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1  Einleitung

1.1 Einleitung und Fragestellung

Die Osteoporose, auch als Knochenschwund bezeichnet, ist eine héiufige
Alterserkrankung des Knochens, die gekennzeichnet ist durch eine Abnahme der
Knochendichte infolge eines iiberméaBigen Abbaus der Knochensubstanz und —struktur,
wodurch eine Pridisposition fiir Frakturen entsteht. Diese erhohte Frakturanfalligkeit,
die neben der hiufig betroffenen Lendenwirbelséule das ganze Skelett umfasst, erhoht
erheblich das Morbiditétsrisiko der Patienten. Der resultierende volkswirtschaftliche
Schaden verleiht dem Krankheitsbild zusétzliche Bedeutung.

Im Rahmen der Menopause kommt es bei Frauen zu einem Abfall des Ostrogen-
Spiegels, wodurch Osteoporose offenbar begiinstigt wird (Turner et al. 1994). Auch bei
Minnern entsteht im Alter ein Abfall der Sexualhormone, welcher ebenfalls
Osteoporose begiinstigt (Khosla et al. 2008), es kommt jedoch im Gegensatz zur
postmenopausalen Osteoporose eher zur schleichenden Abnahme der Knochenqualitit
und damit zu einem spdteren Einsetzen der Osteoporose. Aus dieser Konstellation
resultiert, dass mehrheitlich Frauen von dieser Krankheit betroffen sind, weshalb

seltener Studien mit mdnnlichen Probanden oder Versuchstieren durchgefiihrt wurden.

Um dem Abbau von Knochen entgegenzuwirken, hat sich als Therapieoption mit
nachgewiesener osteoanaboler Wirkung die intermittierende tégliche Applikation von
Parathormon vor allem bei Patienten mit hohem Frakturrisiko als wirksam erwiesen.
Die vorliegende Arbeit ging der Fragestellung nach, die Wirkung einer
intermittierenden Parathormon-Therapie auf die Lendenwirbelsdule méannlicher Ratten

in Abhingigkeit vom Applikationsintervall zu untersuchen.

13



1.2 Grundlagen
1.2.1 Knochen

Der Knochen fungiert im menschlichen Organismus einerseits als Calciumreservoir,
andererseits bildet er als Skelett die innere Stiitzstruktur und dient dem Schutz wichtiger
Organe (Jundt 2004). Durch Umbau kann sich der Knochen an die dufleren Einfliisse
anpassen (Schiebler und Korf 2007).

1.2.1.1 Zusammensetzung

Knochen besteht aus Zellen, den Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten sowie aus
Interzellularsubstanz, die auch als Knochenmatrix bezeichnet wird. Osteoblasten sind
Zellen mesenchymalen Ursprungs, die die Strukturproteine der Knochenmatrix wie
Kollagen Typ I und Proteoglykane bilden und in ihre Umgebung abgeben. Die
entstehende, noch nicht mineralisierte Substanz wird Osteoid genannt. Ein génzlich von
Interzellularsubstanz umgebener Osteoblast wird als Osteozyt bezeichnet. Uber lange
Zellfortsétze, die sich durch Knochenkanidlchen ziehen, stehen Osteozyten durch gap
junctions miteinander in Verbindung. Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die aus
dem mononukledren Phagozytensystem stammen und mithilfe von lysosomalen
Enzymen Knochensubstanz resorbieren. Die Interzellularsubstanz besteht aus
organischen und anorganischen Anteilen. Die organischen Bestandteile sind vorwiegend
Kollagenfasern vom Typ I, den geringeren Teil machen Proteoglykane aus. Den
vorwiegenden Anteil der anorganischen Interzellularsubstanz, der dem Knochen
Druckfestigkeit verleiht, macht calciumhaltiges Hydroxylapatit aus (Schiebler und Korf
2007).

1.2.1.2 Struktur

Beim Aufbau von Knochen lassen sich Lamellenknochen von Geflechtknochen
unterscheiden. Lamellenknochen, der den Grofiteil aller Knochen im menschlichen
Korper ausmacht, ist in Schichten aufgebaut, die sich aus verschiedenen Lagen parallel
verlaufender Kollagenfasern ergeben (Platzer 2013). Geflechtknochen hingegen zeigt
einen unorganisierten Verlauf der Kollagenfasern und wird hédufig umgewandelt in

mechanisch stabileren Lamellenknochen.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Wirbelkorper weisen den Aufbau von
Lamellenknochen auf. Dariiber hinaus zeigt sich ein Aufbau, bei dem eine
oberflichliche Schicht kompakten Knochens ein schwammartiges Netzwerk feiner
Knochenbilkchen umbhiillt.

Der kompakte Anteil wird Substantia corticalis oder auch Kortikalis genannt. Die

Kortikalis besteht aus Osteonen und Schaltlamellen. Ein Osteon (oder auch Havers-
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System) enthilt zentral einen sogenannten Havers-Kanal, um den Knochenlamellen
anliegen. Die nach Umbauprozessen verbliebenen Reste von Osteonen werden als
Schaltlamellen bezeichnet. Der von der Substantia corticalis umhiillte Anteil wird als
Substantia spongiosa bezeichnet, zwischen dessen kndchernen Anteilen sich das
Knochenmark befindet (Schiebler und Korf 2007). Eine als Periost bezeichnete
Knochenhaut hiillt den Knochen mit einer bindegewebigen Schicht ein. Dabei
unterscheidet sich eine dullere Kollagenschicht von einer inneren Schicht, die Nerven
und BlutgefdBe enthilt und damit der Knochenhaut ihre Sensibilitit und somit auch
Schmerzempfindlichkeit verleiht. Ansdssige Osteoblasten und ihre Vorlduferzellen
spielen eine wichtige Rolle bei Wachstum und Knochenbruchheilung. Biander und

Sehnen inserieren am Periost.

1.2.1.3 Umbau

Der als remodeling bezeichnete Prozess des Knochenumbaus dient einerseits dazu, den
Knochen zu erhalten und den gegenwirtigen Belastungsanspriichen anzupassen,
andererseits dient er der Calciumhomoostase. Zunéchst wird Knochensubstanz durch
Osteoklasten an der Knochenoberfliche in so genannten Howship-Lakunen resorbiert.
Im Anschluss an eine Umschaltphase wird dieser Defekt durch Osteoblasten mit
Osteoid aufgefiillt, welches im weiteren Verlauf mineralisiert wird (Jundt 2004). Durch
die Kortikalis zichen beim remodeling neue Osteone. Aufgrund der zentralen Rolle der
Osteone (Havers-Systeme) bei diesem Vorgang spricht man auch von haversian

remodeling.

1.2.1.4 Calciumstoffwechsel

Die beiden Hormone Parathormon und Calcitonin regulieren gemeinsam mit dem
Vitamin  Calcitriol den Calcium- und Phosphathaushalt. Eine niedrige
Calciumkonzentration im Blut fordert die Sekretion von Parathormon, einem
Peptidhormon, das in der Nebenschilddriise gebildet wird. Dieses fiihrt iiber eine
Stimulation von Osteoblasten zur Aktivierung der Knochenresorption durch
Osteoklasten und damit zur Freisetzung von Calcium und Phosphat. Auflerdem fordert
Parathormon mittels Enzyminduktion die Synthese von Calcitriol aus 25(OH)Vitamin-
D3 in der Niere, welches die Aufnahme von Calcium iiber den Darm steigert.
Gleichzeitig senkt Calcitriol im Rahmen einer negativen Riickkopplungsschleife die
Sekretion von Parathormon in der Nebenschilddriise. Hohe Calciumkonzentrationen
hingegen fordern die Freisetzung von Calcitonin aus den C-Zellen der Schilddriise,
welches hemmend auf Osteoklasten wirkt, so dass es zu einem vermehrten Einbau von
Calcium in den Knochen und dadurch zu einer Senkung der Calciumkonzentration im
Blut kommt (Silbernagl und Despopoulos 2003).
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1.2.2 Osteoporose
1.2.2.1 Definition

,»Osteoporose ist eine systemische metabolische Skeletterkrankung, die durch eine
niedrige Knochenmasse und eine beeintrachtigte Mikroarchitektur des Knochengewebes
gekennzeichnet ist* (Consensus Development Conference 1993).

1.2.2.2 Epidemiologie

In einer retrospektiven Analyse der Techniker Krankenkasse filir den Zeitraum von 2006
bis 2009 wurden iiber Osteoporose-Diagnosen, Arzneimittelverordnungen und
Diagnosen osteoporosebedingter Frakturen Versicherte mit Osteoporose ab 50 Jahren
identifiziert. ,,Die Prévalenz der Osteoporose betrug [...] 14 % im Jahr 2009 insgesamt
und 24 % bei Frauen beziehungsweise 6 % bei Méannern* (Hadji et al. 2013). Aufgrund
dieser Zahlen ergeben sich hochgerechnet 6,3 Mio. Osteoporose-Betroffene in
Deutschland. Die daraus errechnete Inzidenz der Osteoporose betrigt 2,1 % pro Jahr.
»32 % der Betroffenen (n = 172 473)“ |[..] erlitten ,jinnerhalb des
Beobachtungszeitraums Frakturen, viele davon Mehrfachfrakturen* (Hadji et al. 2013).

1.2.2.3 Einteilung

Die Einteilung der Osteoporose kann nach Ursache, Befallmuster, Alter und Geschlecht,
Schweregrad und Metabolismus erfolgen, wie in Tabelle 1 dargestellt (Bartl 2010, Bartl
und Bartl 2011).

Tabelle 1: Einteilung der Osteoporose

Ursache primir / sekundér

Befallmuster lokalisiert / generalisiert

Alter und Geschlecht idiopathischer  juveniler =~ Osteoporose,
idiopathischer Osteoporose junger
Erwachsener, postmenopausaler

Osteoporose (Typ 1), seniler Osteoporose
(Typ II)

Schweregrad Osteopenie, préklinische  Osteoporose,

manifeste Osteoporose

Metabolismus high-turnover / low-turnover

Quelle: Erstellt und modifiziert nach Bartl 2010; Bartl und Bartl 2011; Christiansen et al
1987; Hansen et al. 1991.
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1.2.2.4 Pathogenese

Die Summe der Ab- und Aufbauprozesse am Knochen resultiert beim jungen Menschen
in einem Nettoaufbau von Knochenmasse, da die Aufbauprozesse quantitativ
liberwiegen. Etwa um das 30. Lebensjahr erreicht diese aufgebaute Knochenmasse ihren
Hohepunkt, die maximal erreichte Knochenmasse wird als peak bone mass bezeichnet.
Im folgenden physiologischen Alterungsprozess verdndert sich das Verhéltnis von
Knochenbildung zu Knochenresorption, so dass Nettoabbau von Knochenmasse
resultiert. Sinkt die Knochendichte unter einen gewissen Schwellenwert, drohen
osteoporotische Frakturen. Normalerweise sinkt die Knochendichte langsam, so dass
diese Frakturrisikoschwelle nicht erreicht wird. Durch drei Mechanismen kann jedoch
das Erreichen der Frakturrisikoschwelle, und somit die Entwicklung einer Osteoporose,
beschleunigt werden: verstirkte Knochenresorption durch Osteoklasten, verminderte
Knochenneubildung durch Osteoblasten und eine niedrige peak bone mass.

Verschiedene Faktoren, die zur Pathogenese beitragen, sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Faktoren, die zur Entwicklung von Osteoporose beitragen

Hypogonadismus Diabetes Mellitus anti-androgene Therapie
Anorexia nervosa Mangelerndhrung Aromatase-Hemmern
spiter Menarche Untergewicht Protonenpumpenhemmern
Pubertas tarda Rauchen Glucocorticoidtherapie
Wachstumshormonmangel |Immobilitat Glitazone
Vitamin-D-Mangel Epilepsie Gastrektomien
Hyperkortisolismus Rheumatoide Arthritis Billroth-II-
Magenresektionen
Hyperthyreose Hyperparathyreoidismus verminderter Calciumzufuhr

Quelle: Erstellt und modifiziert nach DVO-Leitlinie 2014, die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung des Dachverbandes Osteologie.

Da in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Parathormon untersucht wird, soll im
folgenden auf den primidren Hyperparathyreoidismus eingegangen werden. Dabei
kommt es durch ein Adenom der Nebenschilddriise zur kontinuierlichen, inadequat
erhohten Parathormon-Sekretion in Relation zur ebenfalls typischerweise erhdhten
Calcium-Konzentration im Serum. Das Parathormon bindet an Rezeptoren auf
Osteoblasten, welche darauthin den RANK-Liganden (RANKL = Receptor Activator of
NF-kB Ligand) exprimieren und in ithre Plasmamembran integrieren. Dieser RANK-
Ligand bindet wiederum an den Rezeptor RANK (Receptor Activator of NF-kB),
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welcher von monozytiren Osteoklasten-Vorlduferzellen ausgebildet wird. Diese
Vorlduferzellen differenzieren daraufhin zu Osteoklasten, welche, wie bereits oben
geschildert, fiir den Abbau von Knochensubstanz verantwortlich sind (Nakagawa et al.
1998). Physiologisch gesehen handelt es sich bei dem RANK/RANKL-System um
einen biochemischen Regelkreislauf, der bewirkt, dass osteoanabole und osteokatabole
Prozesse im Gleichgewicht bleiben. Beim primiren Hyperparathyreoidismus jedoch
kommt es zur Fehlregulierung und iiberméBigen Bildung von Parathormon und damit
letztlich zum Uberwiegen der osteokatabolen Prozesse durch dauerhafte Stimulation der
Osteoklastogenese (Silva et al. 2011). Daraus resultiert eine erhdhte Gefahr fiir
osteoporotische Frakturen (Khosla et al. 1999). Von dieser dauerhaften Stimulation

abzugrenzen ist die Wirkweise einer intermitterenden Stimulation, siche Kapitel 1.2.4.

1.2.2.5 Diagnostik

Die Leitlinie des Dachverbandes Osteologie (DVO-Leitlinie 2014) empfiehlt in
Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht sowie dem Vorliegen von verschiedenen
Risikofaktoren die Durchfithrung einer Basisdiagnostik, sofern ein individuelles 10-

Jahresfrakturrisiko von 20 % und mehr anzunehmen oder zu vermuten ist.

In der Altersgruppe Frauen élter als 70 Jahre und Mainner élter als 80 Jahre wird
generell eine Basisdiagnostik empfohlen, sofern dies fiir die betreffende Person eine

therapeutische Konsequenz hat.

Zur empfohlenen Basisdiagnostik gehoren eine Anamnese einschlielich der Erfassung
des Sturzrisikos, der klinische Befund, eine DXA-Knochendichtemessung an der
Lendenwirbelsdule, dem Schenkelhals und dem proximalen Gesamtfemur und ein
Basislabor sowie gegebenenfalls eine bildgebende Diagnostik zur Uberpriifung
pravalenter Wirbelkorperfrakturen.

Die Anamnese und die klinische Untersuchung dienen einerseits der Erfassung der
Intensitdt und Lokalisation frakturbedingter =~ Schmerzen und funktioneller
Einschriankungen als Basis fiir eine Schmerztherapie und fiir funktionelle/rehabilitative
MaBnahmen. Darliber hinaus werden die oben genannten Risikofaktoren und
sekunddren Osteoporoseformen, die ggf. gezielt beseitigt oder vermindert werden
konnen (z. B. Calcium- oder Vitamin-D-Mangel, Sturz-begiinstigende Medikamente,
Glitazone bei Frauen, langjdhrige Einnahme von Protonenpumpenhemmern) oder einer
gezielten weiteren Abklirung bediirfen (z. B. Verdacht auf Cushing-Syndrom), erfasst.
AuBlerdem werden Muskelkraft und Koordination durch klinische Untersuchungen
erfasst. (DVO-Leitlinie 2014).

Die Knochendichtemessung dient einerseits der Uberpriifung, ob nach den Kriterien
der WHO (World Health Organization) eine Osteoporose bereits vorliegt (T-Wert <
-2,5) oder ob die Kriterien fiir den Beleg der Wirksamkeit einer Osteoporosetherapie
erfiillt sind. AuBerdem erfasst die Knochendichtemessung auch das Ausmal} der
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Knochendichteminderung und ist damit ein Indikator fiir das individuelle Frakturrisiko.
Beim T-Wert wird die Anzahl von Standardabweichungen vom durchschnittlichen
Messwert der Knochendichte der geschlechtsgleichen 30-Jihrigen ermittelt. Pro
Erniedrigung um einen T-Wert erhoht sich das relative Frakturrisiko um den Faktor 1,5
(alle Frakturen) bis 2,5 (proximale Femurfrakturen bei der Messung am Femur).
Verbunden damit ergeben sich Empfehlungen beziiglich der therapeutischen
MaBnahmen (DVO-Leitlinie 2014). Das empfohlene Standardmessverfahren in der
Knochendichtemessung ist die Dual-X-Ray-Absorptiometriec (DXA) an der

Lendenwirbelsdule und am proximalen Femur (DVO-Leitlinie 2014).

Labordiagnostische Untersuchungen dienen einerseits der Differentialdiagnostik
sekundérer Osteoporoseformen und anderer Osteopathien wie z.B. Osteomalazie,

andererseits dienen sie der Erkennung vorliegender Risikofaktoren.

Bildgebende  Verfahren  dienen der  Erfassung  bereits  vorliegender
Wirbelkdrperfrakturen. Neben Rontgenaufnahmen der Brustwirbelsdule und der
Lendenwirbelsdule gilt bei entsprechender Erfahrung auch ein vertebrales Fraktur-
Assessment  (VFA) mittels DXA als ausreichend im Rahmen der
Osteoporosediagnostik. Andere bildgebende Verfahren wie CT, MRT und
szintigrafische Untersuchungen haben ebenso wie Knochenbiopsien keinen festen
Stellenwert in der Primardiagnostik der Osteoporose (DVO-Leitlinie 2014).

1.2.2.6 Therapie
Allgemeine therapeutische und prophylaktische Mainahmen

Alle Risikopatienten sollten unabhingig von einer spezifischen medikamentdsen
Osteoporosetherapie generelle Prophylaxemafinahmen umsetzen (DVO-Leitlinie 2014).
Dazu zdhlt die Ausiibung einer korperlichen Aktivitit zur Forderung von Kraft und
Koordination und die Meidung von Immobilisation, sowie generelle Mallnahmen zur
Sturz- und damit zur Frakturprophylaxe. Eine ausreichende Versorgung mit Calcium
und Vitamin D; sollte sichergestellt werden. Erginzend wird empfohlen, eine
ausreichende Versorgung mit Vitamin B12 und Folsdure anzustreben. Untergewicht,
definiert als ein BMI < 20 kg/m?, sollte vermieden werden. Rauchen stellt einen
unabhingigen Risikofaktor fiir das Osteoporoserisiko dar und sollte aufgegeben werden
(Abate et al. 2013). Medikamente, die einen negativen Einfluss auf die Knochendichte
oder Sturzgefahr haben, sollten einer Priifung der Indikationsstellung unterzogen
werden und gegebenenfalls durch andere Priparate ersetzt werden. Die weitere
Abkldrung und Therapie sekundirer Ursachen der Osteoporose erfolgt in

Zusammenarbeit mit Spezialisten des jeweiligen Gebietes.
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Indikationsstellung zur spezifischen medikamentosen Therapie der Osteoporose

Unabhédngig von Alter und Geschlecht besteht die Indikation zur spezifischen
medikamentdsen Therapie der Osteoporose bei einem 10-Jahresfrakturrisiko von iiber
30% und erniedrigtem T-Wert an der Lendenwirbelsdule oder am proximalen
Gesamtfemur (DVO-Leitlinie 2014). AuBlerdem ist eine spezifische Therapie bei
Unterschreiten alters- und geschlechtsabhingiger Knochendichten indiziert (siche
Tabelle 3).

Tabelle 3: Alters- und geschlechtsabhdingige Grenzwerte der Knochendichte.

Lebensalter in Jahren T-Wert
Frau Mann
<60 <70 -4.0
60-65 70-75 35
65-70 75-80 -3.0
70-75 80-85 2.5
>75 >85 2.0

Quelle: DVO-Leitlinie 2014, die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung

des Dachverbandes Osteologie

Das Vorliegen eines der folgenden 3 Risikofaktoren erhoht den Grenzwert um 1.0:
- Glucocorticoidtherapie oral zwischen 2,5 und 7,5 mg/d Prednisolondquivalent
- Diabetes mellitus Typ 1

- mehr als drei niedrigtraumatische Frakturen in den letzten zehn Jahren als
Einzelfallentscheidung (DVO-Leitlinie 2014).

