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HEPES     4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  
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HKG       Housekeeping Gene 

5-HT2a-Rezeptor   Serotonin-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 
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mRNA      messenger ribonucleic acid 

OPG      Osteoprotegerin  

OVX       Ovariektomiert  

PEG 8000     Polyethylengycol 8000  
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RANKL     Receptor Activator of NF-kB Ligand 

RANK      Receptor Activator of NF-kB 

RNA      ribonucleic acid 

RNAi      RNA-Interferenz  

ROX      (5-carboxy-X-rhodamin, succinymidyl ester) 

shRNA      small hairipin ribonucleic acid 
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TNF      Tumornekrosefaktoren  
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1 Einleitung 

1.1 Osteoporose 

Die Osteoporose wird definiert als eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige 

Knochenmasse und Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes charakteri-

siert ist. Daraus folgt eine gesteigerte Knochenbrüchigkeit mit einem erhöhten Frakturrisiko 

(NIH Consensus Development Panel 2001). 

Die Osteoporose stellt die häufigste Knochenerkrankung im höheren Lebensalter dar. Am häu-

figsten zu beobachten ist die primäre Osteoporose, dazu zählen die sehr seltene idiopathische 

Osteoporose junger Menschen, die senile Osteoporose (Typ-II-Osteoporose), die bei beiden 

Geschlechtern im Alter von > 70 Jahren exponentiell zunimmt und letztlich die postmenopau-

sale Osteoporose (Typ-I-Osteoporose), die den Hauptanteil der primären Osteoporose darstellt 

(Herold 2016). Etwa 30% der Frauen entwickeln nach der Menopause eine klinisch relevante 

Osteoporose mit einem deutlichen Rückgang der Knochenmasse (Bartl und Bartl 2004). Mit 

zunehmendem Alter nehmen die Knochenmasse und die Knochenarchitektur stetig ab. Zwi-

schen dem 50. und 90. Lebensjahr verdoppelt sich das Frakturrisiko der „Major Osteoporotic Frac-

tures” mit jeder Lebensdekade (Kanis et al. 2001; 2005; van der Klift et al. 2004; Felsenberg et 

al. 2002; Siminoski et al. 2007; Bagger et al. 2006; Pluijm et al. 2009; Nguyen et al. 2007). Die 

Männer haben im Vergleich zu Frauen ein um 50% vermindertes Risiko für osteoporotische 

Frakturen (Herold 2016). Frauen im Alter zwischen 50 und 79 Jahren erleiden zu 1% nachweis-

bare Wirbelkörper- und zu 1,9% periphere Frakturen, bei Männern liegt die Inzidenz bei 0,6% 

und 0,7% vergleichsweise niedriger (Baum und Peters 2008). Die Klinik der Osteoporose ver-

läuft zunächst symptomlos und manifestiert sich erst durch das Auftreten von Frakturen (ma-

nifeste Osteoporose). Durch die Zusammensinterung der Wirbelkörper kommt es zur Kypho-

sierung der Brustwirbelsäule mit Rundrückenbildung, Keil- oder Fischwirbeldeformitäten, so-

wie zu einer möglichen Körpergrößenabnahme (> 4 cm) (Herold 2016). Ebenfalls kommt es zu 

spontanen Frakturen ohne Trauma oder zu Sturzfrakturen. Diese Deformitäten und Frakturen 

können zu erheblichen akuten oder chronischen Schmerzen führen, was zur Immobilisation 

führt und das Fortschreiten der Osteoporose begünstigt (Baum und Peters 2008). Hierbei ist 

die proximale Schenkelhalsfraktur die folgenschwerste, die Wirbelkörperfraktur die häufigste 

osteoporosebedingte Fraktur (Locher et al. 2009).  
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Der Typus der Osteoporose lässt sich in Fast-loser- und einen Slow-loser-Patienten einteilen. 

Der Fast-loser-Patient ist durch einen trabekulären Knochenmassenverlust von > 3% jährlich 

bei gesteigertem Umbau („high turnover“) charakterisiert. Typisch für diesen Verlauf ist die 

frühe postmenopausale Osteoporose. Frauen sind in den ersten zehn Jahren nach der Meno-

pause davon betroffen. Der Slow-loser-Patient zeigt einen Knochenverlust bei reduziertem Um-

bau („lowturnover“) und Verlust der trabekulären Knochendichte < 3% jährlich. Dieser Verlauf 

ist für die spätere postmenopausale Osteoporose, zehn Jahren nach der Menopause typisch 

(Herold 2016). 

Zur spezifischen Diagnostik der Osteoporose ist eine Osteodensitometrie (Knochendichtemes-

sung) erforderlich. Die Methode der Wahl ist die DXA (Dual-ray-Absorptiometry). Hierbei wird 

die Flächendichte des Knochenmineralgehalts (g/cm2) an der Lendenwirbelsäule (LWK 1 - 4), 

am proximalen Gesamtfemur und am Femurhals gemessen. Die Therapie richtet sich nach dem 

Minimalwert dieser drei vorgenommenen Messungen. Des Weiteren wird der T-Wert (T-score) 

gemessen, welcher die Standardabweichung vom Durchschnittswert der Knochendichte der Be-

völkerung im Alter von 30 Jahren angibt. Ab einem T-Wert von -1 wird von Osteopenie und 

ab einem T-Wert von -2,5 von Osteoporose gesprochen (Baum und Peters 2008). Die Mess-

werte der Knochendichtemessung sollten jedoch immer in Bezug auf Alter, Geschlecht sowie 

vorrausgegangene Wirbelkörperfrakturen betrachtet werden, um eine bessere Risikoeinschät-

zung vorzunehmen (Hillier et al. 2007). Ebenfalls können Abbauprodukte des Knochens mit 

Hilfe von Blut- und Urintests nachgewiesen werden. Marker für die Osteoblastenaktivität sind 

vor allem die alkalische Phosphatase, das Osteocalcin und das Osteonektin. Als Marker der 

Osteoklastenaktivität dienen Pyridinium Crosslinks im Serum, aus Urinproben oder aus dem 

Knochen. Mithilfe dieser Parameter lassen sich Rückschlüsse in Bezug auf die Geschwindigkeit 

des Knochenabbaus ziehen und somit „highturnover“ von den „lowturnover“ Osteoporose 

Patienten unterscheiden (Bartl 2012).  

Anhand der Zusammenfassung der einzelnen Diagnoseergebnisse kann ein optionaler Thera-

pieplan der postmenopausalen Osteoporose erhoben und das Ansprechen auf die Therapie be-

urteilt werden.  
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1.2 Einflussfaktoren des Knochenstoffwechsels 

Der Knochen unterliegt einem ständigen Ab- und Aufbau. Die Synthese des Knochengewebes 

wird durch Osteoblasten und Osteoklasten gesteuert. Das Zusammenspiel der beiden Zelltypen 

ist entscheidend für die präzise Koordinierung von Knochenabbau- und Bildung.  

Das Protein RANKL („Receptor Activator of NF-kB Ligand“) stammt aus der Familie der Tu-

mornekrosefaktoren (TNF) und ist an der Regulation des Knochenstoffwechsels beteiligt (Hof-

bauer et al. 2000; Karsenty 2003). Es reguliert vor allem die Synthese und Aktivität der Osteo-

klasten und somit die Resorption des Knochens. RANKL wird unter anderem von Osteoblas-

ten sezerniert, bindet an den passenden RANK-Rezeptor von monozytären Osteoklasten-Vor-

läuferzellen und veranlasst deren Differenzierung zu funktionsfähigen Osteoklasten (Suda et al. 

