzen, sind weitere Untersuchungen dieser komplexen Stoffwechselvorgange

notig.
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Anhang

6.1 Ergebnistabellen

Tabelle 4: Mittelwerte (M), Standardabweichung (SD) und Stichprobenumfang (n) des
Gewichtsverlaufes (g) der Versuchstiere

a: signifikant gegentiber SHAM

c: signifikant gegentiber SHAM (PTH 5x/w 7.-35. d)

SHAM PTH OVX PTH | ovX OVX PTH OVX PTH
Woche SHAM 5 x/w oVvX 5x/w PTH god | 5x/w 5 x/w
7.-35d 7.-35d 7.-35d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
0 247 250 237 247 243 247 240
+3,54 +5,70 +27,55| £6,24 +5,44 +5,70 +1,35
1 247 250 254 260 258 264 255
+3,89 | +£18,38 +13,79 | £4,74 +11,38 | +£18,38 +13,01
2 253 263 288 289% 288 299%¢ 288%
+7,42 +33.01 +20,86 | £4,81 +17,61 +33,01 +24,47
3 247 260 312% 303°%* 311% 316 298%*
+6,15 +18,81 +14,58 | £5,78 +24,47 +18,81 +27,01
4 259 263 320% 317%¢ 320% 332% 316%¢
+3,54 | £19,80 +16,97 | £16,97 | £34,65 | +19,80 +27,58
5 261 271 325% 322% 325% 337% 324*
+0,71 | £26,16 +12,73 | £17,68 | £39,60 | +26,16 +31,82
6 264 275 330* 325% 326 338* 329%*
+0.92 | £22,63 +14,42 | £12,02 | £47,38 | +22,63 + 35,36
7 265 279 320% 329% 335%¢ 341°% 332°%¢
+0,92 + 20,65 +48,72 | £9,19 +54,52 + 20,65 +33,52
8 263 288 332* 330 335% 347% 339%*
+9,12 +55,79 +17,18 | £8,63 +47,38 +55,79 +25,24
9 264 284 317% 321°% 315% 326% 326%¢
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+11,53 | £22,77 +14,35| £11,95 | £50,42 | +£22,77 +21,43
10 263 281 315% 316% 326% 333% 324%
+22.07 | £19,37 +30,96 | £19,70 | £59,71 | £19,37 +21,94
11 266 280 322% 319% 327% 333% 328%*
+19,33 | £14,79 +25,20 | £22,25 | £59,44 | +£14,79 + 24,03
12 276 289 332°* 330° 329°* 344% 340%
+24,04 | £9,40 +26,80 | £27,29 | £53,44 | £9,40 + 25,03
13 274 288 341° 331° 34%¢ 346 340%
+27,86 | £21,57 +28,00 | £30,90 | £51,76 | £21,57 +17,96
Tabelle 5: Mittelwerte, Standardabweichung und  Stichprobenumfang der
Wirbelkdrpervolumina (mm?3)
SHAM PTH S;’: OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w qod 7.-35. d 5 x/w 5 x/w
7.-35.d 735 d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 60,81 56,63 52,90 62,53 59,13 53,66 53,01
SD | £28,90 +12,15 +7,37 | £13,16 +7,29 + 5,60 +9,44
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Tabelle 6: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der Gewichte vor
Veraschung (g)

a: signifikant gegentiber SHAM

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
god 7.-35.d
7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 |n=11 n=12 | n=13 n=12 n=12 n=11
M | 0,23 0,26° 0,25 0,27° 0,27° 0,25 0,26°
+0,0
SD | +£0,02 | £0,02 5 +0,03 +0,02 +0,02 +0,02

Tabelle 7: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang der Gewichte nach
Veraschung (g)

a: signifikant gegeniiber SHAM
b: signifikant gegentber OVX

SHAM OVX PTH OVX PTH | OVX PTH
SHAM P OVX 5 x/w OVX PTH 5 x/w 5 x/w
5 x/w g god 7.-35.d 1 i | 1428 d
2 35D 7.-35. -35. -28.
n=10 n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M 0,099 0,118 10,097 |[0,117*® |0,114® 0,111* ]0,111°
SD +0,005 | +0,009 | +0,009 | +0,011 | +0,012 +0,006 | 0,011
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Tabelle 8: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der mineralisierten