Das Vorliegen eines der in der folgenden Tabelle 4 dargestellten spezifischen
Risikofaktoren erhoht dabei den Grenzwert um 0.5, das Vorliegen mehrerer
Risikofaktoren erhoht dabei den Grenzwert um 1.0 bis zu einem maximalen Grenzwert

von -2.0.
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Tabelle 4: Spezifische Risikofaktoren zur Indikationsstellung einer spezifischen

medikamentosen Osteoporosetherapie.

Allgemeine Risiken Krankheiten Medikamente
Nichtvertebrale Frakturen nach|Subklinischer Antiandrogene Therapie
dem 50.Lebensjahr Hyperkortisolismus

Singuldre  Wirbelkorperfraktur | Primérer Aromatasehemmer
I.Grades Hyperparathyreoidismus

Proximale Femurfraktur eines

Elternteils

Wachstumshormonmangel

/ Hypophyseninsuffizienz

Orale Glucocorticoide

Multiple Stiirze

TSH-Werte < 0,3 mU/1

Hohe

Glucocorticoide

Dosen inhalativer

Immobilitat

Diabetes Mellitus Typ 1

Chronische Einnahme von

Protonenpumpeninhibitoren

Fortgesetzter Nikotinkonsum

Rheumatoide Arthritis

Abnahme der Knochendichte
am Gesamtfemur >5% in 2

Jahren

Billroth-II-Operation,
Gastrektomie

Erhohte

meter (Einzelfallentscheidung)

Knochenumbaupara-

Epilepsie

Erhohtes Hochsensitives C-|Hypogonadismus
Reaktives Protein
COPD
Herzinsuffizienz
Depression
Zoliakie

Spondylitis Ankylosans

Hyperthyreose

Quelle: DVO-Leitlinie 2014, die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung

des Dachverbandes Osteologie.
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Zugelassene Priparate zur spezifischen medikamentosen Therapie der

Osteoporose beim Mann

Zur Therapie zugelassen Préparate beim Mann sind zurzeit Alendronat, Risedronat,
Zoledronat, Strontiumranelat und Denosumab. Auch Teriparatid ist zugelassen zur

Behandlung von Méannern mit erhhtem Frakturrisiko.

Bisphosphonate wie Alendronat, Zoledronat oder Risedronat hemmen Osteoklasten,
induzieren deren Apoptose und hemmen so die osteokatabolen Prozesse im
Knochenstoffwechsel (Russell et al. 2008). Die Wirksamkeit von Alendronat beziiglich
der Verminderung des Risikos vertebraler und non-vertebraler Frakturen konnte in
vielen Studien belegt werden (Cranney et al. 2002a), ebenso fiir Risedronat (Cranney et
al. 2002b) und Zoledronat (Murad et al. 2012). Das Nebenwirkungsspektrum beinhaltet
neben gastrointestinalen Komplikationen auch Vorhofflimmern (Black et al. 2007) und
Osteonekrosen im Kieferbereich (Lam et al. 2007).

Strontiumranelat ist das Strontium-(II)-Salz der Ranelic-Sdure. Strontium ist ein
Erdalkalimetall und teilt diese Gemeinsamkeit mit Calcium. Es kann wie Calcium in
den Knochen eingebaut werden. Dabei bewirkt Strontiumranelat einerseits eine
Verminderung der knochenresorptiven Vorginge durch Hemmung der Osteoklasten-
Differenzierung, andererseits werden osteoanabole Vorgidnge unter anderem durch eine
Forderung der Osteoblasten-Differenzierung unterstiitzt (Fonseca 2008). Als Resultat
konnte neben einer erhohten Knochendichte auch eine deutliche Senkung des
Frakturrisikos gezeigt werden (Roux et al. 2006). Nebenwirkungen schlieBen
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Hautverinderungen und seltene Uberempfindlichkeits-
reaktionen (DRESS-Syndrom) mit ein (Jonville-Bera und Autret-Leca 2011).

Mit dem Wirkstoff Denosumab steht seit 2010 ein humaner monoklonaler Antikorper
zur Osteoporosetherapie bei postmenopausalen Frauen zur Verfiigung, dessen
Wirksamkeit hinsichtlich der Senkung des Frakturrisikos bereits in Studien belegt
werden konnte (Cummings et al. 2009). Die Wirkungsweise beruht auf einer Bindung
des Wirkstoffs an RANKL, wodurch dessen stimulierender Effekt auf die
Differenzierung der Osteoklasten wegfillt (McClung et al. 2006). Die bereits in den
U.S.A. erteilte Zulassung zur Behandlung der Osteoporose beim Mann wurde im Jahr
2014 auch innerhalb der E.U. erteilt, nachdem zwischenzeitlich Denosumab seit 2010
beim Mann lediglich zur Behandlung einer Knochendichteminderung unter
hormonablativer Therapie bei Prostatakarzinom und erhdhtem Frakturrisiko zugelassen

war.
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Da in der vorliegenden Arbeit in Form von Teriparatid ein Parathormon-Analogon
untersucht wurde, wird im Abschnitt 1.2.4 ausfiihrlicher auf diese Wirkstoffgruppe

eingegangen.

1.2.2.7 Osteoporose beim Mann

Wie bereits erwdhnt, sind deutlich mehr Frauen von Osteoporose betroffen als Ménner,
deshalb iiberwiegt auch der Anteil an Studien, die sich mit weiblichen Probanden
beschiftigen. Umgekehrt befassen sich deutlich weniger Probandenstudien und

tierexperimentelle Studien mit der Osteoporose beim ménnlichen Geschlecht.

Auch im klinischen Alltag wird das Krankheitsbild der Osteoporose beim Mann
vernachlédssigt. Obwohl Schdtzungen zufolge 39% der osteoporose-assoziierten
Frakturen im Jahr 2000 bei Ménnern auftraten (Johnell und Kanis 2006) und die daraus
resultierende 0konomische Last erheblich ist, erhalten Ménner, die die Kriterien dafiir
erfiillen, seltener eine medikamentdse Behandlung als Frauen (Curtis et al. 2009), trotz
der Tatsache, dass Ménner, die schon einmal eine Osteoporose-bedingte Fraktur erlitten
haben, mit der gleichen Wahrscheinlichkeit wie Frauen eine weitere Fraktur erleiden
werden (Johnell et al. 2005; Kanis et al. 2011). AuBBerdem ist die Mortalitdt nach einer
osteoporotischen Fraktur bei Mannern hoher als bei Frauen (Bliuc et al. 2009).

Die Pathogenese der Osteoporose beim Mann ist ein multifaktorielles Geschehen,

welches bisher noch unzureichend erforscht ist.

Es ldasst sich beobachten, dass bei der postmenopausalen Osteoporose die
knochenresorptiven Vorginge im Sinne eines high-turnover gesteigert sind und es auf
diesem Weg zu einem Netto-Knochenverlust kommt. Beim Mann hingegen ist die
Entstehung von Osteoporose vornehmlich einem verminderten Knochenaufbau im Sinn
eines low-turnover zuzuschreiben. Auf Ebene der mikroskopischen Knochenarchitektur
zeigt sich beim Mann eine verminderte Trabekeldicke bei gleicher Trabekelanzahl,
wihrend sich im Vergleich bei der Frau ein groBerer Verlust der Trabekelanzahl
beobachten lisst (Aaron et al. 1987). Dabei ist zu beachten, dass die Trabekelanzahl
wichtiger fiir die Knochenfestigkeit zu sein scheint als die Trabekeldicke (Silva und
Gibson 1997). An der Kortikalis ldsst sich bei beiden Geschlechtern hinsichtlich der
endostalen resorptiven Prozesse kein wesentlicher quantitativer Unterschied feststellen,
im Gegensatz dazu zeigt sich jedoch eine deutliche Differenz zu Gunsten des Mannes

hinsichtlich periostaler knochenaufbauender Vorgénge (Garn et al. 1972).

Welche Rolle die minnlichen Sexualhormone bei der Entstehung von Osteoporose
spielen, ist zurzeit noch Gegenstand der Forschung. Ostrogenmangel ist als wesentlicher
Grund fir die Entstehung der postmenopausalen Osteoporose ausgemacht worden.
Beim Mann ldsst sich jedoch nicht in demselben Mal3le wie bei Frauen eine Abnahme

des Testosteronspiegels mit zunehmendem Lebensalter feststellen. Studien, darunter
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auch Analysen der Framingham-Studie, legen nahe, dass Ostradiol auch beim Mann den
groBBeren Einfluss auf das Krankheitsgeschehen hat als direkte Effekte des Testosteron
(Amin et al. 2000).

1.2.3 Das Tiermodell ,,orchiektomierte Ratte* in der Osteoporoseforschung

Das in der vorliegenden Versuchsreihe verwendete Tiermodell mit orchiektomierten
Ratten stellt eine etablierte und anerkannte Methode in der Osteoporoseforschung dar
und findet weithin Verwendung, da es analog zur ovariektomierten Ratte auch bei
ménnlichen Ratten nach einer Orchiektomie zum Verlust von Knochensubstanz kommt
(Schot und Schuurs 1990). Die Verwendung von adulten Tieren folgt dabei
Erkenntnissen von Wink und Felts, die nahe legen, dass diese zur Untersuchung eines
orchiektomie-induzierten Knochenmasseverlusts eher geeignet sind als juvenile Tiere
(Wink und Felts 1980).

Turner et al verglichen die Effekte einer Orchiektomie und einer Ovariektomie
miteinander und zeigten, dass es innerhalb von vier Wochen sowohl nach Orchiektomie
als auch nach Ovariektomie zum Abbau von trabekuldrer Knochenmasse kommit.
Untersucht wurden dabei die Tibiametaphysen der Versuchsstiere. Es wurden auch
Unterschiede festgestellt. Bei orchiektomierten Ratten zeigte sich eine Abnahme der
periostalen Knochenneubildung wihrend diese bei ovariektomierten Ratten zunahm.
Die Orchiektomie zeigte keinen Einfluss auf die Anzahl der Osteoklasten an der
trabekuldren Knochenoberflache, wihrend diese nach Ovariektomie abnahm (Turner et
al. 1989).

Als Nachteil des Rattentiermodells muss angefiihrt werden, dass sich der kortikale
Autbau der Rattenknochen insbesondere durch das stark verminderte Vorkommen von
Havers-Kandlen vom Menschen unterscheidet (Jowsey 1966; Singh et al. 1974).
Dennoch wird das Rattentiermodell als geeignet fiir die Osteoporoseforschung
betrachtet (Lelovas et al. 2008).

Die Richtlinien der amerikanischen Food and Drug Administration zur Erforschung von
Medikamenten zur Behandlung der Osteoporose aus dem Jahr 1995 empfehlen,
Tierversuche zundchst an Ratten durchfithren zu lassen und erst anschlieBend an
groBBeren Tieren (Thompson et al. 1995). Auch deshalb existieren in der Literatur eine
grole Anzahl an Studien mit Ratten als Versuchstieren, so dass bei der Verwendung
von Ratten eine hohe Vergleichbarkeit entsteht. Die verwendete Zuchtlinie der Sprague-
Dawley-Ratte wurde bereits in vorangegangenen Studien in der Osteoporoseforschung
eingesetzt (Binkley et al. 2003; Dobnig und Turner 1997; Li et al. 2004).
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1.2.4 Parathormon
1.2.4.1 Wirkung

Parathormon ist ein aus 84 Aminosduren bestehendes Peptidhormon (kurz PTH 1-84),
welches in den Nebenschilddriisen gebildet wird. Als wesentliche Aufgabe wird bisher
die Regulation der Plasmacalciumkonzentration betrachtet. Dabei wirken drei
Mechanismen synergistisch und fithren zu einer Erhohung der Plasmacalcium-
konzentration. Erstens wird die Phosphatresorption in den Nierentubuli gehemmt. Die
resultierende Hypophosphatimie begiinstigt die Freisetzung von Calcium aus dem
Knochen. Zweitens wird die Calcitriolsynthese in der Niere stimuliert. Das vermehrt
gebildete Calcitriol fordert die Resorption von Calcium im Darm. Drittens wird der
Knochenabbau stimuliert, ebenfalls mit dem Ziel der Calciumfreisetzung.(Silbernagl
und Despopoulos 2003). Bei dem bereits oben erwéhnten Teriparatid handelt es sich um
das amino-terminale Endfragment, bestechend aus den ersten 34 Aminosduren des
vollstdndigen Parathormons (kurz PTH 1-34).

Wie bereits im Vorangegangenen erldutert (sieche 1.2.1.4 und 1.2.2.4), fiihrt eine
kontinuierliche Expression von Parathormon zum Beispiel im Rahmen eines priméren
Hyperparathyreoidismus {iber eine Osteoblasten-Vorlduferzellen-vermittelte Stimulation
der Osteoklasten zum Anstieg der Knochenresorption und trigt so zur Entstehung von

Osteoporose bei (Christiansen 2001).

Bei einer intermittierenden Wirkstoffapplikation von Parathormon lésst sich jedoch ein
osteoanaboler Effekt feststellen (Reeve et al. 1980; Neer et al. 2001). Diese
osteoanabole Eigenschaft wurde schon in den 30er Jahren des vergangenen Jahrhunderts
beobachtet (Pugsley und Selye 1933), eine genauere Untersuchung wurde jedoch erst in
den 70er Jahren durch die nun zur Verfligung stehende synthetische Herstellung von
Parathormon (1-84) moglich. In tierexperimentellen Studien an Sprague-Dawley Ratten
konnte gezeigt werden, dass eine intermittierende Applikation von Parathormon zu
einer Zunahme der Osteoblastenanzahl fiihrt (Dobnig und Turner 1997). Diese
Zunahme wird Vordergriindig durch antiapoptotische Effekte des Parathormons auf
Osteoblasten erklart (Jilka et al. 1999). Ein untergeordneter Beitrag wird der
Differenzierung von Vorlduferzellen zu Osteoblasten zugeschrieben (Jilka 2007).
Beziiglich des osteoanabolen Effektes von Parathormon liel sich im Tierversuch an
méinnlichen Wistar-Ratten kein Unterschied in der Wirksamkeit zwischen PTH 1-84
und PTH 1-34 erkennen (Mosekilde et al. 1991). Dariiber hinaus konnte auch gezeigt
werden, dass der osteoanabole Effekt einer Therapie mit PTH 1-34 unabhingig von
einem vor Beginn der Therapie gesteigerten oder verminderten Knochenumbau ist
(Delmas et al. 2006). In einer doppel-blinden, randomisierten, placebo-kontrollierten
Multi-Center-Studie an 2532 Frauen lieB sich die Wirksamkeit von rekombinantem
humanen Parathyroidhormon (PTH 1-84) beziiglich der Senkung des Frakturrisikos fiir
post-menopausale Osteoporose nachweisen (Greenspan et al. 2007). Auch fiir

Teriparatid konnte im Rahmen des ,Fracture Prevention Trial“, einer U.S.-
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amerikanischen Studie mit 1637 Probanden eine Senkung des Frakturrisikos
demonstriert werden (Neer et al. 2001; Prevrhal et al. 2009).

1.2.4.2 Applikationsintervall und anabolic window

Eine  Abfolge @ von  knochenaufbauenden  Effekten = mit  ansteigenden
Knochenaufbaumarkern und eine Phase des Knochenabbaus mit ansteigenden
Knochenresorptionsmarkern hat zu der Vorstellung des anabolic window gefiihrt,
wahrend der die osteoanabolen Effekte der intermittierenden Parathormonbehandlung
tiberwiegen und es in der Gesamtbilanz zum Knochenaufbau kommt (Girotra et al.
20006).

Am Menschen konnte in einer relativ kleinen Studie an 30 postmenopausalen Frauen als
Effekt einer einzelnen Applikation von Teriparatid ein unmittelbarer transienter Anstieg
osteokataboler Parameter beobachtet werden, gefolgt von einem Anstieg der

osteoanabolen Parameter, der linger als eine Woche anhielt (Shiraki et al. 2013).

Der Verlauf der Knochenautbaumarker und der Knochenresorptionsmarker scheint
abhingig vom Applikationsintervall zu sein, da unterschiedliche Verldufe fiir die
einmalige (Shiraki et al. 2013), tdgliche (Glover et al. 2009) und wochentliche Gabe von
Teriparatid (Nakamura et al. 2012; Sugimoto et al. 2014) beschrieben wurden.

Sowohl fiir die tagliche Gabe (Neer et al. 2001) als auch fiir die wochentliche Gabe von
Parathormon (Nakamura et al. 2012) konnte eine Senkung des Frakturrisikos
demonstriert werden, wobei bisher die wochentliche Gabe vorwiegend auf den
japanischen Sprachraum beschrinkt bleibt, wéhrend in Europa und den USA nur die

tagliche Gabe zugelassen ist.

1.2.4.3 Nebenwirkungen

Ubelkeit und Kopfschmerzen sind die am hiufigsten beschriebenen Nebenwirkungen
einer Behandlung mit Teriparatid. So berichteten von 552 Frauen, welche eine tdgliche
Dosierung von 40 ug/kg erhielten, 18% iiber Ubelkeit und 13% iiber Kopfschmerzen,
wihrend in der Placebo-Gruppe jeweils nur 8% {iber die genannten Symptome
berichteten (Neer et al. 2001).

Weitere unerwiinschte Nebenwirkungen umfassten Schwindel und Wadenkrampfe
(Neer et al. 2001).

Da die physiologische Wirkung von Parathormon die Bereitstellung von Calcium
beinhaltet, liegt es nahe, dass bei der pharmakologischen Verwendung von Parathormon

die Gefahr der Hyperkalzamie und Hyperkalzurie besteht (Cipriani et al. 2012).

Eine transiente Hyperkalzamie wird hdufig wenige Stunden nach Injektion von

Teriparatid beobachtet (Neer et al. 2001). Diese milde Hyperkalzidmie ist in der Regel
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16 Stunden nach der Gabe nicht mehr nachweisbar (Thiruchelvam et al. 2014). Eine
persistierende Hyperkalzdmie tritt hingegen nur selten auf (Cipriani et al. 2012) und

wird mit einer Inzidenz von weniger als 1% angegeben (Gold et al. 2006).

In tierexperimentellen Studien wurde eine gesteigerte Inzidenz von Osteosarkomen
unter PTH-Therapie beobachtet (Broadhead et al. 2011). So lieB sich in einer Studie an
,Fisher 344%“- Ratten nach zwei Jahren téglicher PTH-Behandlung eine erh6hte Inzidenz
von Osteosarkomen festgestellen (Vahle et al. 2002). Dies bestétigte sich in weiteren
Studien an Ratten (Vahle et al. 2004). Am Menschen konnte bisher jedoch keine
gesteigerte Inzidenz von Osteosarkomen unter Parathormonbehandlung nachgewiesen
werden. In einer Studie aus dem Jahr 2010 berichten die Autoren von 2 Féllen des
Auftretens eines Osteosarkoms unter 430.000 behandelten Menschen in den USA
(Subbiah et al. 2010). Auch in einer weiteren US-amerikanischen Studie zum Auftreten
von Osteosarkomen beim Menschen wurde kein Zusammenhang zwischen der
Behandlung mit Teriparatid und dem Auftreten eines Osteosarkoms gesehen (Andrews
et al. 2012). Zurzeit wird davon ausgegangen, dass Teriparatid im Gegensatz zur
Wirkung an Ratten am Menschen nicht die Inzidenz von Osteosarkomen steigert,
dennoch wird fiir die Behandlung von Menschen empfohlen, die Therapiedauer auf 2
Jahre zu beschrinken und Patienten, die ein aus anderen Griinden gesteigertes Risiko

fiir Osteosarkome haben, von der Behandlung mit Teriparatid auszuschlief3en.

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung einer intermittierenden Parathormon-
Therapie auf die Lendenwirbelsdule in einem Osteoporose-Tiermodell minnlicher

Ratten in Abhédngigkeit vom Applikationsintervall zu untersuchen.

Zurzeit ist fiir die Therapie mit Parathormon eine tdgliche subkutane Injektion des
Medikaments vorgesehen. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch eine
Injektion alle zwei Tage einen ausreichenden therapeutischen Effekt erzielen kann.
Durch eine Reduktion des Applikationsintervalls konnten mdglicherweise die
Nebenwirkungsrate und sicherlich die Kosten einer Behandlung mit Teriparatid gesenkt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Bedingungen der Tierhaltung

Die Tierexperimente wurden an 72 méannlichen, 8 Monate alten Sprague-Dawley-Ratten
aus dem Ziichtungsinstitut Janvier, Le Genest Saint Isle, Frankreich, durchgefiihrt. Die
Tiere wurden in einer Gruppengréfle von 2 - 4 Tieren pro Kifig gehalten. Der
Aufbewahrungsraum fiir die Tierkdfige wurde 12 Stunden tdglich beleuchtet und bei 20
+ 1 Grad C konstant temperiert. Die Tiere erhielten freien Zugang zu Trinkwasser und
sojafreiem Pellet-Futter (V.1354 ssniff®, phytodstrogenarm, Spezialdiditen GmbH,
Soest, Deutschland). Das Korpergewicht sowie die Futteraufnahme wurden wochentlich
gemessen und dokumentiert. Fiir die Tierversuche lag eine Genehmigung der
Bezirksregierung Braunschweig vor (Aktenzeichen: 509.42502/01-53.03, Datum:
12.05.2003). Sie fanden im Einklang mit dem Tierschutzgesetz statt.