1999). Der Gegenspieler des RANK-Ligands ist das Osteoprotegerin (OPG), das ebenfalls von 

den Osteoblasten sezerniert wird. Es neutralisiert den „receptor activator of NF-kappaB“ und 

verhindert, dass RANKL an seinen Rezeptor (RANK) binden kann (Abb. 1). OPG wird aus 

diesem Grund auch als RANKL-Fangrezeptor bezeichnet und dient als Inhibitionsfaktor der 

Osteoklastogenese (Tsuda et al. 1997; Simonet et al. 1997).  

Das Sexualhormon Östrogen stellt einen natürlichen Suppressor von RANKL dar. Die Östro-

gene gehören neben den Gestagenen zu den weiblichen Sexualhormonen. Sie werden haupt-

sächlich in den Granulosazellen der Ovarialfollikel, aber auch in der Plazenta, im Hoden und in 

der Nebennierenrinde zyklusabhängig produziert (Dettmer 2013). Die wichtigsten Östrogene 

sind das Östradiol, das Östron und das Östriol. Sie gehören zu der Gruppe der Steroidhormone 

mit 18 Kohlenstoffatomen und einem ungesättigten aromatischen A-Ring (Dettmer 2013). Die 

Biosynthese des Östrogens verläuft ausgehend vom Cholesterin zum Pregnenolon weiter zum 

Androstendion und Testosteron, welches dann in Östrogen umgewandelt wird. Der Transport 

im Körper erfolgt im Blut an Proteine gebunden und die Ausscheidung wird über die Niere und 

Galle reguliert.  

Östrogene haben die Aufgabe die primären und sekundären Geschlechtsmerkmale auszubilden, 

ebenfalls haben sie beeinflussende Wirkung auf den Knochenstoffwechsel (Dettmer 2013). Der 

Wirkmechanismus des Östrogens am Knochen ist komplex und reguliert mehrere Funktionen. 

Zum einen stimuliert das Hormon die Kollagensynthese in den Osteoblasten, verbessert die 

Durchblutung im Knochen und fördert die gastrointestinale Kalziumresorption. Die Kal-

zitoninausschüttung aus den C-Zellen der Schilddrüse wird erhöht und die Sekretion des Para-

thormons antagonistisch beeinflusst. Durch die östrogenbedingte Verbesserung der 
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zentralnervösen Funktionen, kommt es zu einer Verringerung der Fallneigung und minimiert 

die Sturzgefahr (Bartl 2011). 

Zum anderen beeinflusst das Hormon die Osteoklastenaktivität, indem es die RANKL-Wirkung 

und somit die Entstehung und Aktivierung der Osteoklasten hemmt. Die Lebensdauer der Os-

teoklasten verkürzt und die OPG-Bildung erhört (Hofbauer et al. 1999). Es kommt zu einer 

Stagnierung des Knochenabbaus und zu einer positiven Knochenbilanz (Lüllmann-Rauch 

2006).  

Die Ursache der postmenopausalen Osteoporose ist der in der Menopause entstehende Östro-

genmangel. Dieser Mangel führt zu einer Verschiebung des RANK/RANKL/OPG-Gleichge-

wichts (Yasuda 2013). Folge ist eine vermehrte Osteoklastenbildung mit erhöhter Lebensdauer. 

Der Abbau des Knochens wird verstärkt, verliert an Struktur, Stabilität und wird letztendlich 

osteoporotisch mit erhöhter Frakturneigung.  

Einige Hormone, wie beispielsweise Parathormon, Calcitriol und Östrogen, greifen in das 

RANK/RANKL/OPG-System ein und nehmen eine entscheidende Rolle in der Regulation 

des Knochenmetabolismus ein (Bartl und Bartl 2004; Trouvin und Goëb 2010). Ein monoklo-

naler Antikörper gegen RANKL (Denosumab), ist bereits in der klinischen Anwendung zur 

Verminderung der Knochenresorption bei Osteoporose und Knochentumoren eingesetzt wor-

den (McClung et al. 2006; Cummings et al. 2009). Jedoch zeigt die Behandlung mit Denosumab 

zahlreiche systemische Nebenwirkungen. Der Antikörper verursacht Knochen-, Gelenk- und 

Muskelschmerzen, Harnwegsprobleme, Infektionen der oberen Atemwege, Katarakt, Hautver-

änderungen und Verdauungsprobleme. Diese werden hauptsächlich darauf zurückgeführt, dass 

RANKL neben seiner Hauptfunktion in der Regulation der Knochenresorption weitere wich-

tige Steuerfunktionen in anderen Organen übernimmt (EMA 2015). Des Weiteren zeigen neue 

Erkenntnisse, dass es beim Absetzen von Denosumab zu multiplen Wirbelfrakturen kommen 

kann (Popp et al. 2016). 
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Abbildung 1: RANKL/RANK/OPG-System. RANKL wird von den Osteoblasten sezerniert und 
bindet an den passenden RANK-Rezeptor von monozytären Osteoklasten-Vorläuferzellen, veranlasst 
deren Differenzierung zu funktionsfähigen Osteoklasten und bewirkt den Knochenabbau. Der Gegen-
spieler des RANK-Ligands ist das Osteoprotegerin (OPG), das ebenfalls von den Osteoblasten sezer-
niert wird. Osteoprotegerin (OPG) bindet an RANKL und inhibiert so die Aktivierung des RANK-
Rezeptors. Das Sexualhormon Östrogen ist ein natürlicher Suppressor von RANKL und fördert die 
Bildung von OPG. 

 

1.3 RNA-Interferenz 

Die RNA-Interferenz (RNAi) ist ein regulatorischer Mechanismus von eukaryotischen Zellen, 

der die transkriptionelle- als auch die posttranskriptionelle Genaktivität reguliert (Elbashir et al. 

2001a; Elbashir et al. 2001b). Der Mechanismus der RNA-Interferenz wird durch small inter-

fering RNA (siRNA), kleine doppelsträngige RNA-Moleküle, die einen Länge von 20 - 25 Ba-

senpaaren haben, ausgelöst. Die siRNA entsteht durch die Endoribonuklease Dicer aus langen 

doppelsträngigen Ribonukleinsäuren (dsRNA) oder kurzer small hairipin RNA (shRNA). Des 

Weiteren können sie durch biochemische Verfahren künstlich hergestellt werden (Zhang et al. 

2004).  

Die aufgenommene siRNA bewirkt im Zytoplasma der Osteoblastenzelle eine Aktivierung des 

RISC-Komplexes, indem sie an ihn bindet und die komplementäre mRNA zerlegt (Agrawal et 

al. 2003). Dadurch kommt es zur Spaltung der mRNA und die Translation des Ziel-Proteins 

wird verhindert (Siomi and Siomi 2009). Das Resultat ist ein Knockdown des Ziel-Proteins. 
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Damit die synthetisch hergestellt small interfering RNA (siRNA) in den tierischen Zellen trans-

portiert und zellspezifisch reguliert werden kann, dienen in der vorliegenden Arbeit als Trans-

fermedium Virus-likes particles (VLPs). 