Knochendichte (mg/mm?3)

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVXPTH | OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w god 5 x/w 5 x/w
7.-3.5d 7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d | 14.-28.d
n=10 |n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 1,82 2,13 1,87 1,92 1,95 2,10 2,13
Sb| +0,48 | £0,30 +0,29 | +£0,29 +0,20 10,22 +0,31

Tabelle 9: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der organischen
Masse in Prozent an der Knochenmasse des Wirbelkérpers.

b: signifikant gegentber OVX

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
SHAM | 5 x/w oVvX 5 x/w god 5 x/w 5 x/w
7.-35.d 7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 | n=13 n=12 n=12 n=11
M |57,12° | 54,69° 64,32 | 56,67 57,39 57,99 57,90
SD|+15 | +16 +13 | +13 +3,2 +1,8 +2,0
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Tabelle 10: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der anorganischen
Masse in Prozent an der Knochenmasse des Wirbelkorpers

b: signifikant gegeniber OVX

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w oVvX 5x/w 5 x/w 5 x/w
god 7.-35.d
7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 | n=13 n=12 n=12 n=11
M | 42,88° | 45,31° 35,68 | 43,33° 42,61° 42,01° 42,10°
SD|+15 | +1,6 +1,3 | +£1,3 +3,1 +1,8 +2,0

Tabelle 11: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang fir den Yield Load
(N)

b: signifikant gegentber OVX

e: signifikant gegeniiber OVX (PTH qod 7.-35. d)

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w OVX PTH 5 x/w 5 x/w
god 7.-35.d
7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 [n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 191,3 223,9be 147,6 185,5 155,5 210,0be 181,2
SD | £36,4 | £43,3 +24,7 +47,3 +34,1 +40,6 +45,0
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Tabelle 12: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang der Steigung

(N/pm)

a: signifikant gegentiber SHAM
b: signifikant gegeniber OVX

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5x/w qod 7.-35. d 5 x/w 5 x/w
7.-35.d 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 [n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 133,4 187,7ab 114,9 144,9 157,7 142,2 139,3
SD| +£28,3| £57,7 +19,6 | +£46,0 +46,0 + 38,2 +31,0

Tabelle 13: Mittelwerte, Standartabweichung und Stichprobenumfang der Maximalkraft (N)

b: signifikant gegeniber OVX
c: signifikant gegentiber SHAM (PTH 5x/w 7.-35. d)

OVX PTH OVX PTH | OVX PTH
SHAM PTH 5 x/w OVX PTH
SHAM OVX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
7.-35.d god 7.-35. d
7.-35.d 14.-35.d | 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11

M | 196,1° 269,3 154,7° | 229,0° 202,6° 227,7° | 214,8"

SD | +39,8 +33,3 +23,92 | +57,23 +31,8 +31,0 +46,3
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Tabelle 14: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang fiir den
Messparameter der dorsalen Kortikalisdicke (mm)
a: signifikant gegentiber SHAM
b: signifikant gegeniber OVX
c: signifikant gegeniiber SHAM (PTH 5 x/w 7.-35. d)
SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
god 7.-35. d
7.-35.D 7.-35.d 14.-35.d 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 0,23 |0,26® 0,24 0,26°° 0,26°° 0,24 0,25°
SD | £0,03 | £0,03 +0,02 +0,04 +0,02 +0,02 +0,02

Tabelle 15 Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang fiir den kortikalen
Knochenanteil (%)

a: signifikant gegenitiber SHAM
b: signifikant gegeniber OVX
c: signifikant gegenliber SHAM (PTH 5 x/w 7.-35. d)
d: signifikant gegeniiber OVX (PTH 5 x/w 7.-35. d)

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w OoVX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
god 7.-35. d
7.-35.D 7.-35.d 14.-35. d 14.-28. d
n=10 |n=11 n=12 | n=13 n=12 n=12 n=11
M | 72,05 | 77,22° 61,31 | 74,44> | 69,31 69,76 69,46°
SD | +5,07 | +4,66 +551 | +6,36 | +4,23 +6,56 +5,71
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Tabelle 16: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang fiir die Dichte der
Trabekelkreuzungen (Anzahl/mm?)