2.2 Versuchsablauf
2.2.1 Orchiektomie

Die Orchiektomie der ménnlichen Ratten erfolgte unter einer Narkose mit
intraperitoneal appliziertem Ketamin (60 mg/kg KG, Medistar, Holzwickede,
Deutschland) und Xylazin (8 mg/kg KG, Riemser, Greifswald, Deutschland). Zunéchst
wurde jede Ratte Kohlenstoffdioxid-Gas ausgesetzt und darauf folgend bei eingetretener
Bewusstlosigkeit durch die intraperitoneale Injektion der o.g. Substanz narkotisiert. Den
Versuchstieren wurden 1ml Blut per retroorbitaler Punktion entnommen, wovon 300ul
Serum zur Bestimmung der Testosteronkonzentration dienten. Die Ergebnisse der

Blutuntersuchung waren Bestandteil der Arbeit von Thomas Brandsch (Brandsch 2011).

In Riickenlagerung wurde nach Rasur und Desinfektion des Operationsgebiets das
Skrotum mit einem Skalpell eroffnet und die Hoden beidseits schichtweise
freiprapariert. Nach Ligatur der GefdB-, Nerven- und Samenstringe wurden die Hoden
beidseits entfernt. Es folgte der schichtweise Wundverschluss mit Vicryl-Fiden
(Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland) und der definitive
Hautverschluss mit Vicryl-Faden (Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland). Ebenfalls in Narkose erhielten die Tiere einen subkutan per Injektor
platzierten Transponder (Uno Micro-ID-12, Uno, Zevenaar, Niederlande). 36
Versuchstiere wurden tatséchlich orchiektomiert, die iibrigen Tiere dienten im weiteren
Verlauf der Experimente als Kontrollgruppe (SHAM). Die postoperative Analgesie
wurde mittels Rimadyl (4mg/kg KG s.c., Pfizer Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt.
Die perioperative antibiotische Prophylaxe erfolgte als ,,Single-Shot* s.c.-Gabe von
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Dihydrostreptomycin, (0,1 ml/100g KG). Die Haltungsbedingungen der Tiere blieben
nach dem operativen Eingriff unverdndert. Wihrend der Operation verstarben insgesamt
10 Tiere an Narkosekomplikationen. Ein weiteres Versuchstier verstarb ohne

erkennbaren Zusammenhang mit der Operation.

2.2.2 Osteotomie

Zwolf Wochen nach erfolgter Orchiektomie wurden alle Tiere einer bilateralen
metaphysédren Osteotomie der Tibia unterzogen (Stuermer et al. 2010). Die knocherne
Heilung nach dieser Osteotomie wurde im Rahmen einer weiteren Dissertationsschrift
untersucht (Brandsch 2011), ebenfalls wurden die Ergebnisse fiir eine wissenschaftliche
Publikation in einer Fachzeitschrift genutzt (Komrakova et al. 2011). Die Narkose
erfolgte erneut unter CO,-Sedierung mit intraperitoneal injiziertem 60 mg/kg KG,
Medistar, Holzwickede, Deutschland) und Xylazin (8 mg/kg KG, Riemser, Greifswald,
Deutschland). AuBerdem erhielten die Versuchstiere subkutan einmalig postoperativ
Decentan (Smg/kg KG, Merck, Darmstadt, Deutschland) und zur perioperativen
Analgesie Rimadyl (4mg/kg KG s.c., Pfizer, Karlsruhe, Deutschland). Perioperativ
verstarben weitere 6 Tiere an Narkosekomplikationen. Zur Untersuchung des neu
formierten Kallus wurden den Tieren fluoresziende Farbstoffe injiziert (Rahn 1976): am
dreizehnten postoperativen Tag Xylenol Orange (90 mg/kg KG, Best. Nr. 1.08677,
Merck, Darmstadt, Deutschland ), am 18. Tag Calcein Griin (10 mg/kg KG, Best. Nr.
1.02315, Merck, Darmstadt, Deutschland) und Alizarin Rot (30 mg/kg KG, Best. Nr.
1.01010, Merck, Darmstadt, Deutschland ) am 22. und 24.Tag. Fiinf Wochen nach der
Operation wurde eine Stunde vor der Dekapitation der Tiere noch Tetracyclin (25
mg/kg KG, Best. Nr. 58346, Merck, Darmstadt, Deutschland ) injiziert. Alle Injektionen
fanden subkutan statt. Die Analyse dieser polychromen Fluoreszenzmarkierung war
ebenfalls Bestandteil der Arbeit von Thomas Brandsch (Brandsch 2011).

2.2.3 Behandlung mit Parathormon

Nach der Osteotomie wurden die Ratten in fiinf Gruppen mit jeweils mindestens zehn
Tieren aufgeteilt. Eine Kontrollgruppe (SHAM) und eine orchiektomierte Gruppe
(ORX) erhielten tiglich 0,9% NaCl-Losung. Eine Kontrollgruppe (SHAM PTH) sowie
eine weitere orchiektomierte Gruppe (ORX PTH) erhielten taglich Parathormon in einer
Dosis von 40 pg/kg Korpergewicht (KG). Eine letzte Gruppe von orchiektomierten
Versuchstieren (ORX PTH/2d) erhielt jeden zweiten Tag Parathormon in einer Dosis
von 40 pg/kg KG.
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2.2.4 Versuchsende und Entnahme der Wirbelkorper

Fiinf Wochen nach der Osteotomie wurden alle Versuchstiere in CO,-Narkose durch
Dekapitation getdtet. Uber einen langen dorsalen Hautschnitt in der Medianlinie wurden
Muskeln und Sehnenansitze vorsichtig entfernt um einen Zugang zur
Lendenwirbelsdule zu schaffen. Oberhalb der als Orientierungspunkte dienenden
kaudalen Rippenansitze und unterhalb des Os sacrum wurde die Wirbelsdule mit einer
Zange durchtrennt. Nachdem diese Wirbelsdulensegmente im Flachendetektor-
Volumen-Computertomographen gescannt wurden, folgte die Praparation der einzelnen
Lendenwirbelkorper unter Entfernung von Muskeln und Sehnen sowie den Disci
intervertebrales. Im Anschluss wurden die separierten Knochen bei -20 °C gelagert.
Neben den Lendenwirbelkdrpern wurden den Tieren auch Tibiae, Femora, verschiedene
Organe (Herz, Lunge, Nieren, Milz, viszerales Fettgewebe), Blut und Muskelgewebe
(M. gastrocnemius und M. soleus) entnommen fiir weitere Untersuchungen, die nicht
Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind. Die Untersuchungsergebnisse des
Muskelgewebes wurden zusammen mit den Ergebnissen der Untersuchung der Tibiae
publiziert (Komrakova et al. 2011). AuBerdem wurden die Resultate der
Untersuchungen der Femora (Tezval et al. 2011) ebenso wie die der

Lendenwirbelkorper publiziert (Komrakova et al 2012).

2.3 Biomechanischer Kompressionstest

Der mechanische Kompressionstest an ganzen Wirbelkorpern dient der
biomechanischen Untersuchung und zeigt dabei, welche Kraft aufgebracht werden
muss, um den Wirbelkorper elastisch oder plastisch zu verformen. Die dabei
gemessenen Parameter ermdglichen Aussagen iiber die tatsdchlichen biomechanischen
Eigenschaften der Wirbelkdrper und geben somit Anhalt fiir die antiosteoporotische
Potenz der untersuchten Wirkstoffregime (Erren 2009; Sehmisch et al. 2009b).

2.3.1 Vorbereitung

Drei Stunden vor Testbeginn wurden die zu untersuchenden 4. Lendenwirbelkorper
(LWK) der Ratten des Tierversuchs bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 0,9%
Kochsalzlosung feucht gehalten. Danach wurden die LWK in einer Bruchvorrichtung
fixiert, um dorso-ventrales so wie laterales Verrutschen unter axialer Kompression zu
verhindern. Dazu wurde das Corpus vertebrae des LWK mit seiner Deckplatte auf der
schrigen Fliche der oben genannten Bruchvorrichtung platziert. Sodann wurde der

Processus spinosus mit einer arretierbaren Schleuse festgehalten.
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2.3.2 Durchfiihrung

Zunichst ndherte sich der Stempel der Zwick-Testmaschine dem LWK, bis er Kontakt
zur Bodenplatte des LWK erhielt und eine Vorkraft von 1 N aufgebaut war. Nachdem
der Priifer die korrekte Stellung von Wirbelkdrper und Stempel visuell kontrolliert und
optimiert hatte, begann die Kompressionsphase. Der sich mit einer Geschwindigkeit von
50 mm/min abwirts bewegende Stempel komprimierte das Corpus vertebrae, wobei alle
0,1 mm die aufgewendete Kraft von der Zwick-Testmaschine mit einer relativen
Genauigkeit von 0,2-0,4% im Testbereich von 2 — 500 N ermittelt und mithilfe der
HtestXpert“-Software vom Computer eingelesen wurde. Vorgegebenes Testende war das

Erreichen von 3 mm Kompressionsstrecke.
2.3.3 Messparameter

Maximalkraft

300 Y Bmchkraft
»

yield load

250

200

150

Kraft [N]

Steigung
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50

clastische Verformung plastische Verformung

Weg [mm]
Abbildung 1: Kraft-Weg-Diagramm mit vereinfachter Darstellung des typischen Kurvenverlaufs beim

biomechanischen Kompressionstest (modifizierte Abbildung nach Sehmisch et al. 2008, die Verwendung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlags)
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Beim biomechanischen Kompressionstest handelt es sich aus Sicht der
Werkstoffpriifkunde um einen Druckversuch. Analog zu einem Zugversuch, bei dem
der Priitkorper in die Einspannvorrichtungen der Zugpriifmaschine biegungsfrei
eingesetzt und durch eine steigende Zugkraft so lange gedehnt wird, bis der Bruch
eintritt, wird beim Druckversuch die Kraft in entgegengesetzter, stauchender Richtung
ausgelibt. Zunichst verformt sich die Probe elastisch (federnd) und reversibel, nach
Entlastung stellt sich der urspriingliche Zustand des Priifkérpers wieder ein. Uber die
elastische Verformung hinaus einwirkende, grofere Krifte bewirken eine plastische
(bleibende) und irreversible Verformung des Priifkdrpers (Weilbach 2010), siche
Abbildung 1.

Maximalkraft

Bei der Maximalkraft handelt es sich um den hochsten Kraftwert, der wihrend eines
einzelnen Bruchversuchs gemessen wurde. Die Maximalkraft ist messtechnisch einfach
abzulesen, sie entspricht jedoch nicht der Kraft, bei der der Knochen bricht (siche
Bruchkraft) (Stiirmer et al. 2006). In einem Zugversuch lieBe sich anhand der
Maximalkraft die Gleichmafdehnung bestimmen. GleichmaB3dehnung bedeutet, dass bis
zum Erreichen der Maximalkraft am Priifkérper keine Einschniirung entsteht,
stattdessen dehnt sich der Priifkorper gleichmdBig (Weilbach 2010). Diese
Gleichmalidehnung ldsst sich jedoch nicht auf den Druckversuch iibertragen, da hier

reibungsbedingt keine Gleichmafstauchung vorliegt.

Steigung

Im anfianglich anndhernd linear verlaufenden Abschnitt des Kraft-Weg-Graphen wird
die Steigung des Graphen bestimmt. Wéhrend dieser Phase des Bruchversuchs wird der
Wirbelkorper elastisch verformt (Sehmisch et al. 2009b). Sie entspricht der Steifigkeit
der Wirbelkorper und wird in N/mm angegeben. Steifigkeit beschreibt den Widerstand

eines Korpers gegen elastische Verformungen im linearen Bereich.

Bruchkraft

Die Bruchkraft (oder auch Bruchlast) definiert sich durch den Kraftabfall, der auftritt,
wenn das Maximum der Kraft iiberschritten ist, bei der sich der Wirbelkorper noch
elastisch verformt. Sie wurde im wieder abfallenden Abschnitt des Kraft-Weg-Graphen
jenseits seines Scheitelpunktes bestimmt als der Punkt, an dem die relative

Kraftabnahme im Vergleich zum unmittelbar vorherigen Messwert stark zunimmt
(Stiirmer et al. 2006; Erren 2009).
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yield load

Die yield load, auch Elastizititsgrenze genannt, bezeichnet den Kraftwert, ab dem die
elastische Verformung des Wirbelkorpers in plastische Verformung iibergeht. Bestimmt
wurde die yield load als der Punkt, ab dem der Kraft-Weg-Graph nicht mehr linear
verlduft und seine Steigung abflacht. Sie wird definiert als der Punkt, an dem der Kraft-
Weg-Graph den Bereich der doppelten Standardabweichung der Regressionsgraden
verldsst (Stiirmer et al. 2006; Sehmisch et al. 2009b).

2.3.4 Benutzerspezifische Validierung der Messungen

Um den Einfluss benutzerspezifischer Lerneffekte und Ungenauigkeiten zu minimieren,
erfolgte zunéchst eine Validierung der Messgenauigkeit. Dazu untersuchte der Benutzer
an zwei verschiedenen Tagen jeweils die LWK 4 und 5 von jeweils 10 verschiedenen
Versuchstieren. Verwendet wurden hierzu wéhrend des Versuchs verstorbene Tiere. Fiir
keinen Messparameter wurde dabei die akzeptierte Schwankungsbreite von 5%

uberschritten.

2.4 Veraschung

Nach der Veraschung der Wirbelkorper bleibt als Endprodukt ein Gliihriickstand tibrig,
welcher praktisch ausschlieBlich aus anorganischen Stoffen besteht. Durch Wiegen der
Wirbelkorper vor und nach der Veraschung lisst sich so der Anteil an organischen und
anorganischen Bestandteilen bestimmen. Dariliber hinaus werden durch weitere
chemische Analyse der Calcium- und der Phosphatgehalt bestimmt. Diese Parameter
geben Anhalt fiir die Knochendichte und den Grad der Mineralisierung der
Wirbelkorper.

2.4.1 Bestimmung des Anteils der organischen und anorganischen

Knochensubstanz

Die préiparierten LWK der Versuchstiere wurden zundchst 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut, getrocknet und analytisch gewogen. Dann wurden die
Wirbelkorper einzeln in Porzellantiegeln zwei Stunden lang in einem Muffelofen, der
zuvor eine Stunde aufgeheizt worden war, einer Temperatur von 750 °C, die per
Fernthermometer Uberpriift wurde, ausgesetzt. Nach Ablauf der zwei Stunden wurden
die Wirbelkorpergliihriickstinde, die nur noch aus anorganischen Stoffen bestanden, bei
Raumtemperatur in einem Exsikkator iiber Kieselgel abgekiihlt. Die Masse des
anorganischen Riickstandes wurde durch Wiegen bestimmt. Durch Subtraktion der
Masse des anorganischen Riickstandes von der vor der Veraschung ermittelten

Gesamtmasse des Wirbelkorpers wurde die Masse des organischen Anteils des
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Wirbelkorpers bestimmt. Durch Division der anorganischen Masse durch die
Gesamtmasse wurde der prozentuale Anteil der anorganischen Substanz am
Wirbelkdrper bestimmt. Analog wurde bei der Bestimmung des prozentualen Anteils
der organischen Substanz verfahren. Zur Bestimmung der Dichte der organischen
Knochenanteile wurden die Massen der organischen Anteile der Wirbelkdrper durch das
im fpVCT ermittelte Volumen der Wirbelkorper geteilt. Analog wurde zur Bestimmung

der Dichte der anorganischen Knochenanteile verfahren.

2.4.2 Bestimmung des Calcium- und Phosphatgehaltes der Knochensubstanz

Zundchst mussten die mit einem Morser zerstoBBenen Gliihriickstande per
Sdureaufschluss mit Zitronensdure-Citrat-Puffer (pH 3,0) suspendiert werden
(Knappwost und Matouschek 1967). Dazu wurden 50 mg genau abgewogen und mit
200 ml Zitronensdure-Citrat-Puffer pH 3,0 versetzt. Diese Losung wurde in einem
Rundkolben mit Riickflusskiihler zum Sieden gebracht und unter Riickfluss drei
Stunden sieden gelassen, so dass die Losung nach dem Séureaufschluss klar war und
keine Opaleszenz zeigte. Die Aufschlusslosung wurde in einen Messkolben iiberfiihrt
und dort auf 1000 ml aufgefiillt. AnschlieBend wurden 5 ml aus dem 1000 ml
Messkolben in einen 100 ml Messkolben iiberfiihrt und dort auf 100 ml aufgefiillt, um

die Losung 1:20 zu verdiinnen.

Die Bestimmung des Calciumgehaltes erfolgte durch Flammatomabsorptions-
spektroskopie (DIN EN ISO 7980:2000) nach Zugabe von Lanthanchlorid als Matrix-
Modifier mit Luft-Acetylen-Flamme im Zerstduber des Atomabsorptionsspektrometers
(FIAS 4100, Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland), wobei die Extinktion der durch
Calcium verursachten Flammfarbung bei einer Wellenldnge von 422,7 nm bestimmt
wurde. Dazu wurde zundchst das Atomabsorptionsspektrometer mit einer
Verdiinnungsreihe mit bekannten Calciumkonzentration (0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5,
2.0, 3.0 mg /L) geeicht. Im Anschluss wurde je 5 ml der 1:20 verdiinnten
Aufschlusslosung der einzelnen Versuchstiere in das Autosampler-Rack pipettiert und
die Extinktion gemessen. Das Atomabsorptionsspektrometer konnte nun anhand der
vorherigen Eichung mit der Verdiinnungsreihe die Calciumkonzentration in mg / L

errechnen und als Messwert ausgeben.

Die Bestimmung des Phosphatgehaltes erfolgte durch Photometrie nach Zugabe von
Ammoniummolybdat. Ermittelt wurde die Extinktion des Phosphat-Molybdidnblau-
Komplexes (DIN EN ISO 6878:2004). Zur Bildung dieses Komplexes wurden 20 ml
der 1:20 verdiinnten Aufschlusslosung mit 1 ml destilliertem H,0 und 4 ml eines
Reaktionsgemisches, welches aus 25 ml Schwefelsdure (w=25%), 7,5 ml
Ammoniummolybdat-Losung, 15 ml Ascorbinsdure-Losung und 2,5 ml Kalium-
antimonoxidtartrat bestand, versetzt. Im Anschluss an eine Reaktionszeit von
mindestens zehn Minuten wurde ein Teil der Probe in eine Kiivette der Schichtdicke

10mm tiberfiihrt, in welcher die Extinktion bei einer Wellenldnge 830 nm photometrisch
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(Spektralphotometer DM4, Zeiss, Deutschland) ermittelt wurde, wobei destilliertes
Wasser als Blindprobe diente. Mithilfe einer Abgleichgeraden, die durch Messung der
Extinktion  einer  Verdiinnungsreihe  einer = Phosphat-Standardlosung  im
Konzentrationsintervall 0,0 bis 5,0 mg/l bestimmt wurde, konnte der Phosphatgehalt der

Proben berechnet werden.

2.5 Mikroradiographie

Die Analyse der Mikroradiographien dient der morphologischen Charakterisierung der
untersuchten Wirbelkorper, wobei unter anderem die Anzahl der Trabekel und die
Dicke der Kortikalis bestimmt werden konnen. Diese Parameter geben indirekt

Aufschluss iiber die biomechanischen Eigenschaften der untersuchten Wirbelkorper.

2.5.1 Histologische Aufarbeitung und Anfertigung der Mikroradiographien

Die praparierten ersten Lendenwirbelkdrper der Versuchstiere wurden zunéchst in einer
aufsteigend konzentrierten Alkoholreihe entwissert und entfettet, wobei sie jeweils
sieben Tage zunichst in 40% Alkohol, dann in 70, 80 und schlieBlich 100% Alkohol
lagerten. Nach einer weiteren Einlagerung in einer Mischung aus zur einen Halfte 100%
Ethanol und zur anderen Hélfte Methylmethacrylat folgte die definitive Einbettung und
Aushédrtung drei Wochen in einem Gemisch aus 1000 ml Methylmethacrylat, 200 ml
Dibutylphtalat und 29 g Benzoylperoxid. Um Schnittpriparate in der Sagittalebene der
Wirbelkorper zu erhalten, wurden die ausgehirteten Kunststoffblocke mit einer
speziellen Innenlochsége (Leica SP 1600 Sidgemikrotom, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, Deutschland) in 150 (+/- 20) um dicke Schichten getrennt. Unter
Verwendung eines langsamen Industriefilms (Kodak Professional Film, INDUSTREX
SR45 Film, Eastman Kodak Company, Rochester, USA) wurden die Schnittpriparate
mit einer Belichtungszeit von 6 Minuten bei einer Rohrenspannung von 40 kV und einer
Stromstdrke von 0,3 mA im Faxitron Rontgengerit (Faxitron Cabinet X-ray Systems
Model 43855A, Hewlett Packard, San Diego, USA) gerdntgt. Die entstandenen

Mikroradiographien wurden fixiert, staubfrei getrocknet, beschriftet und archiviert.