1.4 Virus-like particles  

VLPs bestehen aus einem multimeren Proteinkomplex, welcher sich vom VP1-Capsidproteins 

des Polyoma JC Virus ableitet und als Abgabe- und Transportmolekül für Nukleinsäuren, ein-

schließlich synthetisch hergestellter siRNA und andere Moleküle dient (Chang et al. 2011; Petry 

et al. 2003). Die VP1-Proteine wurden rekombinant in Insektenzellen über ein baculovirales 

System mit multiplen VP1 Expressionskassetten hergestellt (Bieniossek et al. 2012; Bieniossek 

et al. 2008). Die gereinigten VLPs bestehen aus identisch aufgebauten, pentameren Unterein-

heiten (Kapsomere), die sich wiederum zum vollständigen Kapsid, bestehend aus 72 Kapsome-

ren zusammensetzten, bei einem Durchmesser von etwa 40 nm (Abb. 2). 

 

 

Abbildung 2: Zusammensetzung der VP1-VLP-Kapsomere. VP1-Proteine bilden pentamere Kap-
somere. 72 dieser Kapsomere bilden das VP1-VLP-Kapsid. 

 

Die Beladung der VLPs mit der entsprechenden siRNA gelang durch einen in-vitro Dissozia-

tions- und Reassoziationszyklus. Durch die Dissoziation wurden die VP1-VLPs in VP1 Penta-

mere zerlegt und in Gegenwart der Cargo-Nukleinsäure reassembliert. Der nach Innen gerich-

tete N-terminus des Polyoma-VP1 besitzt eine natürliche Affinität gegenüber Nukleinsäuren, 

was das Verpacken der selbigen fördert (Hurdiss et al. 2016). Die Dialyse führte zur Rückfaltung 

der Kapside und es entstanden letztlich die VLPs mit der beladener siRNA gegen RANKL 

(Hoffmann et al. 2016).  

 



1 Einleitung 7 

 

Die Aufnahme der VLPs in die entsprechenden Zellen wird vor allem durch die Wechselwir-

kung mit dem spezifischen Serotonin-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor vermittelt (5-HT2a-Re-

zeptor) (Neu et al. 2010; Assetta et al. 2013; Maginnis et al. 2010; Maginnis et al. 2015). Der 5-

HT2a-Rezeptor ist sowohl bei menschlichen als auch bei Rattenzellen an der Neurotransmitter 

übermittelten Dynamik der Knochenorganisation beteiligt (Galli et al. 2013; Bliziotes et al. 2002; 

Bliziotes et al. 2006). Durch den Uptake-Rezeptor erfolgte die Anlagerung der VLPs an den 

Zellen des Zielgewebes (Hoffmann et al. 2016). Dies geschieht über den endosomalen Weg, 

indem die transferierte siRNA im Endosomen aufgrund des niedrigen pH-Wertes angesäuert 

wird und an die endosomale Membran inserieren kann. Es kommt zur Freisetzung der siRNA 

im Cytosol und bewirkt die Aktivierung des RISC-Komplexes. Als Folge wird die mRNA ge-

spalten und die Translation des Ziel-Proteins verhindert.  

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte erfolgreich der Transfer von RANKL-siRNA 

durch VLPs in gesunde Ratten gezeigt werden (Hoffmann et al. 2016). 
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1.5 Zielsetzung 

Eine bedeutende Ursache der postmenopausalen Osteoporose ist unter anderem eine durch den 

Östrogenmangel entstehende Dysregulation im RANKL/RANK/OPG-System (Yasuda 2013). 

Dieses System reguliert die Funktion und Differenzierung von Osteoklasten und somit die Kno-

chenresorption (Suda et al. 1999; Boyle et al. 2003; Simonet et al. 1997). Durch den Östrogen-

mangel kommt es zu einer Dysregulation der RANKL-Wirkung und zu einer verminderten Pro-

duktion von OPG. Die Entstehung und Aktivierung von Osteoklasten wird gesteigert und so-

mit die negative Bilanz des Knochenumsatzes erhöht. Die Folge ist ein osteoporotischer Kno-

chen mit einer erhöhten Frakturneigung (Lüllmann-Rauch 2006). In der klinischen Anwendung 

wurde bereits ein relevanter monoklonaler Antikörper gegen RANKL (Denosumab) zur Ver-

minderung der Knochenresorption bei Osteoporose und bei Knochentumoren eingesetzt 

(McClung et al. 2006; Papapoulos et al. 2015; Bone et al. 2008; Genant et al. 2010; Cummings 

et al. 2009). Jedoch ist der Antikörper Denosumab mit zahlreichen systemischen Nebenwirkun-

gen behaftet, wodurch die Therapie der postmenopausalen Osteoporose mit Risiken verbunden 

ist. Des Weiteren zeigten neue Erkenntnisse, dass es beim Absetzen von Denosumab zu 

Rebound-assoziierten Wirbelfrakturen kommt, sodass ein beenden der Therapie mit dem mo-

noklonalen Antikörper nicht ohne weiteres erfolgen kann (Popp et al. 2016). Daher sind weitere 

Studien zur bestmöglichen Modifikation des RANKL/RANK/OPG-Systems bei Osteoporose 

notwendig. Wünschenswert wäre dabei eine knochenspezifische Wirkung der RANKL-Supp-

ression.  

Die Expression der RANKL-Synthese kann unteranderem durch small interfering RNA 

(siRNA) reduziert werden. Die Virus-like particles (VLPs) dienen als Transport-Carrier um die 

siRNA in den Knochenmetabolismus zu transferieren. Als Uptake-Rezeptor in die Zellen wird 

der Serotonin-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor (5HT2a-Rezeptor) genutzt (Chang et al. 2011; 

Petry et al. 2003). In einer vorangegangen Studie (Hoffmann et al. 2016) konnte bereits der 

erfolgreiche Knockdown von RANKL durch VLP-vermittelte RNA-Interferenz in der gesun-

den Ratte gezeigt werden. 

Ziel dieser Studie ist die Evaluation der Auswirkung der RANKL-Inhibition durch VLP ver-

mittelte siRNA auf den osteoporotischen Knochen. Hierzu wurde das etablierte Rattentiermo-

dell der postmenopausalen Osteoporose genutzt (Kalu 1991). Um den Effekt der RANKL-

Inhibition zu verdeutlichen, wurden Tibia und Wirbelkörper der Ratten in unterschiedlichen 

analytischen Verfahren untersucht.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Herstellung von Virus-like particles  

JC VP1 DNA wurde als für die baculovirale Expression codonoptimiertes Konstrukt von der 

Firma GENEART bezogen. Die Amplicons wurden als BamHI/HindIII und SphI/NcoI-Frag-

ment in den Zielvektor (2xPFBDM) kloniert. Das VP1-Gen enthaltene Baculovirus wurde, wie 

durch Fitzgerald et al. beschrieben, in Hi5-Zellen produziert und anschließend für die Expression 

von JC VP1 verwendet. Dies erfolgte gemäß den Herstellerangaben (Invitrogen, CA, USA) 

(Fitzgerald et al. 2006). 