a: signifikant gegentiber SHAM

b: signifikant gegeniber OVX

c: signifikant gegentiber SHAM (PTH 5 x/w 7.-35. d)

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5x/w god 5 x/w 5 x/W
7.-35.D 7.-35.d 7.-35.d 14.-35. d 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 15,68 | 15,48 11,56% 13,89b 12,18 13,11%*¢ 12,91%¢
SD| £2,50 | +£4,21 +2,13 +4,10 +1,80 +2,40 +2,17

Tabelle 17: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang fiir den
Messparameter Anzahl der Trabekelkreuzungen (absolut)

a: signifikant gegentiber SHAM

c: signifikant gegenliber SHAM (PTH 5x/w 7.-35. d)

OVX PTH | OVX PTH
SHAM PTH OVX PTH OVX PTH
SHAM OVX 5 x/w 5 x/w
5x/w 7.-35.D 5x/w7.-35.d | gqod 7.-35.d
14.-35.d | 14.-28.d
n=10 |n=11 n=12 |n=13 n=12 n=12 n=11
M | 119,7 | 114,7 95,7%° | 101,6% 98,3 97,9% 96,5
SD| £17,4| £21,9 +16,5| £18,6 +19,5 +19,9 +22,5

84




6 Anhang

Tabelle 18: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang des
Messparameters der mittleren Trabekeldicke (um)
a: signifikant gegentiber SHAM
b: signifikant gegeniber OVX
c: signifikant gegeniiber SHAM (PTH 5 x/w 7.-35. d)
d: signifikant gegentiber OVX (PTH 5 x/w 7.-35. d)
OVX PTH | OVX PTH
SHAM PTH OVX PTH OVX PTH
SHAM OVX 5 x/w 5 x/w
5x/w 7.-35.D 5x/w7.-35.d | qod 7.-35.d
14.-35.d | 14.-28.d
n=10 | n=11 n=12 | n=13 n=12 n=12 n=11
M | 833 |9,09° 7,48° | 9,25% 8,58 8,32 | 8,32
SD| £1,15| £0,88 +0,72 | £0,91 +0,62 +1,48 +0,76

Tabelle 19: Mittelwerte, Standardabweichungen und Stichprobenumfang der absoluten
Trabekelflache (mm?)

b: signifikant gegentber OVX

OVX PTH OVX PTH | OVX PTH
SHAM PTH OVX PTH
SHAM OVX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
5x/w 7.-35.D god 7.-35.d
7.-35.d 14.-35.d | 14.-28.d
n=10 [ n=11 n=12 [ n=13 n=12 n=12 n=11
M 7,80 7,18b 8,51 7,74 8,13 8,05 7,84
SD +1,48 | £1,44 +1,84| £1,84 +1,57 +1,59 +1,88
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Tabelle 20: Mittelwerte, Standardabweichung und Stichprobenumfang der Knochenflache
der Trabekel (absolut)

b: signifikant gegeniber OVX

SHAM PTH OVX PTH OVX PTH OVX PTH
OVX PTH
SHAM | 5 x/w oVvX 5 x/w 5 x/w 5 x/w
god 7.-35.d
7.-35.D 7.-35.d 14.-35.d 14.-28 d
n=10 |n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 4,87° |4,89° 4,01 4,94° 4,50 4,70° 4,42
SD | +0,99 | +0,89 +0,98 | +0,98 +1,02 +0,97 +1,08

Tabelle 21: Mittelwerte, Standardabweichung

Trabekellange (um)

a: signifikant gegenitiber SHAM
b: signifikant gegentber OVX
c: signifikant gegenliber SHAM (PTH 5 x/w 7.-35. d)

und Stichprobenumfang fir die mittlere

SHAM PTH OVXPTH | OVXPTH | OVX PTH OVX PTH
SHAM | 5 x/w OVX 5 x/w god 5 x/w 5 x/w
7.-35.d 7.-35.d 7.-35.d 14.-35. d 14.-28. d
n=10 |n=11 n=12 n=13 n=12 n=12 n=11
M | 4,90 |4,79 5,62% | 5,29 5,49% 5,33%¢ 5,36%°¢
SD | +0,33 | £0,29 +0,51 | +0,56 +0,42 +0,47 +0,42
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