2.5.2 Einlesen der Mikroradiographien

Zur Auswertung unter dem Makroskop (Leica Stereomakroskop MZ7.5, Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden fiir jeden Wirbelkorper die zwei
zentralen Sagittalschnitte verwendet. Die Belichtung wurde konstant gehalten bei einer
Blendeneinstellung ,,B“ der mechanischen Blende am Makroskop sowie einer
konstanten Lichttemperatur von 3000 K der verwendeten Kaltlichtquelle (Leica KL
1500 LCD, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Mit einer Kamera
(Leica DC 300 F, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden die Bilder
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unter Verwendung des 1,0er Objektivs mit einem 10,0er Okular (zusammen 10-fache
VergroBerung) und mit einer konstanten Belichtungszeit von 600 ms eingelesen und auf
einem Rechner (Intel Pentium 4, 2,6 GHz) mithilfe einer Software (Leica Quantimet
QWin 2003, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) ausgewertet.

2.5.3 Auswertung der Mikroradiographien

Die oben genannte Software arbeitete mit einem Algorithmus, der bereits in
vorangegangenen Forschungsarbeiten erprobt und verwendet wurde (Erren 2009;
Sehmisch et al. 2009b; WeBling 2012). Dieser Algorithmus sah zundchst vor, im
Rahmen der ,,Graudetektion® alle Knochenanteile der Mikroradiographie auch als
solche zu erfassen. Dazu konnte der Untersucher manuell die Helligkeitsgrenzen
festlegen, innerhalb derer ein Bildpunkt vom Programm als Knochenanteil erkannt
wurde, wobei eine leichte Uberdetektion akzeptiert wurde. Sodann wurde vom
Untersucher manuell eine Fliche am Corpus vertebrae markiert, deren Grenzen zur
Boden- und Deckplatte hin die Epiphysenfuge war und die nach ventral und nach dorsal
die gesamte Kortikalis einschloss. Im nédchsten Schritt wurde diese Fliche durch
Grenzlinien zwischen Spongiosa und Kortikalis in Trabekelfliche einerseits und
ventraler und dorsaler Kortikalis andererseits unterteilt. Aufgrund der durchgefiihrten
Graudetektion konnte die Software nun innerhalb der vom Untersucher markierten
Trabekelfliche die trabekuldren Anteile identifizieren. Die jeweils abgegrenzten
Flachen der ventralen und dorsalen Kortikalis lieBen sich getrennt bestimmen. Um die
Dicke der ventralen Kortikalis zu ermitteln, wurden 10 Vektoren im rechten Winkel zur
Oberfliche so durch die Kortikalis gelegt, dass auf beiden Seiten die Vektoren
iiberragten. Zur Bestimmung des arithmetischen Mittels beriicksichtigte die Software
nur den Anteil der 10 Vektoren, der innerhalb der Kortikalis lag. Ebenso wurde analog

zur Bestimmung der dorsalen Kortikalisdicke verfahren.

2.5.4 Benutzerspezifische Validierung der Messungen

Um den Einfluss benutzerspezifischer Lerneffekte und Ungenauigkeiten zu minimieren,
erfolgte zunéchst eine Validierung der Messgenauigkeit. Dazu untersuchte der Benutzer
an finf verschiedenen Tagen immer wieder dieselben fiinf zuvor randomisiert
ausgewdhlten Sagittalschnitte von fiinf verschiedenen Lendenwirbelkorpern, wobei fiir

keinen Messparameter die akzeptierte Schwankungsbreite von 5% iiberschritten wurde.

2.5.5 Messparameter der Mikroradiographie

Eine ausfiihrliche Darstellung mit Abbildungen zu den folgenden Parametern findet sich
in der Dissertationsschrift von Thomas WeBling (WeBling 2012).
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Kortikalisdicke ventral: Anhand des arithmetischen Mittels der zehn Vektoren wird die
durchschnittliche Dicke von Periost zu Endost der ventral gelegenen Kortikalisanteile

ermittelt

Kortikalisdicke dorsal: Das arithmetische Mittel der zehn Vektoren ergibt die
durchschnittliche Dicke von Periost zu Endost der dorsal gelegenen Kortikalisanteile

Kortikalisfldche: Flache, die von Periost und Endost eingerahmt wird

Knochendichte Kortikalis: Anteil der Kortikalisfliche, der nach Graudetektion als

Knochen erkannt wird in Prozent

Knochendichte Trabekel: Anteil der Trabekelfliche, der nach Graudetektion als

Knochen erkannt wird in Prozent

Anzahl Trabekelkreuzungen: absolute Anzahl der Kreuzungspunkte von Trabekelarmen
innerhalb der Trabekelfldche

Dichte Trabekelkreuzungen: mittlere Anzahl der Kreuzungspunkte von Trabekelarmen

pro mm?; gemessen nur innerhalb der Trabekelfliche

mittlere Trabekeldicke: durchschnittliche Dicke aller erfassten Trabekel

2.6 Flachendetektor-Volumen-Computertomographie (fpVCT)

Die Analyse der durch die fpVCT gewonnenen Daten ermdglichen im Unterschied zu

den Daten der Mikroradiographie auch eine Bestimmung volumetrischer Parameter.

2.6.1 Prinzip der fpVCT

Bei der Fliachendetektor-Volumen-Computertomographie (Englisch: flat-panel volume
computed tomography, kurz: fpVCT) handelt es sich um eine Weiterentwicklung der
Computertomographie, bei der anstelle der zur Zeit im klinischen Gebrauch iiblichen
Mehrzeilendetektoren Fliachendetektoren zum Einsatz kommen, die eine hohe
Ortsauflosung ermoglichen. Diese liegt mit 3,6 LP/mm (Linienpaare/mm) im
Submillimeterbereich und ist geeignet fiir die experimentelle Anwendung im Rahmen
der Osteoporoseforschung zur Abbildung und Messung von Knochenstruktur und
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Knochendichte (Sehmisch et al. 2009a; Sehmisch et al. 2009¢c). Ergénzt wird diese
Technik  durch  Volumen-Rendering-Verfahren, wie sie bereits auch an
,konventionellen®, im klinischen Alltag gebrauchlichen CT-Gerédten verwendet werden
und welche die Entwicklung aus dem fritheren Schichtbildgebungsverfahren in ein
Volumenbildgebungsverfahren beférdert haben (Valencia et al. 2006). Bei dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten CT-Gerét handelt es sich um denselben Prototyp der
Firma General Electrics Global Research (Niskayuna, USA), der auch von Valencia et
al. 2006 verwendet wurde. Bestandteile sind eine modifizierte, zirkuldre CT-Gantry und
zwel Flachendetektoren aus amorphem Silizium, je 20,5 x 20,5 cm? mit einer Matrix aus
1024x1024 Detektorelementen, welche wiederum je 200x200 pm? grof3 sind (Valencia
et al. 2006).

2.6.2 Scannen der Ratten im Flichendetektor-Volumen-Computertomographen

Im fpVCT (Prototyp der Firma General Electrics Global Research, Niskayuna, USA)
wurden die Rattenwirbelsdulen einzeln gescannt, wobei 80 kV (Hirte der Strahlung),
100 mA (Menge der Rontgenquanten) und 8 s Rotationszeit als Scanparameter gewahlt

wurden.

Dies bedeutet, dass mit einer Rotation ein Bereich in Z-Richtung von 4,21 cm in 1000
Bildern aufgenommen wurde. Der Lendenwirbelbereich der Ratten wurde mit drei
Rotationen abgebildet. Die Rekonstruktion erfolgte, wie bereits in vorangegangenen
Versuchen der Forschungsabteilung, auf einer 512 x 512-Matrix mit einer isotropen
Voxelgrofle von 70 pm (Sehmisch et al. 2009c).

2.6.3 Phantom

Das zur Kalibrierung verwendete Phantom wurde bei jeder Aufnahme mitgescannt. Es
war mit drei Kammern ausgestattet, die Hydroxylapatit enthielten, ein knochendhnliches
Material mit bekannter Massendichte. Mithilfe des Phantoms konnte man den beim
Scannen ermittelten Hounsfield-Werten eine Massendichte zuordnen und so absolute

Dichtewerte in mg/cm® errechnen (Kliiver 2007; Griiger 2014).

2.6.4 Knochendensitometrie

Die Wirbelsdulenscans wurden an einer Workstation (Advantage Windows 4.2, General
Electric Health Care, Milwaukee, USA) mit dem Volume Viewer (Voxtool 3.0.64u) im
Volume Rendering Modus (Layout Presets: RatB Density) bearbeitet. Der zweite
Lendenwirbelkdrper wurde ohne die kndchernen Fortsédtze iiber die ,,Region Cut®-
Funktion aus der restlichen Wirbelsdule ausgeschnitten. Durch die ,,Threshold*-

Funktion wurde ein unterer Schwellenwert von 160 festgelegt. Mithilfe einer ,,Erode*-
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Funktion wurde von der Oberfliche des erstellten, dreidimensionalen Abbilds des
zweiten LWK jeweils 2 Voxel abgetragen, um dem Partialvolumeneffekt Rechnung zu
tragen. Im zugehorigen Histogramm wurde ein Gléttungsfaktor (,,Smoothing®) von 30
festgelegt. Die entstandene Kurve wurde in zwei Messbereiche unterteilt; 160 — 800 als
Messbereich fiir den trabekuldren Anteil des Wirbelkorpers, 800 — 2300 als Messbereich
fiir den kortikalen Anteil.

Nun konnten aus dem Histogramm fiir jeden Messbereich getrennt der Mittelwert, die
Standardabweichung, das Maximum und das Minimum der Strahlenschwéchung sowie
das Volumen abgelesen werden (Kliiver 2007; Griiger 2014).

2.6.5 Messparameter der fpVCT

Knochendichte gesamt: Die durch den gesamten Wirbelkdrper verursachte
Strahlenschwéichung wurde als CT-Zahl gesamt in Hounsfieldunits (HU) gemessen.
Diese wurden zur besseren Vergleichbarkeit in die Knochendichte (mg/mm?)

umgerechnet (Vergleiche Griiger 2014).

Knochendichte Kortikalis: Analog der Knochendichte gesamt wurde die durch den
kortikalen Anteil des Wirbelkdrper verursachte Strahlenschwéchung in Hounsfieldunits

HU) gemessen und in die Knochendichte (mg/mm?*) umgerechnet.
g g g

Knochendichte Spongiosa: Analog der Knochendichte gesamt wurde die durch den
trabekuldren Anteill des Wirbelkdrper verursachte Strahlenschwichung in

Hounsfieldunits (HU) gemessen und in die Knochendichte (mg/mm*) umgerechnet.

Volumen Wirbelkorper: Volumen des gesamten Wirbelkorpers, angegeben in

Kubikzentimern (cm?).

Volumen Kortikalis: Volumen der kortikalen Anteile des Wirbelkorpers, angegeben in
Kubikzentimern (cm?).

Volumen Spongiosa: Volumen der trabekulidren Anteile des Wirbelkdrpers, angegeben

in Kubikzentimern (cm?).

Volumenanteil Kortikalis: Volumenanteil der Kortikalis am Gesamtvolumen der

Wirbelkorper, angegeben in Prozent (%).
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Volumenanteil Spongiosa: Volumenanteil der trabekuliren Knochenanteile am

Gesamtvolumen der Wirbelkorper, angegeben in Prozent (%).

2.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung der ermittelten Messwerte wurde die Software GraphPad
Prism (Version 4.00, April 2003, GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) benutzt.
Dabei wurden zunichst das arithmetische Mittel, die Standardabweichung und der
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) fiir jede Versuchsgruppe getrennt bestimmt. Um
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu ermitteln, wurde
eine einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA) durchgefiihrt. Als post-hoc Test
diente ein Tukey-Kramer Test zur Verifizierung der vorher ermittelten Signifikanzen.
Zur Auswertung wurde das Signifikanzniveau mit a < 0,05 festgelegt. Mithilfe einer
Pearson-Korrelation wurden die statistischen Zusammenhidnge zwischen den
Messwerten des biomechanischen Kompressionstests und den Messwerten der
Veraschung, der fpVCT und der Mikroradiographie untersucht. Der dabei ermittelte
Korrelationskoeffizient ,,r* ist ein Mal} fiir den Grad eines linearen Zusammenhangs
und nimmt Werte zwischen +1 und -1 an. Fiir die vorliegende Arbeit wird definiert,
dass bei Werten zwischen 0,2 und 0,5 oder -0,5 und -0,2 von einer schwachen
Korrelation auszugehen ist. Werte zwischen 0,5 und 0,8 sowie zwischen -0,8 und -0,5
sind Ausdruck einer mittelstarken Korrelation. Liegt der Korrelationskoeffizient
zwischen 0,8 und 1 beziehungsweise zwischen -1 und -0,8, kann eine hohe bis perfekte

(fiir r = +1 oder -1) Korrelation angenommen werden.
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3  Ergebnisse

3.1 Korpergewicht und Nahrungsaufnahme der Versuchstiere

Die Entwicklung des Korpergewichts und der Nahrungsaufnahme der Tiere wéhrend
des Versuchs wurden bereits im Rahmen der Publikation der Ergebnisse der
Untersuchungen von Tibiae und Muskelgewebe derselben Ratten (Brandsch 2011;
Komrakova et al. 2011) veroffentlicht.

3.1.1 Korpergewicht
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Abbildung 2: Entwicklung des durchschnittlichen Kérpergewichts in Gramm (g), aufgeteilt nach
Versuchsgruppen. (*) Zwischen allen SHAM-Gruppen und allen ORX-Gruppen sind die
Unterschiede signifikant . (#) SHAM und alle ORX-Gruppen unterscheiden sich signifikant.
Aullerdem unterscheidet sich SHAM PTH signifikant von ORX und ORX PTH/2d (p<0,05).

Das Korpergewicht der orchiektomierten Ratten (ORX, ORX PTH und ORX PTH/2d)
war im Vergleich mit SHAM und SHAM PTH ab der achten Versuchswoche bis zum
Versuchsende geringer. Ab der zweiten bis zur achten Versuchswoche zeichnete sich
dieser Trend bereits ab, so dass hier zwischen SHAM und allen orchiektomierten
Gruppen (ORX, ORX PTH und ORX PTH/2d) sowie zwischen SHAM PTH und den
ORX-Gruppen ORX und ORX PTH/2d signifikante Unterschiede bestanden. Das
Korpergewicht der orchiektomierten Tiere verringerte sich in der ersten Woche nach der
Orchiektomie, um in den folgenden Wochen wieder ungefdhr auf das Ausgangsniveau
anzusteigen. Das Korpergewicht der SHAM-Tiere stieg hingegen bis zur Osteotomie
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auf hohere Werte im Vergleich zum Ausgangswert. Nach der Osteotomie in
Versuchswoche 13 verloren alle Tiergruppen deutlich an Gewicht. Gegen Ende des
Versuchs legten alle Versuchsgruppen wieder an Korpergewicht zu. Die Behandlung
mit PTH hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Korpergewicht der Versuchstiere
(Abbildung 2, Tabelle 5).

Tabelle 5: Mittelwert und Standardabweichung des Korpergewichts der Versuchtiere zu

ausgewdhlten Zeitpunkten des Versuchs.

Versuchsbeginn Osteotomie Versuchsende
SHAM 664,8 £ 62,2 719,8 £ 83,2 710,2 £ 78,7
ORX 609,8 £ 52,2 610,7 + 58,8 603,3 + 64,4
SHAM PTH 639,5+ 81,9 650,6 £ 98,2 602,9 + 74,3
ORX PTH 631,9 + 55,3 698,4 + 64,5 684,5 + 64,5
ORX PTH/2d 601,1 +54,7 598.,0 + 68,7 586,7 + 68,6
3.1.2 Nahrungsaufnahme
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Abbildung 3: Nahrungsaufnahme in Gramm pro Tier und Tag, aufgeteilt nach Versuchsgruppen.
(*) Alle SHAM-Gruppen und alle ORX-Gruppen unterscheiden sich signifikant . (#) Zwischen
ORX und allen anderen Gruppen sind die Unterschiede signifikant. (+) Zwischen SHAM und
allen anderen Gruppen sind die Unterschiede signifikant (p<0,05).

In den ersten drei Wochen nahm die Nahrungszufuhr aller Ratten deutlich zu, gefolgt
von einem signifikanten Riickgang der Nahrungsaufnahme in der vierten Woche. Im

weiteren Verlauf blieb die tigliche Aufnahme von Futter konstant bis zum Zeitpunkt der
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Osteotomie in der 13. Versuchswoche, innerhalb derer die Nahrungsaufnahme
signifikant verringert war. In der folgenden Woche normalisierte sich der Futterkonsum

der Ratten und blieb bis zum Ende des Versuchs ohne signifikante Verdnderungen.

In den ersten acht Versuchswochen ergaben sich noch keine klaren und dauerhaften
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Mit zunehmender
Versuchsdauer nahmen die orchiektomierten Tiere (ORX, ORX PTH und ORX
PTH/2d), verglichen SHAM und SHAM PTH, signifikant weniger Nahrung zu sich. Die
Behandlung mit PTH zeigte keinen Einfluss auf die tigliche Nahrungsaufnahme
(Abbildung 3, Tabelle 6).

Tabelle 6: Mittelwert und Standardabweichung der tiglichen Nahrungsaufnahme pro

Versuchstier zu ausgewdhlten Zeitpunkten des Versuchs.

Versuchsbeginn Osteotomie Versuchsende
SHAM 21,7+ 1,16 31,8 +4,45 30,0 £4,25
ORX 22,2+ 1,39 27,4+1,53 26,4 +1,97
SHAM PTH 222+ 1,48 22,4+1,79 292 +2,42
ORX PTH 13,9+ 1,56 26,0 + 2,57 24,9 + 5,86
ORX PTH/2d 21,0+6,18 28,3 +8,19 25,0 + 2,44
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3.2 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

3.2.1 Maximalkraft

Maximalkraft [N]
- N w
e S S o
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Abbildung 4: Maximalkraft (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Sowohl bei knochengesunden SHAM-Tieren als auch bei orchiektomierten Tieren
konnte unter tdglicher PTH-Gabe eine signifikant erhohte Maximalkraft festgestellt
werden (SHAM PTH zeigt signifikant hohere Werte als SHAM, ORX PTH zeigt
signifikant hohere Werte als ORX). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte die
Maximalkraft, der Unterschied zwischen ORX PTH/2d und ORX ist jedoch nicht
signifikant. Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Maximalkraft
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). ORX PTH hatte im
Vergleich mit SHAM signifikant hohere Messwerte und SHAM PTH zeigte signifikant
hohere Werte als ORX, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation
der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 4, Tabelle 7).

Tabelle 7: Messwerte fiir den Parameter , Maximalkraft”. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Maximalkraft [N]
252,4+52,15 2544+4579 337,7+84,28 378,4+3721 317,5+53,36
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3.2.2 Bruchkraft
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Abbildung 5: Bruchkraft (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Bei knochengesunden SHAM-Tieren und bei orchiektomierten Tieren konnte unter
taglicher PTH-Gabe eine signifikant erhohte Bruchkraft festgestellt werden (SHAM
PTH zeigt signifikant hohere Werte als SHAM , ORX PTH zeigt signifikant hohere
Werte als ORX). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte die Bruchkraft, der
Unterschied zwischen ORX PTH/2d und ORX ist jedoch nicht signifikant. Die
Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Bruchkraft (kein signifikanter
Unterschied zwischen SHAM und ORX). ORX PTH hatte im Vergleich mit SHAM
signifikant hohere Messwerte und SHAM PTH zeigte signifikant hohere Werte als
ORX, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse
irrelevant (Abbildung 5, Tabelle 8).

Tabelle 8: Messwerte fiir den Parameter , Bruchkraft”. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Bruchkraft [N]
2423+ 15,82 248,6+13,05 331,1+24,99 372,1+£11,17 311,6£15,64
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3.2.3 Steigung
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Abbildung 6: Steigung (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht
signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die im Séulendiagramm (Abbildung 6) dargestellten Messwerte fiir den Parameter
Steigung zeigen in der Varianzanalyse keine statistisch signifikanten Unterschiede

(p<0,05) (Tabelle 9), tendenziell hatten jedoch alle mit PTH behandelten Gruppen

hohere Messwerte als alle unbehandelten Gruppen.