Nach erfolgreicher VP1 Expression wurde der virushaltige Zellüberstand zentrifugiert 

(30 min, 10000 * g) und durch einen 0,45 µm großen Filter filtriert Danach erfolgte die Fällung 

des Kapsid durch Zugabe von Polyethylengycol 8000 (PEG 8000), (Endkonzentration 

7,5% Gew./Vol.) bei Raumtemperatur. Der Niederschlag wurde durch erneutes Zentrifugieren 

(30 min, 10000 * g) abgetrennt und in 20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic a-

cid (HEPES) (PH 7,4) welches jeweils 150 mM NaCl, 15 mM Ethylenglycol-bis(aminoethyl-

ether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) und Dithiothreitol (DTT) als Dissoziationspuffer 

enthielt, resuspendiert. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Taumelschüttler 

wurde der verbleibende Niederschlag durch Zentrifugation (30 min, 210000 * g bei 4°C) ent-

fernt. Danach erfolgte der Schritt der Reassoziation. Dazu wurde der VP1 enthaltende Über-

stand gegen 5 L/20 mM HEPES (PH 7,4) in einen Puffer aus 150 mN Natriumchlorid (NaCL) 

und 1 mM Calciumchlorid (CaCl2), bei 4°C unter konstantem Rühren über Nacht dialysiert 

(MWCO 6 - 8 kDa). Die dialysierte Probe wurde zentrifugiert (30 min, 21000 * g bei 4°C) und 

danach über Größenausschlusschromatographie unter Verwendung einer Gelfiltrationssäule 

(Sephacryl S-300), die mit dem ÄKTA Avant System verbunden war, gereinigt. Die Säulen wur-

den mit einem Reassoziationspuffer äquilibriert und die viralen Kapside eluiert. Unter Verwen-

dung einer Vivaspin-Säule mit MWCO 30 kDa (Sartorius, Deutschland) bei 4°C, wurde die 

Probe auf eine Konzentration von 0,8 - 1 mg/ml konzentriert. 

Für die Beladung der RANKL-siRNA oder der Kontroll-RNA wurde die gewünschte Menge 

an VP1 in den Dissoziationspuffer für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Für die 

RANKL-siRNA wurden pro 25 µg VP1, 7 µl einer 20 µM RANKL-siRNA (J–094995-09 und 

J-094995-10, GE Healthcare) oder Kontroll-siRNA (D-001100-01, GE Healthcare oder Cy3 

labeled control, AM17120, Thermo Scientific, CA, USA) zugegeben und um weitere 30 Minuten 

inkubiert. VP1 wurden in einem 5 L Reassemblierungspuffer über Nacht dialysiert, was zur 

Rückfaltung der Kapside führte und schließlich VLPs mit der siRNA gegen RANKL 
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hervorbrachte. Die leeren viralen Kapside wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C ge-

lagert (Hoffmann et al. 2018). 

2.2 Versuchstiere 

In dieser Studie wurden zur Analyse der RANKL-Inhibition in osteoporotischen Ratten, als 

Modellorganismus 56 drei Monate alte weibliche Spraque Dawley Ratten (Fa. Winkelmann, Bor-

chen, Deutschland, Tierschutznummer 33.9-42502-04-11/0560) verwendet.  

Die Versuchstiere wurden während des gesamten Versuchs in der zentralen tierexperimentellen 

Einrichtung der Universitätsmedizin Göttingen gehalten und nach dem deutschen Tierschutz-

gesetz gepflegt. Die Tierversuche wurden durch das Niedersächsische Landesamt für Verbrau-

cherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) (Kreis Oldenburg, Oldenburg, Deutschland) 

genehmigt. Zu Beginn des Versuches wurde bei 48 Ratten eine bilaterale Ovariektomie unter 

Inhalationsanästhesie mit Isofluran durchgeführt. Die weiblichen Ratten waren zum Zeitpunkt 

der Ovariektomie drei Monate alt und somit geschlechtsreif. Zunächst wurden die Ratten zwi-

schen dem Rippenbogen und den Hinterläufen rasiert und desinfiziert. Danach erfolgte die Er-

öffnung der Bauchhöhle, durch einen längsverlaufenden Hautschnitt und die Freipräparierung 

des Peritoneums. Anschließend wurden die Ovarien entfernt und die Bauchhöhle durch eine 

Vicryl-Naht verschlossen. Durch die Entfernung der Ovarien und dem daraus resultierenden 

Hormonmangel, kam es zu einer Verschiebung des Hormonhaushaltes. Die Versuchstiere pro-

duzierten unzureichende Mengen an Östrogen und entwickelten eine herbeigeführte post-

menopausale Osteoporose (Kalu 1991).  

Eine Gruppe erhielt keine Ovariektomie und keine spezielle pharmakologische Behandlung 

(Non Ovx). Die ovariektomierten Tiere hingegen wurden in sechs unterschiedliche Gruppen zu 

je acht Tieren eingeteilt. Die Gruppen 2 und 3 erhielten eine Behandlung mit VLPs und Kon-

troll-siRNA (Ovx siCtrl Th/Pr), die Gruppen 4 und 5 mit VLPs und RANKL-siRNA (Ovx 

siRANKL Th/Pr) und die Gruppen 6 und 7 mit 17ß-Estradiol (Ovx EB Th/Pr) (Tab. 1).  

 

 

 

 

 

 



2 Material und Methoden 11 

 

 

Tabelle 1: Behandlungsoptionen der unterschiedlichen Versuchsgruppen. Gruppe 1 repräsentiert 
die nicht ovariektomierte-Gruppe. Die Gruppen 2 - 7 wurden in Prophylaxe- und Therapiegruppen un-
terteilt und erhielten unterschiedliche Behandlungsoptionen. Die Gruppen 2 und 3 erhielt eine intrape-
ritoneale Injektion mit VLPs und Kontroll-siRNA. Die Gruppen 4 und 5 eine Injektion mit VLPs und 
funktionell beladener RANKL-siRNA. Die Gruppen 6 und 7 erhielten zusätzlich zum sojafreien Futter, 
Östrogenzusatzstoffe, die dem Futter beigemischt wurden. 

 

Gruppen Behandlung  Bezeichnung  

Gruppe 1 (8 Tiere) Nicht ovariektomierte Tiere, keine Behandlung Non Ovx  

Gruppe 2 (8 Tiere) Ovariektomierte siRNA-Therapiekontrollgruppe Ovx siCtrl Th 

Gruppe 3 (8 Tiere) Ovariektomierte siRNA-Prophylaxekontrollgruppe Ovx siCtrl Pr 

Gruppe 4 (8 Tiere) Ovariektomierte RANKL-siRNA-Therapiegruppe Ovx siRANKL Th 

Gruppe 5 (8 Tiere) Ovariektomierte RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe Ovx siRANKL Pr 

Gruppe 6 (8 Tiere) Ovariektomierte 17ß-Estradiol-Therapiegruppe Ovx EB Th 

Gruppe7 (8 Tiere) Ovariektomierte 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe Ovx EB Pr 

 

Dazu erfolgte zusätzlich eine Einteilung aller ovariektomierten Tiere in Prophylaxe- und The-

rapiegruppen (Abb. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Einteilung der ovariektomierten Tiere in Prophylaxe- und Therapiegruppen 
(Pr/Th). Die Ovx-Pr-Gruppen erhielten direkt nach Ovx eine 10-wöchige Behandlung. Die Ovx-Th- 
Gruppen erhielt eine 5-wöchige Behandlung, 5 Wochen nach Ovx (Hoffmann et al. 2018). 

5-Wochen nach Ovariektomie Behandlungsbeginn 
Therapiegruppe (Th) 

 

5-wöchige Behandlungsdauer der Therapiegruppe 

10-wöchige Behandlungsdauer der Prophylaxegruppe 

 
Ovariektomie Behandlungs-

beginn Prophylaxegruppe 
(Ph) 

 

10-Wochen nach Ovariektomie Be-
handlungsende Tötung durch Dekapi-

tation 
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Die Prophylaxegruppen erhielten direkt nach der Ovariektomie eine zehn Wochen lange Be-

handlung. Die Ratten, die in den Therapiegruppen waren, erhielten fünf Wochen nach Ova-

riektomie für fünf Wochen eine Behandlung, da zu diesem Zeitpunkt von einer manifesten 

Osteoporose auszugehen ist (Hoffmann et al. 2018). 