Tabelle 9: Messwerte fiir den Parameter ,,Steigung“. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORX PTH/2d

Steigung [N/mm]
182,8 £ 74,45 194,4+92,85 263,5+102,9 247,1+63,36 219,8 + 73,22
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3.2.4 yield load
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Abbildung 7: yield load (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Bei knochengesunden SHAM-Tieren und bei orchiektomierten Tieren konnte unter
taglicher PTH-Gabe eine signifikant erhohte yield load festgestellt werden (SHAM PTH
zeigt signifikant hohere Werte als SHAM , ORX PTH zeigt signifikant hohere Werte als
ORX). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte die yield load, der Unterschied
zwischen ORX PTH/2d und ORX ist jedoch nicht signifikant. Die Orchiektomie hatte
keinen signifikanten Effekt auf die yield load (kein signifikanter Unterschied zwischen
SHAM und ORX). ORX PTH hatte im Vergleich mit SHAM signifikant hdhere
Messwerte und SHAM PTH zeigte signifikant hohere Werte als ORX und ORX
PTH/2d, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der
Ergebnisse irrelevant (Abbildung 7, Tabelle 10).

Tabelle 10: Messwerte fiir den Parameter , yield load*. Angegeben sind Mittelwerte

und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Yield Load [N]
232,2+50,86 238,8+53,85 323,8+101,9 3755+38,07 296,8+59.47
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3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests
3.2.5.1 Durch Orchiektomie induzierte Effekte

Die Orchiektomie bewirkte bei keinem Parameter des biomechanischen
Kompressionstests einen signifikanten Unterschied (ein signifikanter Unterschied
zwischen ORX und SHAM lieB sich nicht feststellen (Abbildung 4-7).

3.2.5.2 Durch PTH-Gabe induzierte Effekte bei knochengesunden SHAM-Tieren

Unter téglicher Gabe von PTH konnte eine deutliche Verbesserung der
biomechanischen Eigenschaften fir SHAM-Tiere festgestellt werden. Dieser Effekt
betrifft die Parameter “Bruchkraft”, “Maximalkraft” und “yield load”. Fir den
Parameter “Steigung” zeigt sich zwar in der grafischen Darstellung als Balkendiagramm
klar erkennbar eine deutliche Steigerung unter tiglicher PTH-Gabe, die Unterschiede
sind jedoch nicht signifikant (Abbildung 6).

3.2.5.3 Durch PTH-Gabe bei orchiektomierten Tieren induzierte Effekte

Unter tédglicher Gabe von PTH konnte eine deutliche Verbesserung der
biomechanischen Eigenschaften auch fiir orchiektomierte Tiere festgestellt werden.
Dieser Effekt betrifft die Parameter “Bruchkraft”, “Maximalkraft” und “yield load”. Fiir
den Parameter “Steigung” zeigt sich zwar in der grafischen Darstellung als
Balkendiagramm klar erkennbar eine deutliche Steigerung unter tiglicher PTH-Gabe,
die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (Abbildung 6). Die PTH-Gabe alle zwei
Tage verbesserte zwar tendenziell ebenfalls alle biomechanischen Parameter, die
Steigerung féllt jedoch im Vergleich mit der tdglichen Applikation geringer aus, und die

Unterschiede sind nicht signifikant.
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3.3 Ergebnisse der Mikroradiographien

3.3.1 Ventrale Kortikalisdicke
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Abbildung 8: ventrale Kortikalisdicke (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit

verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die ventrale Kortikalisdicke
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tidgliche PTH-Gabe
steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die
ventrale Kortikalisdicke (ORX PTH ist grofer im Vergleich zu ORX, SHAM PTH ist
groler im Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte
signifikant die ventrale Kortikalisdicke (ORX PTH/2d ist gréBer im Vergleich zu ORX).
SHAM PTH hatte im Vergleich mit ORX signifikant hohere Messwerte, der Vergleich
dieser Gruppen ist jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 8,
Tabelle 11).

Tabelle 11: Messwerte fiir den Parameter , ventrale Kortikalisdicke*. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

ventrale
0,43+0,14 041+0,07 0,54+0,18 0,55 +0,09 0,52+0,14
Kortikalisdicke [mm]
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3.3.2 Dorsale Kortikalisdicke
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Abbildung 9: Dorsale Kortikalisdicke (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die dorsale Kortikalisdicke (kein
signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tdgliche PTH-Gabe steigerte
bei Kontrollgruppen die dorsale Kortikalisdicke (SHAM PTH ist grofer im Vergleich
zu SHAM). Bei orchiektomierten Gruppen steigerte die PTH-Gabe alle zwei Tage
signifikant die dorsale Kortikalisdicke (ORX PTH/2d ist groer im Vergleich zu ORX),
fiir die tdgliche Gabe zeigten sich ebenfalls hohere Messwerte fiir ORX PTH im
Vergleich mit ORX, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. AuBBerdem hatten
SHAM PTH im Vergleich mit ORX, ORX PTH im Vergleich mit SHAM und ORX
PTH/2d im Vergleich mit SHAM signifikant hohere Messwerte, die Vergleiche dieser
Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 9,
Tabelle 12).

Tabelle 12: Messwerte fiir den Parameter , dorsale Kortikalisdicke“. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

dorsale Kortikalisdicke

0,36+0,08 0,38+0,05 044+0,11 049+0,10 0,46+ 0,06
[mm]
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3.3.3 Kortikalisfléiche
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Abbildung 10: Kortikalisfliche (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchicktomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Kortikalisfliche (kein
signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ,,ORX). Die tidgliche PTH-Gabe
steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die
Kortikalisflaiche (ORX PTH ist grofler im Vergleich zu ORX, SHAM PTH ist grofler im
Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte signifikant die
Kortikalisfliche (ORX PTH/2d ist grofer im Vergleich zu ORX). AuBerdem hatten
SHAM PTH im Vergleich mit ORX und ORX PTH, und ORX PTH/2d im Vergleich
mit SHAM signifikant hohere Messwerte, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch
fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 10, Tabelle 13).

Tabelle 13: Messwerte fiir den Parameter , Kortikalisfliche”. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORX PTH/2d

Kortikalisflache
[mm’] 732+ 2,64 6,93 + 1,21 8,66 + 2,37 10,65 + 1,12 9,21+ 1,57
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3.3.4 Knochendichte Kortikalis
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Abbildung 11: Knochendichte Kortikalis (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Knochendichte der
Kortikalis (kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tégliche
PTH-Gabe steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen
die Knochendichte der Kortikalis (ORX PTH ist groBler im Vergleich zu ORX, SHAM
PTH ist grofler im Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte
die Knochendichte der Kortikalis, der Unterschied zwischen ORX PTH/2d und ORX ist
jedoch nicht signifikant. AuBerdem hatten ORX PTH und ORX PTH/2d jeweils im
Vergleich mit SHAM signifikant hohere Messwerte, die Vergleiche dieser Gruppen sind
jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 11, Tabelle 14).

Tabelle 14: Messwerte fiir den Parameter ,, Knochendichte Kortikalis “. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Knochendichte Kortikalis
(o] 91,65+3,10 92,52+£2,60 9528+238 9450+2,63 94,04+ 1,58
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3.3.5 Knochendichte Trabekel
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Abbildung 12: Knochendichte Trabekel (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Knochendichte der Trabekel
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tdgliche PTH-Gabe
steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die
Knochendichte der Trabekel (ORX PTH ist grofer im Vergleich zu ORX, SHAM PTH
ist groBer im Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte
signifikant die Kortikalisfliche (ORX PTH/2d ist grofer im Vergleich zu ORX). Die
tagliche Applikation von PTH zeigt signifikant hohere Messwerte als die Gabe jeden
zweiten Tag (ORX PTH ist signifikant erhoht im Vergleich zu ORX PTH/2d).
AuBerdem hatten SHAM PTH im Vergleich mit ORX und ORX PTH/2d, und ORX
PTH im Vergleich mit SHAM signifikant hohere Messwerte, die Vergleiche dieser
Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 12,
Tabelle 15).

Tabelle 15: Messwerte fiir den Parameter ,,Knochendichte Trabekel . Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Knochendichte

Trabekel [%] 43,80 £8,64 41,39+7,04 56,93+7,39 5846+8,60 49,77 +7,28
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3.3.6 Anzahl der Trabekelkreuzungen
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Abbildung 13: Anzahl der Trabekelkreuzungen (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie senkte bei unbehandelten Tieren signifikant die Anzahl der
Trabekelkreuzungen (SHAM ist grofer als ORX). Die PTH-Gabe hatte keinen
signifikanten Effekt. SHAM zeigt auch im Vergleich mit ORX PTH und ORX PTH/2d
signifikant hohere Messwerte, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die
Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 13, Tabelle 16).

Tabelle 16: Messwerte fiir den Parameter ,, Anzahl Trabekelkreuzungen*. Angegeben

sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Anzahl
Trabekelkreuzungen 110312180 86,79+ 1849 91,77+ 18,83 96,95 +20,39 84,00 + 17,39
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3.3.7 Dichte der Trabekelkreuzungen
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Abbildung 14: Dichte der Trabekelkreuzungen (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit

verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie senkte bei unbehandelten Tieren signifikant die Dichte der
Trabekelkreuzungen ( SHAM zeigt signifikante hohere Messergebnisse als ORX). Die
tagliche PTH-Gabe hatte keinen signifikanten Effekt bei SHAM-Tieren. Bei
orchiektomierten Tieren nahm die Dichte der Trabekelkreuzungen unter tiglicher Gabe
von PTH signifikant zu (ORX PTH zeigt signifikant hohere Messwerte als ORX). Die
tagliche Gabe ist der Gabe jeden zweiten Tag iiberlegen (ORX PTH ist signifikant
erhoht im Vergleich zu ORX PTH/2d) (Abbildung 14, Tabelle 17).

Tabelle 17: Messwerte fiir den Parameter ,,Dichte Trabekelkreuzungen®. Angegeben

sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH

Dichte Trabekelkreuzungen

[1/mm’] 442127 3,18+0,63 428+2,04 3,93+0913 3,38+0,62
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3.3.8 Mittlere Trabekeldicke
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Abbildung 15: Mittlere Trabekeldicke (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die mittlere Trabekeldicke (kein
signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tigliche PTH-Gabe steigerte
sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die mittlere
Trabekeldicke (ORX PTH ist grofer im Vergleich zu ORX, SHAM PTH ist gréfer im
Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte die mittlere
Trabekeldicke, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant (ORX PTH/2d ist nicht
signifikant groBer im Vergleich zu ORX). SHAM PTH hatte im Vergleich mit ORX
signifikant hohere Messwerte, und ORX PTH hatte im Vergleich mit SHAM signifikant
hohere Messwerte, der Vergleich dieser Gruppen ist jedoch fiir die Interpretation der
Ergebnisse irrelevant (Abbildung 15, Tabelle 18).

Tabelle 18: Messwerte fiir den Parameter , mittlere Trabekeldicke . Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

mittlere Trabekeldicke [pum]
5,74+0,58 5,77+£0,69 7,18+0,70 7,25+ 1,51 6,46 £ 0,73
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3.3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Mikroradiographie

3.3.9.1 Durch Orchiektomie induzierte Effekte

Die Orchiektomie senkte bei unbehandelten Tieren signifikant die Anzahl und die
Dichte der Trabekelkreuzungen. Die {ibrigen Parameter ventrale und dorsale
Kortikalisdicke, Knochendichte der Trabekel, Knochendichte der Kortikalis,
Kortikalisfliche und mittlere Trabekeldicke blieben durch die Orchiektomie ohne

signifikanten Unterschied.

3.3.9.2 Durch PTH-Gabe induzierte Effekte bei knochengesunden SHAM-Tieren

Durch PTH-Gabe zeigten sich deutliche Effekte an der Kortikalis und an der Spongiosa.
An der Kortikalis lieen sich folgende Effekte beobachten: die ventrale und die dorsale
Kortikalis waren unter tdglicher PTH-Gabe dicker, die Kortikalisfliche und die
Knochendichte der Kortikalis waren signifikant grofer.

An der Spongiosa lieBen sich folgende Effekte beobachten: die Knochendichte der
trabekuldren Knochenanteile (,,Knochendichte Trabekel) und die mittlere
Trabekeldicke waren unter PTH-Gabe grofer. Auf die Anzahl und Dichte der
Trabekelkreuzungen hatte die PTH-Gabe keinen signifikanten Effekt.

3.3.9.3 Durch PTH-Gabe bei orchiektomierten Tieren induzierte Effekte

An der Kortikalis lieBen sich folgende Effekte beobachten: die ventrale Kortikalis war
sowohl unter tiglicher PTH-Gabe und auch unter PTH-Gabe im zweitéglichem Intervall
dicker. Auch die Kortikalisfliche war sowohl unter tiglicher PTH-Gabe als auch unter
PTH-Gabe im zweitdglichen Intervall signifikant groBer. Die dorsale Kortikalis war
unter PTH-Gabe im zweitdglichen Intervall dicker, bei tdglicher PTH-Gabe war der
Unterschied nicht mehr signifikant. Die Knochendichte der Kortikalis war unter
taglicher PTH-Gabe grofler, bei zweitdglichem Applikationsintervall zeigte sich jedoch

nur eine nicht signifikante Tendenz.

An der Spongiosa lieBen sich folgende Effekte beobachten: die Knochendichte der
trabekuldren Knochenanteile (,,Knochendichte Trabekel) wund die mittlere
Trabekeldicke waren unter PTH-Gabe sowohl fiir das tdgliche als auch fiir das
zweitdgliche Applikationsintervall groBer. Auf die Anzahl der Trabekelkreuzungen
hatte die PTH-Gabe keinen wesentlichen Einfluss. Fir die Dichte der
Trabekelkreuzungen zeigten sich unterschiedliche Effekte fiir orchiektomierte Tiere und
fir SHAM-Tiere. Fiir orchiektomierte Tiere konnte unter téglicher PTH-Gabe eine
signifikant hohere Dichte der Trabekelkreuzungen gezeigt werden, dies traf auf die
Gabe an jedem zweiten Tag nicht zu. Bei SHAM-Tieren konnte kein wesentlicher
Effekt der PTH-Gabe festgestellt werden.
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3.4 Veraschung

3.4.1 Masse der Wirbelkorper
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Abbildung 16: Masse der Wirbelkorper vor Veraschung (Mittelwerte und SEM). (abc) Die
Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro
Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Masse der Wirbelkorper
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tégliche PTH-Gabe
steigerte bei der Kontrollgruppe die Masse der Wirbelkorper (SHAM PTH ist grofler im
Vergleich zu SHAM). Bei orchiektomierten Tieren hatte die PTH-Gabe keinen
signifikanten Effekt (ORX PTH/2d und ORX PTH sind jeweils nicht signifikant grofer
im Vergleich zu ORX). SHAM PTH hatte im Vergleich mit ORX, ORX PTH/2d und
ORX PTH signifikant hohere Messwerte, der Vergleich dieser Gruppen ist jedoch fiir
die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 16, Tabelle 19).

Tabelle 19: Messwerte fiir den Parameter ,,Masse der Wirbelkérper“. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Masse [mg]  4194+551  3755+250  4444+90,1 55071332  394,6 56,1
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3.4.2 Organische Masse der Wirbelkorper
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Abbildung 17: Organische Masse (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n=8 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die organische Masse (kein
signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die PTH-Gabe hatte keinen
signifikanten Effekt (ORX PTH/2d und ORX PTH zeigen jeweils keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu ORX, zwischen SHAM PTH und SHAM lassen sich
keine signifikanten Unterschiede feststellen). SHAM PTH ist signifikant groBer als die
Versuchsgruppen ORX und ORX PTH/2d, der Vergleich dieser Gruppen ist jedoch fiir
die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 17, Tabelle 20).

Tabelle 20: Messwerte fiir den Parameter , Organische Masse*. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Organische
270,1 £36,04 2457+ 18,45 268,3+46,56 307,4+61,57 247,8+36,24
Masse [mg]
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3.4.3 Anorganische Masse der Wirbelkorper
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Abbildung 18: Anorganische Masse (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>8 pro Gruppe.

Sowohl bei knochengesunden SHAM-Tieren als auch bei orchiektomierten Tieren
konnte unter tdglicher PTH-Gabe eine signifikant erhohte anorganische Masse
festgestellt werden (SHAM PTH zeigt signifikant hohere Werte als SHAM, ORX PTH
zeigt signifikant hohere Werte als ORX). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte
die anorganische Masse, der Unterschied zwischen ORX PTH/2d und ORX ist
signifikant. Die orchiektomierten unbehandelten Tiere (ORX) hatten eine signifikant
niedrigere anorganische Masse im Vergleich zur Kontrollgruppe (SHAM). SHAM PTH
hatte im Vergleich mit ORX, ORX PTH und ORX PTH/2d signifikant hohere
Messwerte, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der
Ergebnisse irrelevant. Zusammengefasst weist SHAM PTH eine signifikant hohere
anorganische Masse auf als alle anderen Versuchsgruppen. ORX weist eine signifikant
niedrigere anorganische Masse auf als alle anderen Versuchsgruppen (Abbildung 18,
Tabelle 21).

Tabelle 21: Messwerte fiir den Parameter ,, Anorganische Masse*. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Anorganische
149,2+21,98 120,0+16,82  154,1+10,73 181,24+ 13,60 146,7+21,49
Masse [mg]
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3.4.4 Organischer Massenanteil der Wirbelkorper

~
o
1

ab

N w H [3)] [=2]
o o o o o
I 3 L L L

Organischer Massenanteil [%]

=Y
o
L

o

N & >
$ o8
2 © Q&

Abbildung 19: Organischer Massenanteil (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>8 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt (kein signifikanter Unterschied
zwischen SHAM und ORX). Die tigliche PTH-Gabe hatte weder bei der
Kontrollgruppe noch bei den orchiektomierten Tieren einen signifikanten Einfluss auf
die Masse der Wirbelkorper (kein signifikanter Unterschied zwischen ORX PTH und
ORX, kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM PTH und SHAM). Die PTH-
Gabe jeden zweiten Tag fithrte zur Abnahme des organischen Massenanteils (ORX
PTH/2d ist signifikant kleiner als ORX). ORX ist signifikant grofler als SHAM PTH,

der Vergleich dieser Gruppen ist jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant
(Abbildung 19, Tabelle 22).

Tabelle 22: Messwerte fiir den Parameter , Organischer Massenanteil“. Angegeben

sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Organischer
Massenanteil 64,45 +2,05 66,17 £ 2,41 63,18 +3,15 62,51 3,77 62,79 £ 1,63
[%o]
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3.4.5 Anorganischer Massenanteil der Wirbelkorper
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Abbildung 20: Anorganischer Massenanteil (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>8 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt. Die Mittelwerte von SHAM sind
zwar grofler als die von ORX, der Unterschied zwischen SHAM und ORX ist jedoch
nicht signifikant. Die tdgliche PTH-Gabe steigerte bei orchiektomierten Gruppen den
anorganischen Massenanteil (ORX PTH ist groBBer im Vergleich zu ORX). Auch die
PTH-Gabe alle zwei Tage erhohte den anorganischen Massenanteil (ORX PTH/2d ist
signifikant groBBer im Vergleich zu ORX). Bei Kontrolltieren bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den unbehandelten und den téglich mit PTH behandelten Tieren
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM PTH und SHAM). SHAM PTH hatte
im Vergleich mit ORX signifikant hohere Messwerte, der Vergleich dieser Gruppen ist
jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant. Zusammenfassend zeigten alle
PTH-behandelten Gruppen signifikant groBere Werte als die Versuchsgruppe ,,ORX*
(Abbildung 20, Tabelle 23).

Tabelle 23: Messwerte fiir den Parameter ,,Anorganischer Massenanteil . Angegeben

sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d
Anorganischer
Massenanteil 35,55 +2,05 32,06 + 4,68 36,82 + 3,15 37,49 + 3,77 37,21 + 1,63
[o]
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3.4.6 Dichte der organischen Knochenanteile
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Abbildung 21: Dichte der organischen Knochenanteile (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte
unterscheiden sich nicht signifikant (p< 0,05 ). n>8 pro Gruppe.

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen den Messwerten
der einzelnen Versuchsgruppen (Abbildung 21, Tabelle 24). Weder durch Orchiektomie
noch durch PTH-Gabe lieB sich ein Effekt beobachten.

Tabelle 24: Messwerte fiir den Parameter , Dichte der organischen Knochenanteile .

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d
Dichte der
organischen
1,15+ 0,21 1,24 £ 0,22 1,43 £ 0,33 1,29 £ 0,26 1,17 £0,09
Knochenanteile
[mg / mm?]
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3.4.7 Dichte der anorganischen Knochenanteile
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Abbildung 22: Dichte der anorganischen Knochenanteile (Mittelwerte und SEM). (abc) Die
Mittelwerte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>8 pro

Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt. Die Mittelwerte von SHAM sind
zwar grofler als die von ORX, der Unterschied zwischen SHAM und ORX ist jedoch
nicht signifikant. Die tigliche PTH-Gabe steigerte bei orchiektomierten Gruppen die
Dichte der anorganischen Knochenanteile (ORX PTH > ORX). Auch die PTH-Gabe
alle zwei Tage erhohte die Dichte der anorganischen Knochenanteile, der Unterschied
ist jedoch nicht signifikant (ORX PTH/2d ist nicht signifikant groer im Vergleich zu
ORX). ORX PTH zeigt signifikant hohere Messwerte im Vergleich mit ORX PTH/2d.
Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM PTH und SHAM erkennbar.
SHAM PTH hatte im Vergleich mit ORX signifikant hohere Messwerte, und ORX PTH
hatte im Vergleich mit SHAM signifikant hohere Messwerte, der Vergleich dieser
Gruppen ist jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 22,
Tabelle 25).

Tabelle 25: Messwerte fiir den Parameter ,, Dichte der anorganischen Knochenanteile “.

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d
Dichte der
anorganischen
0,64+ 0,11 0,58 +0,13 0,81 +0,14 0,76 £ 0,06 0,68 £ 0,03
Knochenanteile
[mg / mm?]
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3.4.8 Calciumanteil
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Abbildung 23: Calciumanteil (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht
signifikant (p< 0,05 ). n>7 pro Gruppe.

Fiir den Parameter ,,Calciumanteil ergeben sich keine signifikanten Unterschiede

(p<0,05) zwischen den Messwerten der einzelnen Versuchsgruppen (Abbildung 23,
Tabelle 26).

Tabelle 26: Messwerte fiir den Parameter , Calciumanteil”. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Calciumanteil

ol 2962+ 1225 3512+582  30,19+7.81  3550+334  2844+1022
(1]
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3.4.9 Phosphatanteil
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Abbildung 24: Phosphatanteil (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht
signifikant (p< 0,05 ). n=>6 pro Gruppe.

Die ermittelten Messwerte zeigen keine signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen in Bezug auf den Parameter ,,Phosphatanteil®
(Abbildung 24, Tabelle 27).

Tabelle 27: Messwerte fiir den Parameter , Phosphatanteil”. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORX PTH/2d

Phosphatanteil [%] 35,09 + 12,72 41,46 £ 5,54 38,23 £ 6,25 45,70 £4,85 37,25 £ 10,90
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3.4.10 Verhiiltnis von Calciumanteil zu Phosphatanteil
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Abbildung 25: Verhiltnis von Calciumanteil zu Phosphatanteil (Mittelwerte und SEM). Die
Mittelwerte unterscheiden sich nicht signifikant (p< 0,05 ). n>6 pro Gruppe.

Fiir den Parameter ,,Verhéltnis von Calciumanteil zu Phosphatanteil” zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede (p<0,05) zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
(Abbildung 25, Tabelle 28).

Tabelle 28: Messwerte fiir den Parameter ,, Verhdltnis von Calciumanteil zu

Phosphatanteil “. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Verhiltnis von

Calciumanteil zu

Phosphatanteil 1,82+0,25 1,96+0,15 1,81 £0,21 1,88+ 0,20 1,78 +0,17
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3.4.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der Veraschung
3.4.11.1 Durch Orchiektomie induzierte Effekte

Die orchiektomierten unbehandelten Tiere (ORX) wiesen eine signifikant niedrigere
anorganische Masse im Vergleich zur Kontrollgruppe (SHAM) auf. Dazu passend
zeigten sich fiir ORX niedrigere Mittelwerte des anorganischen Knochenanteils, der
Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Die iibrigen Parameter organische Masse,
organischer Massenanteil, Gesamtmasse der Wirbelkorper, Calcium- und
Phosphatanteil, Verhiltnis von Calciumanteil zu Phosphatanteil, Dichte der organischen
Knochenanteile und Dichte der anorganischen Knochenanteile blieben durch die
Orchiektomie ohne signifikanten Unterschied.

3.4.11.2 Durch PTH-Gabe induzierte Effekte bei knochengesunden SHAM-Tieren

Die tédgliche PTH-Gabe steigerte bei der Kontrollgruppe die Gesamtmasse der
Wirbelkorper und die anorganische Masse der Wirbelkdrper signifikant. GrofBere
Messwerte konnten auch fiir die Dichte der anorganischen Knochenanteile der tiglich

behandelten Tiere festgestellt werden, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

3.4.11.3 Durch PTH-Gabe bei orchiektomierten Tieren induzierte Effekte

Die tédgliche PTH-Gabe steigerte bei orchiektomierten Gruppen die Dichte der
anorganischen Knochenanteile, die anorganische Masse und den anorganischen
Massenanteil. Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte den anorganischen
Massenanteil und erhohte die anorganische Masse signifikant. Ebenfalls gesteigert war
die Dichte der anorganischen Knochenanteile, der Unterschied zu den unbehandelten
orchiektomierten Tieren ist jedoch nicht signifikant.

Anders als die tigliche PTH-Gabe fiihrte die Applikation an jedem zweiten Tag zur

signifikanten Abnahme des organischen Massenanteils.
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3.5 Fliachendetektor-Volumen-Computertomographie (fpVCT)

3.5.1 Knochendichte gesamt
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Abbildung 26: Knochendichte Gesamt (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die ,,Knochendichte Gesamt*
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tdgliche PTH-Gabe
steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die
,Knochendichte Gesamt“ (ORX PTH > ORX, SHAM PTH > SHAM). Auch die PTH-
Gabe alle zwei Tage erhohte signifikant die ,,Knochendichte Gesamt™ (ORX PTH/2d ist
grofler im Vergleich zu ORX). Die tigliche Applikation von PTH zeigt signifikant
hohere Messwerte als die Gabe jeden zweiten Tag (ORX PTH ist signifikant erhoht im
Vergleich zu ORX PTH/2d). Auflerdem wiesen SHAM PTH im Vergleich mit ORX
und ORX PTH/2d, und ORX PTH im Vergleich mit SHAM signifikant hohere
Messwerte auf, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der
Ergebnisse irrelevant (Abbildung 26, Tabelle 29).

Tabelle 29: Messwerte fiir den Parameter , Knochendichte Gesamt“. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Knochendichte
400,93 +£50,75 386,04 +47,98 450,69 +£ 65,96 461,52 +49,79 42497 + 51,95
gesamt [mg/mm?]
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3.5.2 Volumen der Wirbelkorper
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Abbildung 27: Volumen Wirbelkérper (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte unterscheiden sich
nicht signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Es konnen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Volumina der Wirbelkorper

der einzelnen Gruppen nachgewiesen werden (Abbildung 27, Tabelle 30).

Tabelle 30: Messwerte fiir den Parameter ,,Volumen Wirbelkorper*. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d
Volumen
Wirbelkérper 0,24 £ 0,05 0,21 £0,04 0,20 £ 0,04 0,24 £0,01 0,22 +£0,03
[em?]
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3.5.3 Knochendichte der Kortikalis
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Abbildung 28: Knochendichte Kortikalis (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit

verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die ,,Knochendichte Kortikalis*
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tdgliche PTH-Gabe
steigerte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen die
,Knochendichte Kortikalis*“ (ORX PTH ist groBBer im Vergleich zu ORX, SHAM PTH
ist groBer im Vergleich zu SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage erhohte
signifikant die ,,Knochendichte Kortikalis* (ORX PTH/2d ist groBer im Vergleich zu
ORX). Die tigliche Applikation von PTH zeigt keinen signifikanten Unterschied zur
Gabe jeden zweiten Tag (ORX PTH im Vergleich zu ORX PTH/2d). AuBlerdem wiesen
SHAM PTH im Vergleich mit ORX und ORX PTH/2d, und ORX PTH im Vergleich
mit SHAM signifikant hohere Messwerte auf, die Vergleiche dieser Gruppen sind
jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 28, Tabelle 31).

Tabelle 31: Messwerte fiir den Parameter ,, Knochendichte Kortikalis . Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Knochendichte
462,54 £46,35 451,37 +£43,15 494,36 + 58,02 509,93 + 47,82 477,09 +47,92
Kortikalis
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3.5.4 Volumen der Kortikalis
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Abbildung 29: Volumen Kortikalis (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit

verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf das Volumen der Kortikalis
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die PTH-Gabe hatte
keinen signifikanten Effekt (ORX PTH/2d und ORX PTH zeigen jeweils keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu ORX, zwischen SHAM PTH und SHAM
lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen). Die tdgliche Applikation von
PTH zeigt keinen signifikanten Unterschied zur Gabe jeden zweiten Tag (ORX PTH im
Vergleich zu ORX PTH/2d). SHAM PTH ist signifikant groBer als die
Versuchsgruppen ORX, ORX PTH und ORX PTH/2d, der Vergleich dieser Gruppen ist
jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant (Abbildung 29, Tabelle 32).

Tabelle 32: Messwerte fiir den Parameter ,,Volumen Kortikalis*“. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Volumen

0,17 +£0,03 0,15+0,02 0,16 £ 0,03 0,20 + 0,01 0,17 £ 0,02
Kortikalis [em?]
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3.5.5 Volumenanteil der Kortikalis
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Abbildung 30: Volumenanteil Kortikalis (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf den ,,Volumenanteil Kortikalis*
(kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tigliche PTH-Gabe
erhohte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen den
Volumenanteil Kortikalis (ORX PTH > ORX, SHAM PTH > SHAM). Auch die PTH-
Gabe alle zwei Tage steigerte signifikant den ,,Volumenanteil Kortikalis* (ORX
PTH/2d ist groBer im Vergleich zu ORX). Die tdgliche Applikation von PTH zeigt
keinen signifikanten Unterschied zur Gabe jeden zweiten Tag (ORX PTH im Vergleich
zu ORX PTH/2d). AuBBerdem hatten SHAM PTH im Vergleich mit ORX, und ORX
PTH/2d sowie ORX PTH im Vergleich mit SHAM, signifikant hohere Messwerte, die
Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse irrelevant.
Zusammengefasst zeigten alle behandelten Gruppen signifikant hohere Messwerte als
unbehandelte Gruppen (SHAM PTH, ORX PTH und ORX PTH/2d sind groBer als
ORX und SHAM (Abbildung 30, Tabelle 33).

Tabelle 33: Messwerte fiir den Parameter ,, Volumenanteil Kortikalis* in Prozent (%).

Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Volumenanteil

L 72,45 +3,92 69,37 + 3,82 82,55 +£5,61 82,61 £2,61 78,09 £+ 3,28
Kortikalis [%]
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3.5.6 Knochendichte der Spongiosa
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Abbildung 31: Knochendichte Spongiosa (Mittelwerte und SEM). Die Mittelwerte unterscheiden
sich nicht signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Knochendichte der Spongiosa unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen (Abbildung 31, Tabelle 34).

Tabelle 34: Messwerte fiir den Parameter ,,Knochendichte Spongiosa“. Angegeben

sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAM PTH ORXPTH/2d

Knochendichte

. 238,59 +37,45 237,29+37,22 241,84+39,76 237,10+38,07 239,40 + 36,24
Spongiosa
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3.5.7 Volumen der Spongiosa
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Abbildung 32: Volumen Spongiosa (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf das Volumen der Spongiosa.
Die tigliche PTH-Gabe senkte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei
Kontrollgruppen das Volumen der Spongiosa (ORX PTH < ORX, SHAM PTH <
SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage verringerte signifikant das Volumen der
Spongiosa (ORX PTH/2d < ORX). Die tdgliche Applikation von PTH zeigt keinen
signifikanten Unterschied zur Gabe jeden zweiten Tag (ORX PTH im Vergleich zu
ORX PTH/2d). AuBerdem hatten SHAM PTH im Vergleich mit ORX, und ORX
PTH/2d sowie ORX PTH im Vergleich mit SHAM signifikant niedrigere Messwerte,
die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation der Ergebnisse
irrelevant. Zusammengefasst zeigten alle behandelten Gruppen signifikant niedrigere
Messwerte als unbehandelte Gruppen (SHAM PTH, ORX PTH und ORX PTH/2d <
ORX und SHAM) (Abbildung 32, Tabelle 35).

Tabelle 35: Messwerte fiir den Parameter ,,Volumen Spongiosa*. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORX PTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Volumen Spongiosa [ecm®] 0,07+0,02 0,07+0,02 0,04+0,02 0,04 +0,01 0,04 +0,01
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3.5.8 Volumenanteil der Spongiosa
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Abbildung 33: Volumenanteil Spongiosa (Mittelwerte und SEM). (abc) Die Mittelwerte mit
verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p< 0,05 ). n>10 pro Gruppe.

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf den Volumenanteil der
Spongiosa (kein signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX). Die tigliche
PTH-Gabe senkte sowohl bei orchiektomierten Gruppen als auch bei Kontrollgruppen
signifikant den Volumenanteil der Spongiosa (ORX PTH < ORX, SHAM PTH <
SHAM). Auch die PTH-Gabe alle zwei Tage senkte signifikant den Volumenanteil der
Spongiosa (ORX PTH/2d ist kleiner im Vergleich zu ORX). Die tdgliche Applikation
von PTH zeigt keinen signifikanten Unterschied zur Gabe jeden zweiten Tag (ORX
PTH im Vergleich zu ORX PTH/2d). AuBlerdem hatten SHAM PTH im Vergleich mit
ORX, und ORX PTH/2d sowie ORX PTH im Vergleich mit SHAM signifikant
niedrigere Messwerte, die Vergleiche dieser Gruppen sind jedoch fiir die Interpretation
der Ergebnisse irrelevant. Zusammengefasst zeigten alle behandelten Gruppen
signifikant niedrigere Messwerte als unbehandelte Gruppen (SHAM PTH, ORX PTH
und ORX PTH/2d sind kleiner als ORX und SHAM) (Abbildung 33, Tabelle 36).

Tabelle 36: Messwerte fiir den Parameter ,, Volumenanteil Spongiosa*. Angegeben sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.

SHAM ORX ORXPTH SHAMPTH ORXPTH/2d

Volumenanteil
27,36 £4,04 30,62+3,83 17,18+591 16,92+2,83 21,73+3,35
Spongiosa [%]
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3.5.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der fpVCT
3.5.9.1 Durch Orchiektomie induzierte Effekte

Die Orchiektomie hatte keinen signifikanten Effekt auf die Parameter der fpVCT (kein
signifikanter Unterschied zwischen SHAM und ORX).

3.5.9.2 Durch PTH-Gabe induzierte Effekte bei knochengesunden SHAM-Tieren

Die tégliche PTH-Gabe steigerte bei der Kontrollgruppe die Parameter ,,Knochendichte
Gesamt*, ,,Knochendichte Kortikalis*“ und ,,Volumenanteil Kortikalis“. Gesenkt wurden

das Volumen der Spongiosa und der Volumenanteil der Spongiosa.

3.5.9.3 Durch PTH-Gabe bei orchiektomierten Tieren induzierte Effekte

Die tédgliche PTH-Gabe und die PTH-Gabe alle zwei Tage steigerte bei
orchiektomierten Gruppen die Parameter ,,Knochendichte Gesamt“, ,, Knochendichte
Kortikalis® und ,,Volumenanteil Kortikalis“. Gesenkt wurden das Volumen der
Spongiosa und der Volumenanteil der Spongiosa. Die tigliche Applikation von PTH
zeigt keinen signifikanten Unterschied zur Gabe jeden zweiten Tag.
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3.6 Korrelationen der einzelnen Messwerte

Um statistische Zusammenhinge aufzudecken, werden die Messwerte des
biomechanischen Kompressionstests im folgenden Abschnitt mit den Messwerten der
drei anderen Methoden korreliert.

3.6.1 Korrelation der Parameter des biomechanischen Kompressionstests mit den
Parametern der Veraschung

Tabelle 37: Korrelation der Messwerte der Veraschung mit den Messwerten des
biomechanischen Kompressionstests. Angegeben wird der Korrelationskoeffizient ,,r“
nach Pearson. Fettgedruckte Werte sind signifikant. Die ermittelten Signifikanzen
werden entsprechend ihrem zugehorigen p wie folgt markiert: p<0,05 = * p<0,01 =
% p<(),00] = ***

Bruchkraft Maximalkraft Steigung yield load
Masse der
. 0,17 0,17 -0,01 0,24
Wirbelkorper
Masse organisch 0,24 0,22 0,04 0,22
Massenanteil
. 0,08 0,07 -0,11 0,12
organisch
Masse anorganisch 0,17 0,17 0,09 0,10
Massenanteil
. -0,08 -0,07 0,11 -0,12
anorganisch
Calciumanteil -0,03 -0,03 -0,09 -0,05
Phosphatanteil 0,05 0,05 0,13 0,05
Calcium/Phosphat-
-0,22 -0,22 -0,16 -0,22
Verhiltnis

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen den Parametern der Veraschung und
des Kompressionstests festgestellt werden (Tabelle 37).
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3.6.2 Korrelation der Parameter des biomechanischen Kompressionstests mit den
Parametern der Mikroradiographie

Tabelle 38: Korrelation der histomorphologischen Parameter der Mikroradiographien
mit den Messwerten des biomechanischen Kompressionstests. Angegeben wird der
Korrelationskoeffizient ,,r“ nach Pearson. Fettgedruckte Werte sind signifikant. Die
ermittelten Signifikanzen werden entsprechend ihrem zugehdrigen p wie folgt markiert:
p<0,05 = * p<0,01 = ** p<0,00] = ***

Bruchkraft Maximalkraft Steigung yield load
Ventrale
o 0,53 %** 0,53%** 0,37%* 0,50%**
Kortikalisdicke
Dorsale Kortikalisdicke 0,20 0,20 0,34%* 0,40%*
Kortikalisfliche 0,54%%* 0,54%%* 0,30%* 0,49%**
Knochendichte
o 0,39%* 0,37%* 0,21 0,36%*
Kortikalis
Knochendichte
0,63%** 0,62%** 0,40%* 0,61%**
Trabekel
Anzahl
Trabekelkreuzungen -0,08 -0,07 -0,10 -0,07
absolut
Dichte
0,03 0,03 -0,01 0,04
Trabekelkreuzungen
mittlere Trabekeldicke 0,54 %% 0,53 %** 0,38%* 0,52%%*

Die ventrale Kortikalisdicke, die gesamte Kortikalisfliche, die trabekuldre
Knochendichte und die mittlere Trabekeldicke zeigen Messwerte, die mittelstark mit der
Bruchkraft positiv korrelieren. Die kortikale Knochendichte korreliert positiv mit dem
Parameter ,,Bruchkraft”, der Korrelationskoeffizient ,,r* von 0,3922 spricht jedoch fiir

eine nur schwache Korrelation.

Ventrale Kortikalisdicke, die gesamte Kortikalisflache, die trabekuldre Knochendichte
und die mittlere Trabekeldicke korrelieren mittelstark positiv mit der Maximalkraft,
wihrend die kortikale Knochendichte eine weniger starke, aber dennoch positive

Korrelation mit der Maximalkraft aufweist.

Der Parameter Steigung korreliert schwach positiv mit der ventralen und der dorsalen
Kortikalisdicke, der Kortikalisfliche, der trabekularen Knochendichte und der mittleren
Trabekeldicke.