Die Gruppen die eine intraperitoneale Injektion mit Kontroll-siRNA beladenen VLPs erhielten 

(Ovx siCtrl Th/Pr), (150 µg VLP, enthalten 11,2 µg Kontroll-siRNA/Injektion oder 0,5 mg/kg 

Körpergewicht/Woche) repräsentierten die unbehandelten ovariektomierten Kontrollgruppen. 

Die anderen Gruppen erhielten VLPs mit funktionell beladener RANKL-siRNA (Ovx 

siRANKL Th/Pr) (150 ug VLP mit 11,2 ug RANKL-siRNA/Injektion oder 0,5 mg/kg Körper-

gewicht, IP-injektion 1 */Woche), um die RANKL-Expression zu inhibieren. Die nicht ova-

riektomierte-Gruppe (Non Ovx) sowie die 17ß-Estradiolgruppen (Ovx EB Th/Pr) dienten in die-

sem Versuch als Behandlungskontrollgruppen und erhielten keine Behandlung mit siRNA. 

Alle Tiere erhielten während des gesamten Versuches eine sojafreie Diät. Die Gruppen 7 und 8 

erhielten zusätzlich zum sojafreien Futter Östrogenzusatzstoffe. Diese wurden in Form von 

17ß-Estradiolbenzoat, in einer Dosis von 10 mg/kg dem Futter beigemischt. Dies entspricht 

pro Versuchstier einer Aufnahme von 0,6 mg/kg Körpergewicht/Tag. Diese Gruppe repräsen-

tiert in der durchgeführten Studie die Behandlung der Osteoporose (Gambacciani and Vacca 

2004). Einmal wöchentlich wurde das Futter gewogen und das Restfutter auf 1500 g aufgefüllt. 

Der Futterverbrauch sowie das Gewicht der einzelnen Tiere ist ebenfalls einmal pro Woche 

bestimmt und notiert wurden.  

Die 56 Versuchstiere wurden zehn Wochen nach Versuchsbeginn in einer CO2-Anästhesie 

durch Dekapitation getötet. Serum, Tibiae und Lendenwirbelsäule wurden für die Analysen ent-

fernt. Die linken Tibiae und die fünften Lendenwirbelkörper wurden für die Mikro-Computer-

tomographie (Mikro-CT) und die biomechanischen Untersuchungen verwendet. Die rechten 

Tibiae und die vierten Lendenwirbelkörper wurden für die Genexpression- und Proteinexpres-

sionsanalyse aufbereitet. Die Serumproben dienten für die Analyse der ß-Crosslaps-Messungen. 

Die Tibiae und LWKs für die Mikro-CT, die biomechanische Untersuchung sowie für die Se-

rumproben wurden bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Für die Gen- und Proteinexpressions-

analyse wurden die Knochenproben bei -80°C gekühlt.  
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2.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion  

Die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR) ist eine spezielle Vervielfältigungs-

methode für Nukleinsäuren. Am Anfang wurde die RNA aus dem zuvor pulverisierten Kno-

chen isoliert und mittels Absorptionsmessung festgestellt, ob und wie viel RNA in der Kno-

chenprobe vorhanden ist. Daraufhin erfolgte die Umschreibung der RNA-Abschnitte in die 

hitzestabile cDNA, um abschließend den zu replizierenden Genabschnitt, in diesem Fall das 

RANKL-Gen und B2M (beta-2-Mircroglobulin), in der qPCR zu vervielfältigen.  

Zur Vorbereitung wurden zunächst die Tibia und die Lendenwirbelkörper mittels Mörser zer-

kleinert und mit dem Micro-Dismembrator S (Sartorius, Göttingen, Deutschland) pulverisiert. 

Der gesamte Vorgang wurde unter Stickstoff-gekühlten Bedingungen durchgeführt, um die im 

Knochen enthaltenen RNA nicht zu beschädigen. Die zerkleinerten Knochenstücke wurden in 

einen Stickstoffgekühlten Behälter gegeben und für 60 Sekunden bei 2500 Umdrehungen in 

dem Micro-Dismembrator pulverisiert. Das entstandene Knochenpulver aus den Tibiae und 

Lendenwirbelkörpern wurde jeweils auf zwei für jeden Knochen unterschiedliche Eppendorf-

Cups aufgeteilt. Ein Eppendorf-Cup beinhaltete nur das Knochenpulver und diente als Sicher-

heitsprobe, wohingegen einen Lyse-Puffer aus 10 μl Mercaptoethanol und 1 ml Lysepuffer ent-

hielt. Der enthaltene Puffer in der Knochenprobe bewirkte eine Lyse der Zellen, indem die 

Disulfidbrücken zu Thiolen reduziert wurden, was zu einer Denaturierung der enthaltenen Pro-

teine und Enzyme führte. Dadurch kam es zur Freisetzung der mRNA und ermöglicht ihre 

Isolation zur Durchführung der weiteren Schritte.  

Die homogenisierte Probe aus Knochenpulver und Lysepuffer wurde zunächst für fünf Minu-

ten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine vollständige Dissoziation der Nukleoproteine zu 

erreichen. Es erfolgte die Zugabe von 0,1 ml Chloroform auf 0,5 ml Trizol-Reagenz (Invitro-

gen, CA, USA) und das anschließende Schütteln der Probe für 15 Sekunden. Nach weiterer 

Inkubationszeit von drei Minuten bei Raumtemperatur wurde die Suspension für 15 Minuten 

bei einer Temperatur von 4°C mit 12000 xg zentrifugiert. Nach der Zentrifugation trennte sich 

die Suspension in unterschiedliche Phase. Im unteren Teil des Cups befand sich die Phenol-

Phase, darüber die DNA-Phase, welche von einer wässrigen Phase mit der enthaltenen RNA 

überdeckt wurde. Anschließend erfolgte das Isolieren der RNA-Bestandteile aus der wässrigen 

Phase mit einer Pipette und die Überführung in einem neuen Eppendorf-Cup, um die Fällung 

der RNA durchzuführen. Zur wässrigen Phase wurden 0,5 ml Isopropanol (100%ig) auf 0,25 ml 

Trizol-Reagenz dazugegeben, bei Raumtemperatur für zehn Minuten inkubiert und anschlie-

ßend nochmals für zehn Minuten bei 4°C mit 12000 xg zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren 

hat sich das RNA-Pellet auf dem Boden des Cups abgesetzt und konnte im letzten Schritt der 
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RNA Isolation gereinigt werden. Dazu wurde der Überstand in dem Cup mit einer Pipette ent-

fernt und zu dem reinen RNA-Pellet 1 ml Ethanol (75%ig) auf 0,5 ml Trizol-Reagenz dazuge-

geben. Anschließend wurde die RNA-Resuspension ein letztes Mal für fünf Minuten bei 4°C 

mit 7500 xg zentrifugiert und mit 20 – 40 μl RNase freiem Wasser aufgefüllt. Das Endprodukt 

ist dann bei -80°C gefroren gelagert worden. 