Eine mittelstarke, positive Korrelation in Bezug zur ,,yield load* zeigen die ventrale
Kortikalisdicke, die Kortikalisfliche, die trabekuldre Knochendichte und die mittlere
Trabekeldicke. Die Parameter ,Dorsale Kortikalisdicke wund ,,Knochendichte

Kortikalis* korrelieren schwécher positiv mit der ,,yield load* (Tabelle 38).
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3.6.3 Korrelation der Parameter des biomechanischen Kompressionstests mit den
Parametern der fpVCT

Tabelle 39: Korrelation der Ergebnisse der Untersuchung ,,fpVCT* mit den
Messwerten des biomechanischen Kompressionstests. Angegeben wird der
Korrelationskoeffizient ,,r“ nach Pearson. Fettgedruckte Werte sind signifikant. Die

ermittelten Signifikanzen werden entsprechend ihrem zugehdrigen p wie folgt markiert:
p<0,05 = * p<0,01 = ** p<0,00] = ***

Bruchkraft Maximalkraft Steigung yield load
Knochendichte gesamt 0,61%** 0,60 *** 0,31* 0,61%**
Gesamtvolumen
. . 0,09 0,08 0,03 0,06
Wirbelkorper
Knochendichte
o 0,61%%** 0,60 %** 0,32* 0,61%**
Kortikalis
Volumen Kortikalis 0,38%* 0,38%% 0,14 0,36**
Volumenanteil
0,58%** 0,58 *** 0,27% 0,57%*%
Kortikalis
Knochendichte
. -0,03 -0,03 -0,06 -0,02
Spongiosa
Volumen Spongiosa -0,41** -0,42%* -0,17 -0,43**
Volumenanteil
. -0,58%** -0,58%*%* -0,28* -0,57%%*%
Spongiosa

Die ,,Knochendichte gesamt®, die ,,Knochendichte Kortikalis* und der Volumenanteil
der Kortikalis am Gesamtvolumen des Wirbelkorpers korrelieren mittelstark positiv mit
der Bruchkraft und mit der Maximalkraft. Eine schwéchere positive Korrelation besteht
zwischen dem absoluten Volumen der Kortikalis und der Bruchkraft sowie der
Maximalkraft. Das Volumen der Spongiosa und der Volumenanteil der Spongiosa
korrelieren schwach bzw. mittelstark negativ mit der Bruchkraft und mit der
Maximalkraft.

Der ,Knochendichte gesamt®, ,Knochendichte Kortikalis“ sowie kortikaler
Volumenanteil korrelieren schwach positiv mit der Steigung. Der Volumenanteil der
Spongiosa korreliert schwach negativ mit der Steigung.

Die ,,Knochendichte gesamt®, ,, Knochendichte Kortikalis* und der Volumenanteil der
Kortikalis am Gesamtvolumen des Wirbelkorpers korrelieren mittelstark positiv mit der
vield load. Eine schwichere positive Korrelation besteht zwischen dem absoluten
Volumen der Kortikalis und der yield load. Das Volumen der Spongiosa sowie der

trabekuldre Volumenanteil korrelieren schwach bzw. mittelstark negativ mit der yield
load (Tabelle 39).
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung einer intermittierenden Parathormon-
Therapie auf die Knochenqualitit und -quantitit der Lendenwirbelsdule in einem
Osteoporose-Tiermodell ménnlicher Ratten in Abhédngigkeit vom Applikationsintervall

zu untersuchen.

4.1 Durch Orchiektomie induzierte Effekte

Der Versuchsaufbau sollte unter anderem eine Osteoporose-dhnliche Minderung der
Knochenqualitdt durch Orchiektomie induzieren. Wird die Definition von Osteoporose
(Consensus Development Conference 1993) auf das tierexperimentelle Rattenmodell
iibertragen, so miissten die nicht mit Parathormon behandelten orchiektomierten Tiere
(ORX) - im Vergleich zu den nicht mit Parathormon behandelten knochengesunden
Tieren (SHAM) - eine niedrigere Knochenmasse und eine beeintrachtigte Mikro-

architektur des Knochengewebes aufweisen.

Orchiektomierte Ratten im Allgemeinen und auch die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten  Sprague-Dawley-Ratten stellen ein gingiges Modell in der
Osteoporoseforschung an méannlichen Tieren dar (Hock et al. 1988; Wakley et al. 1991;
Li et al. 1995; Prakasam et al. 1999; Ke et al. 2000; Vanderschueren et al. 2004). Schon
1980 zeigten Wink und Felts osteoporoseéhnliche Verdnderungen der Knochenqualitét
in einer Studie an Femora ménnlicher Ratten nach Orchiektomie. Dabei wurde eine
Abnahme der Knochenmasse sowohl proximal als auch distal und diaphysdr am
gesamten Femur beobachtet und auf histomorphologischer Ebene eine Abnahme der
Trabekelanzahl am proximalen und distalen Femur gemessen (Wink und Felts 1980).
Auch in weiteren Forschungsarbeiten konnte an 13 Monate alten ménnlichen Ratten
eine Abnahme der Knochenmasse vier Monate nach Orchiektomie beobachtet werden
(Vanderschueren et al. 1992).

In einer groBeren tierexperimentellen Studie an 170 orchiektomierten Ratten wurden
diese iiber einen Zeitraum von 9 Monaten beobachtet und gruppenweise nach
definierten Zeitintervallen getdtet. Auf histomorphometrischer Ebene konnte ebenfalls
eine Abnahme der trabekuldren Knochenstrukturen nach Orchiektomie gezeigt werden
(Erben et al. 2000). Aufgrund dieser vorangegangenen Studien war die erwartete
Wirkung der Orchiektomie in der vorliegenden Versuchsreihe eine Minderung der
Bruchkraft der Wirbelkorper der orchiektomierten Tiere im mechanischen
Kompressionstest, eine verminderte Knochenmasse in der Veraschung und eine
Abnahme der trabekuldren Knochenstrukturen in Mikroradiographie und fpVCT.

Ein Vergleich der Messwerte der Veraschung zeigte eine signifikant niedrigere

anorganische Masse der orchiektomierten Gruppe ORX im Vergleich zur
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Kontrollgruppe SHAM. Dazu passend zeigten sich fiir ORX niedrigere Mittelwerte des
anorganischen Knochenanteils, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der {brigen Parameter der
Veraschung. In diesem Zusammenhang erscheint es wichtig, auch die Femora und
Tibiae der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Ratten zu betrachten
(Brandsch 2011; Tezval et al. 2011). Bei der Veraschung der Femora konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen ORX und SHAM festgestellt werden (Tezval et al.
2011). Eine Veraschung der Tibiae wurde nicht durchgefiihrt.

In den Mikroradiographien zeigte sich beim Vergleich der unbehandelten Tiergruppen
eine statistisch signifikant niedrigere Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen zu
ungunsten von ORX, was sich mit den Beobachtungen von Wink und Felts (Wink und
Felts 1980) deckt. Die iibrigen Parameter der mikroradiographischen Untersuchung
weisen keine signifikanten Unterschiede zwischen ORX und SHAM auf. Analog zu den
Mikroradiographien der Lendenwirbelkdrper zeigte sich auch an den Tibiae eine
Abnahme der mittleren Trabekeldicke bei ORX (Brandsch 2011). Andere Parameter der
histomorphometrischen Untersuchung der Tibiae waren unverdndert oder lassen sich
nicht iibertragen, da an den Tibiae zusétzlich durch Osteotomie eine Fraktursituation
simuliert wurde. An den Femora zeigte sich passend zu den Erwartungen und zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine Zunahme der trabekuldren Parameter
»Anzahl-“ und ,,Dichte der Trabekelkreuzungen* sowie ,,Trabekelfliche®, wobei

letztere an den Lendenwirbelkdrpern nicht untersucht wurde (Tezval et al. 2011).

Die Analyse der Messwerte der fpVCT der Lendenwirbelkorper ergab keine
signifikanten Unterschiede beim Vergleich der genannten Tiergruppen. Die Anzahl und
Dichte der Trabekelkreuzungen wurde in der fpVCT nicht erfasst. Auch an den Tibiae
konnten keine siginifikanten Unterschiede beim Vergleich von ORX und SHAM
festgestellt werden (Brandsch 2011). Die Femora wurden nicht per fpVCT untersucht.
Bei der Analyse der Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests zeigte sich fiir
keinen der untersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen ORX und
SHAM. Das heif}t, dass die Wirbelkorper der orchiektomierten Tiere nicht weniger
bruchfest waren als die Wirbelkdrper der knochengesunden Tiere. Auch an den Tibiae
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der biomechanischen
Parameter. Die Untersuchungsergebnisse der proximalen Femora (Tezval et al. 2011)
entsprachen deutlicher den Erwartungen. Die untersuchten biomechanischen
Eigenschaften (Steigung und Maximalkraft) von ORX waren signifikant gemindert im
Vergleich zu SHAM.

Zusammengefasst ist festzuhalten, dass die Osteoporose-dhnlichen Verdnderungen, die
an den Lendenwirbelkorpern der orchiektomierten Tiere festgestellt werden konnten, in
einer verdnderten Mikroarchitektur mit verminderter Trabekelanzahl und
Trabekeldichte und einer niedrigeren anorganischen Masse bestanden. Dies entsprach

auch teilweise den Erwartungen vor Auswertung des Experimentes. Entgegen der
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Erwartung waren die biomechanischen Eigenschaften der Wirbelkérper nach
Orchiektomie und die gesamte Knochenmasse der Wirbelkorper nicht signifikant
verdndert. Fin denkbarer Erkldrungsansatz hierfiir konnte sein, dass zwischen
Orchiektomie und Ende des Versuchs nicht geniigend Zeit lag (17 Wochen), obwohl
frithere Studien von Vanderschueren (Vanderschueren et al. 1992) und Erben (Erben et
al. 2000) jeweils auch an Wirbelkérpern von zum Zeitpunkt der Orchiektomie 13
Monate alten Ratten zeigten, dass vier Monate nach Orchiektomie ausreichen, um zu

einer signifikanten Abnahme der Knochenmasse zu fiihren.

Fithrt man die Untersuchungsergebnisse der Lendenwirbelkdrper, Femora und Tibia
zusammen, kann angenommen werden, dass bei den vorliegenden Versuchstieren durch
Orchiektomie eine Osteoporose-dhnliche Minderung der Knochenqualitit induziert

wurde.

4.2 Unter Parathormonbehandlung beobachtete Effekte

4.2.1 Erwartete Wirkung der Parathormonbehandlung aufgrund fritherer
Publikationen

Die erwartete Wirkung der Behandlung mit Parathormon (PTH) war eine Steigerung der
Knochenmasse und damit auch der Bruchfestigkeit der Wirbelkorper behandelter Tiere.
Auf histomorphometrischer Ebene in Mikroradiographie und fpVCT war vor allem eine

Zunahme der trabekuldren Strukturen zu erwarten.

Diese Annahmen beruhten vorwiegend auf Studien an weiblichen Ratten, nicht jedoch
an mannlichen Tieren, zu denen, wie bereits in der Einleitung beschrieben, insgesamt
weniger Publikationen im Zusammenhang mit dem Thema Osteoporose verdffentlicht

worden sind.

In einer fritheren Studie an ovariektomierten weiblichen Ratten war unter einer
intermittierenden Parathormonbehandlung eine Verbesserung der biomechanischen
Eigenschaften beobachtet worden, wobei ein Zusammenhang mit der zunehmenden
Trabekeldicke vermutet worden war (Sehmisch et al. 2009b). Kimmel hatte 1993 bereits
ebenfalls an ovariektomierten weiblichen Ratten unter Parathormonbehandlung eine
Zunahme der Trabekeldicke beobachtet, wenngleich in der entsprechenden Studie keine
Lendenwirbelkorper, sondern Femora und Tibiae untersucht wurden (Kimmel et al.
1993). Eine weitere Untersuchung an weiblichen ovariektomierten Ratten lie8 neben
einer Zunahme der Trabekeldicke auch eine Zunahme der kortikalen Dicke und
verbesserte biomechanische Eigenschaften der Lendenwirbelkorper erkennen (Fox et al.
2006). Andere Forschungsarbeiten zeigten bereits in der Vergangenheit einen
osteoanabolen Effekt durch eine tdgliche Parathormonapplikation sowohl bei
ovariektomierten als auch orchiektomierten Ratten (Hock et al. 1988). Bei
letztgenannter Untersuchung wurde nur die Knochenmasse bestimmt, nicht jedoch

histomorphologische oder biomechanische Parameter.

83



4.2.2 In Zusammenhang mit Parathormongabe beobachtete Effekte bei

knochengesunden SHAM-Tieren

Die knochengesunden Tiere (SHAM) dienten im vorliegenden Versuchsaufbau als
Kontrollgruppe. SHAM-Tiere, die mit Parathormon behandelt wurden (SHAM PTH),
sollten den Effekt von Parathormon auf gesunde Individuen ohne Osteoporose
simulieren und dienten als Kontroll- und Vergleichsgruppe, um die Wirkung von PTH
auf gesunde méannliche Ratten zu untersuchen und mit der Wirkung auf orchiektomierte

Tiere zu vergleichen.

Fasst man zusammen, so war der Effekt einer Parathormonbehandlung bei
knochengesunden Tieren eine Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften und
eine Zunahme der Knochendichte und Gesamtknochenmasse.

Bei der Veraschung zeigte sich eine signifikante Zunahme der Gesamtmasse und der
anorganischen Masse der Wirbelkorper. Passend zu diesen Ergebnissen konnte auch an
den Femora derselben Versuchstiere eine Zunahme der anorganischen
Knochenbestandteile unter PTH-Gabe festgestellt werden (Tezval et al. 2011).

Auf histomorphometrischer Ebene zeigte sich sowohl in der Mikroradiographie als auch
in der fpVCT eine Zunahme der Kortikalis. Beziiglich der trabekuldren Knochenanteile
zeigte die Mikroradiographie zwar eine groBere Knochendichte der Trabekel und eine
groBBere mittlere Trabekeldicke, die Ergebnisse der fpVCT scheinen dem jedoch auf den
ersten Blick zu widersprechen, da sie eine Verminderung der trabekuldren
Knochenanteile zeigen. Dieser scheinbare Widerspruch ldsst sich nicht abschliefend
bewerten oder widerlegen. Zur Klidrung dieses Widerspruchs konnen folgende

Erklarungsansitze herangezogen werden:

A: Die beiden Verfahren kommen aufgrund unterschiedlicher Herangehensweisen zu
widerspriichlichen Ergebnissen hinsichtlich der trabekuldren Knochenanteile. Die
Unterscheidung zwischen trabekuldren und kortikalen Knochenanteilen erfolgte bei der
Mikroradiographie manuell/visuell durch den Untersucher. Im Gegensatz dazu wurde
bei der fpVCT anhand der gemessenen Knochendichte mithilfe eines definierten
Trennwertes (800 Hounsfield Units) zwischen trabekuldren und kortikalen
Knochenanteilen unterschieden. Andere Forschungsgruppen wurden ebenfalls mit dem
Problem der voneinander abweichenden Aussagen von zweidimensionalen und
dreidimensionalen Untersuchungsverfahren konfrontiert und haben dabei den

definierten Trennwert als eine Erkldrungsmoglichkeit ausgemacht (Jiang et al. 2003).

B: Die Ergebnisse beider Untersuchungen sind in Einklang zu bringen, wenn die

Parathormonbehandlung zwar zu dickeren, knochendichteren Trabekeln fiihrt, welche
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insgesamt jedoch ein geringeres absolutes Volumen ausmachen. Der verminderte
trabekuldre Volumenanteil kann als Nebeneffekt einer deutlichen Zunahme des
kortikalen Volumenanteils, bedingt durch eine vor allem endostale Verdickung der

Kortikalis, gedeutet werden.

In diesem Zusammenhang sind die Femora und Tibiae der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersuchten Ratten zu betrachten. Die Tibiae wurden wie die Lendenwirbel-
korper per Mikroradiographie und fpVCT untersucht, es wurden jedoch keine

unmittelbar vergleichbaren Parameter erhoben.

An den Femora bestitigt sich in den Mikroradiographien die endostale Verdickung der
Kortikalis, gemessen wurde dort im subtrochanteren Bereich (Tezval et al. 2011). Eine
fpVCT der Femora erfolgte nicht.

Fiithrt man die Untersuchungsergebnisse der Lendenwirbelkorper und Femora
zusammen, kann aus Sicht des Autors angenommen werden, dass es sich bei den

Ergebnissen der verschiedenen Verfahren um einen Scheinwiderspruch handelt.

Die unter der PTH-Behandlung beobachteten Verdnderungen der kortikalen und
trabekuldren Knochenstruktur korrelieren mit den verbesserten biomechanischen
Eigenschaften der Wirbelkorper von SHAM PTH (siehe Unterkapitel Korrelation).

In Einklang mit diesen Ergebnissen zeigen auch die Untersuchungen an den Femora und
Tibiae der gleichen Ratten aus der vorliegenden Arbeit einen deutlichen osteoanabolen
Effekt und eine verbesserte Knochenbruchheilung fir SHAM PTH (Brandsch 2011;
Komrakova et al. 2011; Tezval et al. 2011).

Andere Studien an gesunden weiblichen Ratten konnten bereits analog zu den
vorliegenden Ergebnissen einen deutlichen osteoanabolen Effekt durch PTH
nachweisen (Nozaka et al. 2008). Die Zunahme der Kortikalis deckt sich mit den
tierexperimentellen Beobachtungen an Ratten von Ejersted (Ejersted et al. 1993), Hock
(Hock et al. 1989) und Oxlund (Oxlund et al. 1993).

Auch eine Zunahme der trabekuldren Knochensubstanz, insbesondere durch Zunahme
der trabekuldren Dicke, ist in der Literatur beschrieben. So zeigte Oxlund in einer
Studie an 56 minnlichen, zweijdhrigen Ratten ebendiese vorgenannten Effekte (Oxlund
et al. 2002). Die in der Studie von Oxlund verwendeten Ratten entsprechen dabei
gealterten Ratten. Ergdnzend dazu konnte in der vorliegenden Arbeit eine Zunahme der
trabekuldren Knochensubstanz auch an Lendenwirbelkdrpern junger Ratten gezeigt
werden, welches die Ergebnisse von Hock an Femora und Tibiae junger,
knochengesunder, minnlicher Ratten bestétigt (Hock et al. 1989).

Aus diesen Beobachtungen ldsst sich die Annahme herleiten, dass die Behandlung mit

Parathormon auch bei knochengesunden menschlichen Individuen an der
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Lendenwirbelsdule sowohl an der Kortikalis als auch im trabekuldren Knochen
osteoanabol wirkt und {iber diese Wirkung eine Verbesserung der biomechanischen
Eigenschaften der Wirbelkorper erzielen kann. Diese Erkenntnis kann beispielsweise
relevant sein fiir die Raumfahrt und fiir die Behandlung und Prévention des durch
Immobilitdt induzierten Knochenabbaus (Cavanagh et al. 2005).

Bei der Ubertragung auf den Menschen muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass
sich der Aufbau der Rattenknochen insbesondere durch das stark verminderte
Vorkommen von Havers-Kanélen in der Kortikalis vom Menschen unterscheidet,

wodurch sich eine verdnderte Wirkung ergeben kann (Jowsey 1966; Singh et al. 1974).

4.2.3 In Zusammenhang mit tiglicher Parathormongabe beobachtete Effekte bei
orchiektomierten Tieren

Die Messwerte der Gruppe der orchiektomierten Tiere (ORX) wurden mit den
Messwerten der taglich mit PTH behandelten orchiektomierten Tiergruppe (ORX PTH)
verglichen, um Aussagen tiber den Effekt der PTH-Gabe auf orchiektomierte Tiere zu

treffen.

Die tdgliche Behandlung mit PTH zeigte bei den orchiektomierten Tieren im
biomechanischen Kompressionstest eine dhnliche Verbesserung der biomechanischen
Eigenschaften, wie sie bereits bei den knochengesunden Tieren beobachtet wurde. Auch
bei den ORX waren unter Parathormongabe die Parameter Bruchkraft, Maximalkraft
und yield load deutlich hoher.

Bei der Veraschung zeigte ORX PTH eine signifikant hohere anorganische Masse,
einen signifikant hoheren anorganischen Massenanteil und eine signifikant grofBere

Dichte der anorganischen Knochenanteile als die Vergleichsgruppe ORX.

Diese Verdnderungen konnten auch an den Femora derselben Versuchstiere
reproduziert werden (Tezval et al. 2011). In einer Untersuchung an weiblichen
ovariektomierten Ratten war ebenfalls eine Zunahme der anorganischen
Knochenbestandteile unter PTH-Gabe zu beobachten (Stewart et al. 2000), die
Ergebnisse dieser Studie sind jedoch nur bedingt iibertragbar auf die vorliegende
Untersuchung, da es Unterschiede hinsichtlich Geschlecht und skeletaler Lokalisation

gibt. Verascht wurde hier der Radius der Ratten.

Die Analyse der Mikroradiographie zeigte, dass die Parathormongabe bei ORX analog
zu SHAM eine Zunahme der kortikalen Parameter bewirkte. Die ventrale
Kortikalisdicke, die Kortikalisfliche und die Knochendichte der Kortikalis waren bei
ORX PTH im Vergleich zu ORX signifikant erhoht. Bet SHAM war zusitzlich die
dorsale Kortikalisdicke nach PTH-Gabe grof3er. Bei den ORX-Gruppen lieB3 sich dieser
Effekt nicht beobachten, wenngleich in der Darstellung als Balkendiagramm ein solcher
Trend auch fiir ORX PTH zu erkennen ist. Ebenso zeigten die trabekuldren Parameter

unter PTH-Gabe signifikante Verdnderungen. So war die Knochendichte der Trabekel,
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die Dichte der Trabekelkreuzungen und die mittlere Trabekeldicke bei ORX PTH
grofler als bei unbehandelten ORX. Lediglich die absolute Anzahl der
Trabekelkreuzungen wies keine signifikanten Verdnderungen auf.