Im nächsten Schritt fand die UV-Photometrie statt, um festzustellen wie viel RNA in den ein-

zelnen Proben vorhanden war. Dazu wurde der Fluoreszenz-Reader Synergy von der Firma BioTek 

verwendet. Zunächst fand die Kalibrierung des UV-Photometers statt, indem reines Wasser in 

die Probenküvette gefüllt worden ist und der Wert der gemessenen Extinktion als Nullwert 

genommen wurde. Die Auswertung der photometrischen Messung erfolgt mit Hilfe des Lam-

bert-Beerschen Gesetz.  

Bei der Probemessung wurden jeweils 1 μl Probenmaterial eingesetzt und bei einer Wellenlänge 

von 260 nm gemessen. Es wurde festgestellt, ob und wie viel RNA in der Probe war und bei 

Konzentrationsunterschieden wurde das Missverhältnis durch Verdünnung der Probe ausgegli-

chen. Damit in der zuvor isolierten RNA ausschließlich die Produktinformationen des RANKL-

Proteins vorhanden waren, wurde mittels Reverser Transkription die 2000 ng RNA in eine hit-

zestabile cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Zu den RNA Proben wurde der Mas-

termix hinzugegeben (Tab. 2). 

 

Tabelle 2: Produkte des Mastermix 

RNA or mRNA 2000 ng  

5 * TransAmp Buffer 4 μl 

Reverse Transkriptase  1 μl 

RNase freies Wasser 20 μl 

 

Daraufhin wurden die Proben mit folgenden Temperaturen in einen Thermoblock inkubiert 

(Tab. 3). 
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Tabelle 3: Temperaturangaben der einzelnen Reaktionsschritte 

Reaktionsschritt  Temperatur  Zeit  

Anlagerung der Primer 25°C 10 Minuten 

Reverse Transkription  42°C 15 Minuten 

Inaktivierung der Reverse Transkriptase  85°C 5 Minuten 

Herunterkühlen  4°C  

 

Die Synthese der cDNA fand unter bestimmten Temperatureinstellungen statt, um optimale 

Bedingungen für die Enzyme zu schaffen. Des Weiteren wurde das SensiFAST cDNA Synthesis 

Kit der Firma Bioline verwendet, welches das Enzym „Reverse Transkriptase“ für den Schritt der 

Umschreibung von RNA in cDNA und die benötigten Primer (oligo dT) beinhaltet. Die Primer 

dienten als Startpunkt für die Synthese der komplementären mRNA und schrieben ausschließ-

lich die Sequenz der RNA in cDNA um, welche für den Versuch benötigt wurden. Ebenso 

beinhaltete das SensiFAST cDNA Synthesis Kit, Oligo-dt-Primer zur Analyse von poly-A-tragen-

der mRNA, die aus mehreren Thymin-Basen bestehen und komplementär am 3´-Ende des Poly-

A-Schwanzes ansetzte.  

Im letzten Schritt wurde die hergestellte cDNA in der qPCR vervielfältigt. Zu den Proben 

(1000 ng) wurde der Master Mix SensiMix SYBR low-ROX (20 μl) hinzugefügt. Der SYBR-

Green Mix beinhaltet die DNA-Polymerase, dNTP´s, den Referenzfarbstoff ROX (5-carboxy-

X-rhodamin, succinymidyl ester) und den Reporterfarbstoff SYBR-Green, welche für die qPCR 

notwendig waren. Für die RANKL-Probe wurde folgender Ansatz für die qPCR vorbereitet 

(Tab. 4). 

 

Tabelle 4: Ansatz für die qPCR 

Gen Gesamtvolu-
men 

Primer Wasser SYBR-
Green 

cDNA 

RANKL (PrimerQT00195125) 

ß2M (QT00176295) 
20 μl 1 μl 8 μl 10 μl 1 µl 
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Anschließend wurden die cDNA-Proben der Tibia und der Lendenwirbelkörper auf eine PCR-

Platte pipettiert und in dem qPCR-System (StepOnePlusreal-time-PCR-System) analysiert. Es wurde 

das RANKL-Gen und beta-2-Mircroglobulin in verschiedenen Temperaturprogrammen ver-

vielfältigt. Die qPCR läuft in 40 Zyklen ab und unterteilt sich in Denaturierung, Annealing und 

Extension. Bei der Denaturierung wird die DNA auf 95°C erhitzt, so dass durch die Auflösung 

der Wasserstoffbrückenbindungen die DNA in ihre Einzelstränge aufgetrennt wurde. Danach 

erfolgte bei 60°C das Anlagern (Annealing) der Primer (QuantiTect-Primer-Assays Qiagen, Hil-

den, Deutschland) an das 3´Ende der komplementären DNA-Einzelstränge. Am Ende wurde 

die Temperatur auf 70°C erhöht, damit die Primer von 3´ nach 5´ Ende mit der Anlagerung der 

komplementären Basen beginnen konnten. Die DNA-Polymerase synthetisierte den komple-

mentären Matrizenstrang bis wieder ein kompletter DNA-Doppelstrang entstanden war. Bei 

der Amplifikation lagerte sich der Fluoreszenzfarbstoff (SYBR-Green) an die Doppelstrang-

DNA an und ermöglichte die Messung der Konzentration der bestimmten DNA-Sequenz. Ein 

Maß für die Quantität der vorliegenden DNA ist der CT-Wert (cycle Treshold / Schwellenwert) 

bei der Analyse der qPCR. Er beschreibt den Punkt, an dem die Fluoreszenz den der Hinter-

grundfluoreszenz erstmalig überschreitet. Dieser Vorgang geschieht umso früher, desto mehr 

Kopien in der Ausgangsprobe enthalten waren und ermöglicht somit eine Aussage über das 

Vorhandensein der ursprünglichen Anzahlen der Kopien der mRNA. Die relative Expression 

von RANKL (Primer QT00195125) wurde mittels der ∆∆Ct- Methode unter Verwendung eins 

nicht regulierendes „Housekeeping Gene“ (HKG) in diesen Fall beta-2-Mircroglobulin 

(QT00176295) berechnet. Alle Proben wurden als technische Triplikate gemessen. 

2.4 Western-Blot-Technik 

Die Western-Blot-Technik ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinkonzentrationen. 

Hierzu werden die Proteine nach Größentrennung mittels Natriumdodecylsulfat (SDS) Gel-

elektrophorese getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und anschließend durch 

Antikörperfärbung nachgewiesen. Die Western-Blot-Technik dient dazu den Nachweis des 

Knockdowns des Zielproteins (RANKL) auf Proteinebene nachzuweisen. Hierzu wurden Pro-

ben der Tibia genutzt.  