Die im Rahmen der Mikroradiographie beobachteten positiven Effekte auf die
histomorphometrischen Parameter der Kortikalis bestdtigten sich auch in den
Ergebnissen der fpVCT. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Mikroradiographie, bei
denen eine Steigerung der trabekuldren Parameter beobachtet werden konnte, zeigte
sich in der fpVCT eine Verminderung der trabekuldren Parameter. Der daraus
resultierende Scheinwiderspruch wurde auch an den knochengesunden SHAM-Tieren
beobachtet und bereits unter 4.2.2 ausfiihrlich diskutiert. Dieser scheinbare Widerspruch

lasst sich nicht abschlieBend bewerten oder widerlegen.

In Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigten auch andere
Publikationen eine Verbesserung kortikaler und trabekuldrer Parameter unter PTH-
Gabe, sowohl im ménnlichen Rattenmodell an orchiektomierten Ratten (Martin-
Fernandez et al. 2014) als auch am Menschen im Rahmen des Fracture Prevention Trial

of postmenopausal Women with Osteoporosis (Jiang et al. 2003).

Somit zeigte die tdgliche Parathormonbehandlung bei den orchiektomierten Tieren sehr
dhnliche Effekte wie bei den knochengesunden Tieren. Es zeigte sich eine Verbesserung
der biomechanischen Eigenschaften und eine Zunahme der Knochendichte und

Gesamtknochenmasse.

4.3 Vergleich der verschiedenen Applikationsintervalle

Der Vergleich der Applikationsintervalle erfolgte mit Hinblick auf die Frage, ob die
Applikation einer Dosis Parathormon nur jeden 2.Tag, verglichen mit den
unbehandelten, orchiektomierten Tieren, ebenfalls einen ausreichenden osteoanabolen
Effekt erzielen und die Bruchfestigkeit der Wirbelkorper stirken kann. Dartiber hinaus
galt es zu kldren, ob die Applikation einer Dosis Parathormon nur jeden 2.Tag einer
taglichen Verabreichung von Parathormon hinsichtlich der biomechanischen und

histomorphometrischen Parameter ebenbiirtig ist.

Beim biomechanischen Kompressionstest zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich von ORX PTH/2d mit ORX und mit ORX PTH.

Analog zu den Effekten der tdglichen PTH-Gabe steigerte auch die PTH-Gabe jeden
zweiten Tag den anorganischen Massenanteil und erhdhte die anorganische Masse
signifikant. Anders als bei ORX PTH zeigte ORX PTH /2d im Vergleich mit ORX eine
signifikante Abnahme des organischen Massenanteils, flir ORX PTH ergab sich nur eine

nicht signitkante Abnahme der Messwerte.

Beim Vergleich der histomorphometrischen Parameter von ORX PTH/2d und ORX
zeigten sich Verdanderungen osteoanaboler Natur an der Kortikalis zugunsten von ORX
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PTH/2d, was sich vor allem in einer insgesamt dickeren Kortikalis sowie einer groferen
radiologisch gemessenen Knochendichte des gesamten Wirbelkorpers duflert, wobei
Letzteres durch eine groBBere Knochendichte der kortikalen und nicht der trabekuldren
Anteile bedingt ist.

Beim Vergleich der histomorphometrischen Parameter von ORX PTH/2d und ORX
PTH zeigten sich bei der Mikroradiographie eine grolere Knochendichte der Trabekel
von ORX PTH, bei den iibrigen Parametern unterscheiden sich die Gruppen nicht
signifikant voneinander. In den Messungen der fpVCT zeigte sich ebenfalls fiir ORX
PTH eine groBere Knochendichte der gesamten Wirbelkdrper gegeniiber ORX PTH/2d.
Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich in den {librigen Messwerten.

Es konnten somit zwar einerseits keine signifikanten Unterschiede zwischen ORX PTH
und ORX PTH /2d beziiglich der meisten Parameter, ausgenommen der groferen
Knochendichte auf histomorphometrischer Ebene fiir ORX PTH, festgestellt werden,
andererseits war die Wirkung der tiglichen Applikation von Parathormon ausreichend
osteoanabol, um auch die biomechanischen Eigenschaften der Rattenwirbelkdrper im
Vergleich zu ORX signifikant zu verbessern. Im Gegensatz dazu konnte bei der
zweitdglichen Applikationsweise im Vergleich mit den unbehandelten orchiektomierten

Tieren keine Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften beobachtet werden.

Neben der tiglichen Applikation von Parathormon konnte 2012 in der japanischen
TOWER-Studie (Teriparatide once-weekly efficacy research) auch die Wirksamkeit
eines wochentlichen Applikationsintervalls zur Reduktion des Risikos vertebraler
Frakturen an japanischen Patienten mit einem erhohten Frakturrisiko gezeigt werden
(Nakamura et al. 2012; Sugimoto et al. 2013).

Eine weitere japanische Studie an 30 postmenopausalen Frauen, die eine einmalige
Gabe von PTH erhielten, zeigte zunédchst eine kurze osteokatabole Phase mit einem
Anstieg der Knochenresorptionsparameter im Blut und einen Abfall der
Knochenaufbauparameter am ersten Tag nach PTH-Gabe. Im Anschluss daran war eine
langer wihrende osteoanabole Phase mit Abfall der Knochenresorptionsparameter und
Anstieg der Knochenaufbauparameter zu beobachten. Diese osteoanabole Phase wéhrte
mindestens eine Woche und wird im englischen Sprachgebrauch anabolic window
genannt (Shiraki et al. 2013). Diese Studie deutet mitunter darauf hin, dass, neben dem
bereits bewihrten Therapieregime einer téglichen PTH-Gabe, auch lidngere
Applikationsintervalle eine effektive medikamentdse Behandlung der Osteoporose
ermoglichen konnen, eine genauere Beurteilung kann jedoch nur nach weiterer
Erforschung verschiedener Applikationsintervalle im direkten Vergleich erfolgen, um
das anabolic window der intermittierenden Parathormongabe optimal fiir osteoanabale

therapeutische Zwecke nutzen zu konnen.
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4.4 Korrelation der biomechanischen Eigenschaften der Wirbelkorper
mit den erhobenen histomorphometrischen, volumetrischen und

gravimetrischen Messparametern

Um statistische Zusammenhinge aufzudecken, wurden die Messwerte des
biomechanischen Kompressionsversuchs mit den Messwerten der drei anderen
Versuchsreihen korreliert. Ziel dabei war es, den Einfluss der einzelnen Grof3en auf die

mechanische Stabilitét zu untersuchen.

Dabei zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen den Parametern der

Veraschung und des Kompressionstests.

Bei der Analyse der histomorphometrischen und volumetrischen Parameter von
Mikroradiographie und fpVCT ergab sich eine klare positive Korrelation der kortikalen
Parameter ,,Kortikalisdicke, -dichte und -fliche sowie ,,Volumenanteil Kortikalis* und

,» Volumen Kortikalis® mit den biomechanischen Eigenschaften der Wirbelkorper.

Die trabekuldren Messparameter , Knochendichte der Trabekel“ und , mittlere
Trabekeldicke* der Mikroradiographien korrelierten ebenfalls positiv mit der Stabilitét
der Wirbelkorper. Der ,,Volumenanteil-“ und das absolute ,,Volumen der Spongiosa“ als
trabekuldre =~ Messparameter der fpVCT  korrelierten negativ.  mit  der
Wirbelkorperstabilitét.

Zusammengefasst sind demnach Wirbelkorper bei Druckbelastung stabiler, wenn sie
iiber eine dicke Kortikalis mit hoher Knochendichte verfiigen und wenn die einzelnen
Trabekel der Spongiosa ebenfalls dicker sind und iiber eine hohe Knochendichte
verfiigen. Da die dickere Kortikalis in der vorliegenden Versuchsreihe vorwiegend iiber
endostale Aufbauprozesse entsteht (Tezval et al. 2011), resultiert der gestiegene
Volumenanteil der Kortikalis, der sich positiv auf die Gesamstabilitdt auswirkt, in

einem verminderten Volumenanteil der Spongiosa.

Somit trdgt sowohl trabekuldrer als auch kortikaler Knochen zur biomechanischen
Stabilitdt der Wirbelkorper bei Druckbelastung bei. Diese Erkenntnis wird auch durch
frithere Studien bestétigt (Ito et al. 2002; Christiansen et al. 2011) und gewinnt vor
allem vor dem Hintergrund des augenscheinlich geschlechtsspezifischen Unterschieds
des altersbedingten Knochenabbaus an Bedeutung. So konnte in einer Finite-Element-
Analyse  menschlicher Computertomographiedatensitze des thorakolumbalen
Ubergangs der mikrostrukturbedingte Beitrag sowohl der Kortikalis als auch der
Spongiosa gezeigt werden. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass Ménner im Alter
vorwiegend an trabekuldrer Substanz verlieren, wihrend Frauen sowohl kortikale als

auch trabekuldre Substanz abbauen (Christiansen et al. 2011).
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Eine dicke Kortikalis, die einen groen Anteil am Gesamtvolumen des Wirbelkorpers
einnimmt, scheint von herausragender Bedeutung zu sein. So legten bereits friihere
Studien die besondere Relevanz der kortikalen Dicke dar, unter anderem eine Studie an
den Lendenwirbelkorpern 1 und 2 menschlicher Leichenpridparate von Vesterby
(Vesterby et al. 1991). Weitere Forschungsarbeiten bestitigen den wichtigen Beitrag der
kortikalen Dicke zur Gesamtstabilitit (Eswaran et al. 2006).

Auch die kortikale Knochendichte tragt zur biomechanischen Qualitit der Wirbelkorper

bei, was sich mit den Erkenntnissen vorangegangener Forschungsarbeiten deckt
(Andresen et al. 1998).

In Bezug auf die trabekuldren Knochenanteile tragen die mittlere Trabekeldicke und die
Knochendichte der Trabekel zur biomechanischen Stabilitit des Wirbelkdrpers
wesentlich bei. Diese Beobachtungen decken sich mit den Erkenntnissen friiherer
Studien, die ebenfalls eine Abhingigkeit der Bruchfestigkeit von der Knochendichte
(Currey 1969) und der Trabekeldicke zeigten (Martin 1991; Sehmisch et al. 2009b).

Am menschlichen Wirbelkorper erscheint der Einfluss der trabekuldren Parameter fiir
seine Gesamtstabilitét, insbesondere bei der axialen Kompression, bedeutender als die
kortikalen Parameter. So legten bereits 1986 Mosekilde und Mosekilde in einer Studie
an menschlichen Leichenpréparaten den herausragenden Einfluss der trabekulédren
Mikroarchitektur auf die Gesamtstabilitit der Wirbelkorper dar (Mosekilde und
Mosekilde 1986).

Hingegen konnte speziell fiir die Wirbelkérper von Ratten wunter dem
Osteoporosesimulationsmodell der ovariektomierten Ratte ein liberwiegender Einfluss
der kortikalen Komponente auf die Gesamtstabilitit gezeigt werden. Dieses wurde auf
den ovariektomiebedingten Abbau der trabekuldren Strukturen zuriickgefiihrt (Ito et al.
2002). Dass diese Annahme auch auf die orchiektomierte ménnliche Ratte tibertragbar

ist, wird durch die vorliegende Forschungsarbeit unterstrichen.

AbschlieBend ist festzustellen, dass die tégliche Parathormongabe sowohl bei
orchiektomierten Ratten als auch bei knochengesunden SHAM-Tieren auf fast alle oben
genannten Parameter, die einen glinstigen Einfluss auf die biomechanische Stabilitit der

Lendenwirbelkorper der Versuchstiere hatten, einen positiven Effekt erzielte.

Die Behandlung mit Parathormon an jedem zweiten Tag zeigte nur hinsichtlich der fiir
die Stabilitdt relevanten Parameter Kortikalisdicke und der mittleren Trabekeldicke

einen positiven Effekt.
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4.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung einer intermittierenden Parathormon-
Therapie auf die Knochenqualitit und -quantitit der Lendenwirbelsdule in einem
Osteoporose-Tiermodell ménnlicher Ratten in Abhédngigkeit vom Applikationsintervall

untersucht.

Die bisher vorwiegend an weiblichen Tieren erforschte osteoanabole Wirksamkeit einer
intermittierenden Parathormonbehandlung lieB sich auch fiir ménnliche Ratten

bestitigen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine tdgliche Parathormongabe iiber eine Zunahme der
kortikalen und der trabekuldren Knochendichte, iiber eine dickere und anteilig
volumindsere Kortikalis und iiber im Durchschnitt dickere Trabekel die Bruchfestigkeit
der Lendenwirbelkorper ménnlicher Ratten im Tierversuch verbessert. Dies trifft

sowohl fiir knochengesunde als auch fiir orchiektomierte Ratten zu.

Beim Vergleich der Applikationsintervalle wies die Gabe von PTH alle 2 Tage,
verglichen mit der tdglichen Applikation, eine unterlegene Wirkung auf, da keine
Verbesserung der biomechanischen Parameter im Vergleich zu unbehandelten Tieren
belegt werden konnte. Anhand der vorliegenden Studie ist deshalb - unter Vorbehalt des
Rattentiermodells - auch weiterhin das tdgliche Applikationsintervall zu empfehlen.

Die erhobenen Daten und die gewonnenen Erkenntnisse {liber die Wirkungsweise von
Parathormon machen dessen Einsatz interessant fiir weitere Forschungsfelder. Aufgrund
der gesteigerten trabekuldren und endostalen Aufbauprozesse ist eine Verwendung zur
Optimierung der Implantat-Einheilung, beispielsweise bei zementfreien Endoprothesen,

aussichtsreich und bereits Gegenstand aktueller Untersuchungen (Tao et al. 2015).

Ebenfalls sinnvoll erscheint die Erprobung zur Behandlung von Wirbelkorperfrakturen
und Frakturen anderer Knochen mit einem hohen spongidsen Anteil, beispielsweise
Calcaneusfrakturen. Zu den Auswirkungen der Parathormonapplikation auf die
Frakturheilung liegen bereits mehrere wissenschaftliche Studien mit aussichtsreichen
Ergebnissen vor (u.a. Brandsch 2011; August 2012).

Ein viel versprechendes Forschungsfeld stellt der Einsatz von Parathormon zur
Verbesserung der Transplantat-Einheilung dar, beispielsweise zur Optimierung der

ossdren Integration nach vorderem Kreuzbandersatz (Bi et al. 2014).

Eine weitere Untersuchung erscheint auch insbesondere fiir den Einsatz von
Parathormon im Rahmen anderer Erkrankungen wie z.B. der Osteogenesis Imperfecta
relevant (Lindahl et al. 2014).

91



5  Zusammenfassung

Zur Zeit ist fiir die Therapie mit Parathormon eine tdgliche subkutane Injektion des
Medikaments vorgesehen und bereits zugelassen. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob auch eine Injektion alle zwei Tage einen ausreichenden therapeutischen
Effekt erzielen kann, mit dem Ziel, durch eine Reduktion des Applikationsintervalls die

Nebenwirkungsrate und die Kosten einer Behandlung mit Teriparatid zu senken.

Um die Wirkung der intermittierenden Parathormon-Therapie auf die
Lendenwirbelsdule in einem Osteoporose-Tiermodell minnlicher Ratten in
Abhingigkeit vom Applikationsintervall zu untersuchen, wurden von 72 Sprague-
Dawley-Ratten im Alter von 8 Monaten 48 orchiektomiert. Postoperativ wurden die
Tiere in zwei Kontrollgruppen (SHAM) und drei Testgruppen (ORX) unterteilt. In den
folgenden 12 Wochen entwickelten die orchiektomierten Ratten eine in Teilen einer
Osteoporose dhnliche Minderung der Knochenqualitit und -quantitit an der

Lendenwirbelsaule.

Zwolf Wochen nach Versuchsbeginn erfolgten standardisierte Osteotomien der
proximalen Tibiametaphyse mit plattenosteosynthetischer ~ Versorgung. Die
Frakturheilung nach diesen Osteotomien wurde im Rahmen einer anderen Dissertation
untersucht (Brandsch 2011). AnschlieBend erfolgte die intermittierende subkutane
Applikation von 40 pg/kg Korpergewicht Teriparatid (PTH), tiglich bei einer SHAM-
und einer ORX-Gruppe, bei einer weiteren ORX-Gruppe jeden zweiten Tag, fiir die

folgenden fiinf Wochen bis zum Ende des Versuchs.

Nach Versuchsende wurden die Tiere durch Dekapitation getdtet und die
Lendenwirbelkérper zur qualitativen und quantitativen Untersuchung mittels
biomechanischen = Kompressionsversuchs, Veraschung, Mikroradiographie und
Flachendetektor-Volumen-Computertomographie entnommen. Hierzu wurden pro
Gruppe bei jeder Untersuchungsmethode mindestens zehn Tiere analysiert, mit
Ausnahme der Veraschung, bei der jeweils mindestens sechs Tiere pro Gruppe

analysiert wurden.
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Die Ergebnisse der einzelnen Parameter des Kompressionstests wurden mit den Daten
der anderen drei Analyseverfahren korreliert, um statistische Zusammenhinge zu
erfassen. Die bisher vorwiegend an weiblichen Tieren untersuchte osteoanabole
Wirksamkeit einer intermittierenden Parathormonbehandlung konnte anhand der
vorliegenden Studie auch fiir mannliche Ratten bestitigt werden. Es lieB sich zeigen,
dass eine tdgliche Parathormongabe {iber eine Zunahme der kortikalen und der
trabekuldren Knochendichte, iiber eine dickere und anteilig volumindsere Kortikalis und
iiber im Durchschnitt dickere Trabekel die Bruchfestigkeit der Lendenwirbelkorper
méinnlicher Ratten im Tierversuch verbessert. Dies trifft sowohl auf knochengesunde als
auch auf orchiektomierte Ratten zu.

In der vorliegenden Studie zeigte die Applikation von PTH alle zwei Tage insbesondere
im Vergleich mit der tdglichen Applikation eine unterlegene Wirkung, da keine
Verbesserung der biomechanischen Parameter im Vergleich zu unbehandelten ORX-
Tieren belegt werden konnte. Auf Basis dieser Daten ist das tégliche
Applikationsintervall - unter dem Vorbehalt des Rattentiermodells - auch weiterhin zu
empfehlen.
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6 Abstract

Currently, teriparatide, a recombinant form of parathyroid hormone (PTH), is usually
applied once daily as a subcutaneus injection for therapeutical purposes in the treatment
of osteoporosis. Object of this study was to determine, whether the application every
second day can still maintain a sufficient therapeutical effect while diminishing adverse

side-effects and costs.

In order to study the effects of an intermittent application of PTH on the lumbar spine in
a rat animal model, 48 out of 72 eight-month-old Sprague-Dawley rats were
orchiectomized. After surgery, the animals were divided into three test groups (ORX)
and two control groups (SHAM). During the following 12 weeks, the orchiectomized
rats developed a quantitive and qualitive loss of bone in the lumbar spine, partly

resembling human osteoporosis.

Twelve weeks after the beginning of the experiment, standardized osteotomies of the
proximal tibial metaphysis were performed with following plate osteosynthesis.
Analysis of the fracture healing after these osteotomies was part of a different doctoral
thesis (Brandsch 2011).

Following the osteotomies, one test group and one control group were treated once daily
with an subcutaneus injection of 40 pg/kg bodyweight teriparatide and another test
group was treated every second day with an subcutaneus injection of 40 pg/kg
bodyweight teriparatide for the next 5 weeks up to the end of the experiment. Then, all
animals were sacrificed by decapitation and lumbar vertebrae were collected for further
examination by biomechanical testing, ashing, microradiography and flat-panel volume
computer tomography. For each group and test, at least ten animals were analyzed
except for ashing, where at least six animals could be analyzed. The results for each
parameter of the biomechanical compression test were correlated with the data of the

other tests to uncover statistical connections.

The osteoanabolic effects of the intermittent treatment with PTH which so far have been
predominantly demonstrated in female test subjects could be confirmed for male rats as

well.

The daily administration of PTH showed to improve cortical and trabecular bone
density, cortical thickness, cortical volume fraction and mean trabecular thickness, all
leading to an increased fracture strength of the lumbar vertebrae of the analyzed male
rats. The effects could be demonstrated for orchiectomized as well as for control

animals.

The present study has shown inferior effects of the prolonged application interval every
second day in comparison to the daily administration, because compared with the

untreated test group (ORX), no significant improvement of the biomechanical
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parameters could be observed for the prolonged application interval in contrast to the
daily administration.

Considering the data of this study, with regard to the given restrictions resulting from
animal models, the daily administration should be the preferred choice.
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