Die Proteine wurden aus dem Knochenmaterial durch Zugabe der Pufferlösung von 25 mM 

Trometamol (Tris), pH-Wert 7 (enthält 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% Natriumdesoxycholat, 

1 mM NP-40 (Radioimmunpräzipationspuffer)) extrahiert und durch die SDS-Gelelektropho-

rese aufgetrennt. Die Gele wurden in NovexTM-Kassetten wie folgt hergestellt (Tab. 5).  
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Tabelle 5: Bestandteile des Trenn- und Sammelgels 

Substanz Trenngel (10%) Trenngel (12,5%) Sammelgel 

H2O  2,5 ml 2,19 ml 3,13 ml 

40% Acrylamid/Bisacrylamid 1,25 ml 1,56 ml 0,62 ml 

1,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml 

10% APS (Ammoniumperoxodisulfat) 50 µl 50 µl 50 µl 

TEMED (Tetramethylendiamin)  5 µl 5 µl 5 µl 

 

Nach der Polymerisation der Gele wurden diese in die Elektrophoresekammer (Novex, Thermo 

Fischer, MA, USA) eingeführt und mit dem Elektrophoresepuffer gefüllt. Die Proben wurden 

mit dem Laemmli-Puffer gemischt, bei 95°C für zehn Minuten inkubiert und auf das Gel  (10 µg 

Gesamtproteine) geladen. Um die Größe der Proteine zu bestimmen, wurden 3 µl Pagerruler-

Protein-Ladder (Fermentas, MA, USA) verwendet. Anschließend erfolgte die Elektrophorese 

bei einer konstanten Stromstärke von 35 mA über eine Stunde. Die aufgetrennten Proteine wur-

den auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und bei einer konstanten Spannung von 25 V 

innerhalb einer Stunde transferiert. Daraufhin erfolgte die Blockierung der Membran in TBST 

(Tris-buffered Saline Tween) (20 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 0,2%  Tween 20, PH 7,4), mit 

5% Milchpulver. Im Anschluss wurde der primäre Antikörper (Anti-RANKL ab22113 oder 

Anti-GAPDH ab8245, Abcam, MA, USA) in TBST (anti-RANKL 1:1000 und anti-GADPH 

1:4000) für 16 Stunden bei 4°C mit der Membran inkubiert. Nach drei Waschungen mit TBST 

wurde der sekundäre Antikörper (Anti-Maus G-21040 oder Anti-Kaninchen G-21234, 1:10000, 

LifeTechnologies, CA, USA) für eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben. Die Membran 

wurde erneut dreimal mit TBST gewaschen und mit HRP-Substrat (Luminata Forte, Merck, 

Deutschland) versetzt. Die Proteinbanden wurden mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion 

unter Verwendung einer ECL-Maschine (Chemocam Imager, INTAS, Deutschland) nachge-

wiesen. 
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2.5 Serum-Analyse von ß-Crosslaps 

Der Enzymimmuntest RatLaps CTX-I (AC-06F1, Immundiagnostic System Holdings PLC, 

Boldon Colliery, UK) wurde verwendet, um ß-Crosslaps-Spiegel in Serumproben zu messen. 

Das RatLaps-Verfahren ist ein enzymbeschichteter Immunabsorptionstest zur quantitativen Be-

stimmung von knochenbezogenen Abbauprodukten von C-terminalen Telopeptiden des Typ-

I-Kollagens, welche im Ratten Serum, in Urinproben und aus dem Knochen durch die freige-

setzten Zellkulturüberstände durch die Osteoklasten nachgewiesen werden können.  

Die Serumproben der Tiere wurden bei -20°C bis zum Beginn des Versuches konserviert und 

zu Anfang des Enzymimmuntests bei Raumtemperatur mit den zugehörigen Reagenzien äqui-

libriert. Danach wurden jeweils 100 µl des biotinylierten RatLaps Antigen (Ag Biotin, EKS-

QDGGR) in die vorgegebenen Vertiefungen der ELISA-Platte pipettiert, mit einem Dichtungs-

band verschlossen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im zweiten Schritt wurden 

die Immuno-Streifen mehrmals in einer 300 µl Waschlösung (WASHBUF 50x) gereinigt. In die 

geleerten Vertiefungen wurden anschließend die jeweiligen Rattenseren pipettiert, gefolgt von 

100 µL des primären Antikörpers (polyklonales Kaninchen IgG) und über Nacht bei 8°C inku-

biert. Nach dem ersten Inkubationsschritt erfolgte eine erneute Waschung und Leerung der 

Vertiefungen. Im zweiten Inkubationsschritt wurden 100 µl des Peroxidase-konjugierten zwei-

ten Antikörpers (Ziegen-anti-Kaninchen Antikörpers IgG, ENZYMCONJ) hinzugefügt und 60 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin erfolgte eine erneute Waschung der ELISA-

Platten und die Zugabe von 100 µl des chromogenen Substrats (TMB), welches für 15 Minuten 

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Abschließend wurde die Farbreaktion durch 

Zugabe von 100 µl Schwefelsäure gestoppt und die Extinktion bei 450 nm gemessen (immuno-

diagnosticsystems 2014). 
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2.6 Biomechanische Untersuchung 

Die biomechanische Untersuchung ist ein etablierter Widerstandstest zur Messung der Stabilität 

des Knochens bei einer axialen Krafteinwirkung. Durch den Test können Rückschlüsse in Be-

zug auf die Festigkeit des Knochengewebes im Vergleich von einem gesunden zu einem osteo-

porotischen Knochen gezogen werden. Die vorher durchgeführte Validierung und der standar-

disierte 3-Punkt Biegetest für die Tibia wurde von Stürmer et al. (Stürmer et al. 2006) etabliert 

und im Rahmen anderer Studie von Sehmisch et al. (Sehmisch et al. 2009a) ein Kompressionsver-

suchs für den Wirbelkörper entwickelt.  

Die Werte werden als Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt. Da die durchgeführ-

ten Testverfahren zum Teil untersucherabhängig waren, wurde bei dem Versuch des biomecha-

nischen Kompressionstests, sowie bei dem Versuch, der mit Hilfe des Mikro-Computertomo-

graphen stattfand, eine vorige Validierung durchgeführt. Die Validierung des Untersuchers wur-

den jeweils an zehn Probeknochen, jeweils rechte und linke Tibia und Lendenwirbelkörper 

LWK 4/5 durchgeführt.  

Zur Vorbereitung wurden sowohl Tibiae und Lendenwirbelkörper aufbereitet, indem sie ent-

nommen, vom Weichteilgewebe getrennt und bei -20°C konserviert wurden. Bei den Tibiae 

wurden zusätzlich die Kondylen vom Tibiaschaft entfernt, um die Eigenschaften des Knochen-

gewebes genau zu analysieren. 

Zu Beginn des Versuchs wurden die aufbereiteten Knochen bei Raumtemperatur aufgetaut. 

Anschließend erfolgte die Positionierung der Lendenwirbelkörper auf eine anatomisch für den 

Wirbel angepasste Aluminiumbasis, welche danach in das mechanische Kompressionsgerät 

(Typ 145660Z020/TND Zwick, Ulm, Deutschland) eingespannt wurde. Der kaudale Anteil des 

Knochens zeigte dabei nach oben und diente als Kontaktfläche des Stempels. Die Ausrichtung 

der Wirbel wurde gewählt, um ein vorzeitiges Abbrechen vom Processus spinosus (Dornfort-

satz) oder Processus transversus (Querfortsätze) vorzubeugen und somit ein Verfälschen der 

Testergebnisse zu verhindern. Danach erfolgte das Einschalten der testXpert Software 

(Zwick/Roell, Ulm, Deutschland), die sowohl die Steuerung des Gerätes als auch die Aufzeich-

nungen der Daten, in Form eines Kraft-Weg-Diagramms, übernahm. Damit eine senkrecht axi-

ale Kraft auf das kaudale Ende des Wirbelkörpers simuliert werden konnte, wurde ein Metall-

stempel mit einer abgeschrägten Fläche verwendet. Die Kraftübertragung des Stempels erfolgte 

zunächst mit einer Vorlast, die bei einem Newton automatisch anhielt, um eventuelle Korrek-

turen an der Positionierung des Knochens durchzuführen (Fürst 2014). Danach wurde die Auf-

zeichnung gestartet, indem das Kompressionsgerät den Stempel mit einer Antriebskraft von 

1 N mit einer Geschwindigkeit von 5 mm/min auf den Knochen absenkte. In einem 
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Vorschubintervall von 0,1 mm wurde die kontinuierlich zunehmend einwirkende Kraft des 

Stempels durch die testXpert Software mit einer relativen Genauigkeit von 0,2% - 0,4%, in einem 

Bereich von 2 – 500 N festgehalten und in Form eines Kraft-Weg-Diagramms dokumentiert. 

Die Testmaschine stoppte automatisch, sobald die Linie der Kurve um mehr als 10 N abnahm 

(Hoffmann et al. 2018; Stürmer et al. 2006). 

Die Tibiae wurden ebenfalls auf einen Aluminiumblock platziert, welcher jedoch zwei einge-

fasste Rillen am Boden der Platte aufwies. Die Rillen dienten als Orientierungspunkt für die 

Einspannung der einzelnen Knochen, so dass in der längsverlaufenden Rille der Tibiaschaft 

eingespannt und mit jeweils zwei seitlich liegenden Inbusschrauben fixiert wurde, um das seitli-

che Verrutschen und Kippen zu verhindern. Mit der zweiten querverlaufenden Rille wurde das 

Tibiaplateau abgeschlossen. Nach der korrekten Fixierung und Einspannung der Knochen er-

folgte, ähnlich wie bei den Wirbelkörpern, die Kraftausübung durch den Stempel, der jedoch 

eine andere Form, als der Stempel für die Wirbelkörper besaß (Weidemann 2014). Der Stempel 

bestand aus einer zylindrischen Form mit einer Einkerbung in der Mitte, die bei der Kompres-

sion oberhalb der Tuberositas tibiae aufsetzte, um die Kompressionskraft auf den kompletten 

Knochenabschnitt zu verteilen.  

Die weiteren Arbeitsschritte sowie die Auswertung der Rohdaten mittels der Software 

„testXpert“ wurden tabellarisch mit Microsoft Excel® gleichermaßen bei den Lendenwirbelkörpern 

als auch bei den Tibiae dargestellt und ausgewertet. Ein Beispiel eines solchen Kraft-Weg-Dia-

gramms zeigt die nachfolgende Abbildung (Abb. 4). 
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Abbildung 4: Kraft-Weg-Diagramm. Die Grafik zeigt die axiale Krafteinwirkung auf den Knochen. 
Die anfängliche Steigung entspricht der elastischen Verformung des Knochengewebes bis zum yield 
load. Nach überschreiten des Punktes kommt es zur irreversiblen, plastischen Verformung bis zum Er-
reichen der maximalen Kraft (Fmax). 

 

Die von dem Kompressionsgerät ausgeübte axiale Kraft auf den Knochen bewirkt zunächst 

einen linearen Anstieg, der als Steigung im Kraft-Weg-Diagramm dargestellt ist. Diese Initiale 

Steigung, auch als Steifheit definiert, steht für die Elastizität des Knochens. Bei zunehmender 

Krafteinwirkung und Erreichen des yield load (Streckgrenze) kommt es zur irreversiblen Ver-

formung des Knochens bis zum Heranreichen der maximalen Kraft (Fmax). Beim Unterschrei-

ten des yield load kehrt der Knochen nach Kraftentlassung elastisch in seine ursprüngliche Form 

zurück, beim Überschreiten der Kraft kommt es zur ersten irreversiblen Formveränderung, zu 

sogenannter plastischen Verformung im Knochengewebe. Der Wendepunkt der Verformung 

des Knochens charakterisiert der yield load und wird in Newton N angegeben. Bei Überschrei-

tung der Maximalkraft (Fmax) erfolgt ein kontinuierlicher Abfall der Kurve und es kommt zur 

vollständigen Zerstörung der Knochenstruktur und somit zu Frakturen (Stürmer et al. 2006; 

Sehmisch et al. 2009a).  
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2.7 Mikro-Computertomographie  

Die Mikro-Computertomographie (Mikro-CT) ist eine 3D-Röntgenbildgebung, mit der Schnitt-

bilder des Köpers angefertigt werden können. Dieser Versuch wurde an den Lendenwirbelkör-

per und an den Tibiae durchgeführt. Im Folgenden wird die Anfertigung der Schnittbilder, die 

nachfolgende Bearbeitung der ermittelten Bilddaten sowie die erhobenen Messdaten beschrie-

ben. 

Für die Anfertigung der Röntgenaufnahmen wurde ein Quantum FX micro-CT des Herstellers 

Caliper Sciences (Hopkinton, Massachusetts, USA) verwendet. Die Durchführung der Scans 

erfolgte mithilfe von definierten Scanparametern, welche in der nachfolgenden Tabelle aufge-

listet sind (Tab. 6). 

 

Tabelle 6: Scanparameter des Scanprotokolls 

Scan Parameter  Werte und Einheiten  

Anzahl der Projektionen (360° Scan) 3600  

Röhrenspannung  70 kVp 

Röhrenstrom 200 μA 

Scanzeit  2 min 

Voxelgröße 40 * 40 * 40 μm3 

 

In jedem Scan wurden entweder zwei Tibiae oder zwei Wirbel mit einem Dichtephantom aus 5 

Hydroxylapatiten mit bekannten Mineraldichtendichten gescannt. Dadurch konnten die Ergeb-

nisse der Dichtemessung der einzelnen Knochengewebe mittels eines angewandten Algorith-

mus, ausgehend von den grey values Werten, in BMD-Einheiten umgerechnet werden. Die 

BMD entspricht somit nur dem mineralisierten Knochengewebe der ausgehenden Proben und 

werden in der Einheit g/cm³ angegeben (Fürst 2014). Zur Berechnung der Knochenparameter 

wurde nach der amerikanischen Gesellschaft für Knochen- und Mineralforschung (ASBMR) 

die in unserem Labor entwickelte dreidimensionale Software (3 D Osteoanalyze v 1.000.4) ver-

wendet. Die Darstellung der einzelnen Knochen erfolgte in einem 3D-Modell und als Graustufe 

als 2D-Modell, um eine detailgetreue Darstellung zu erhalten (Abb. 5).  
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Abbildung 5: Darstellung der Lendenwirbelkörper im Bearbeitungsprogramm 3D-Osteoana-
lyze.  

 

Für die weitere Knochenanalyse wurde der Corpus vertebrae isoliert. Es war von besonderer 

Bedeutung, dass die einzelnen Wirbelkörper exakt gleich umrandet und ausgeschnitten werden 

mussten, indem der kraniale, dickere Abschnitt des Wirbelkörpers als Orientierungshilfe diente 

und die erforderliche Umrandung vorgab, um die späteren Dichte- und Volumenparameter der 

einzelnen Wirbel präzise ermitteln zu können (Abb. 6 - 8). 
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Abbildung 6: Zurechtschneiden des 
Wirbelkörpers 

 
Abbildung 7: Corpus 
vertebrae Ansicht von 
kranial 

 

 
Abbildung 8: Corpus ver-
tebrae Ansicht von ventral 

Im Anschluss wurde Mittels des Programms zunächst die Dichte von Luft aus dem zuvor aus-

geschnittenen Bereich ausgeblendet, sodass nur die Beschaffenheit des Knochens zur Auswer-

tung bereitstand (Abb. 9). Das gereinigte Histogramm in Bezug auf das Knochengewebe setzt 

sich aus Kortikalis, Trabekel und Weichteilgewebe zusammen.  

 

 

Abbildung 9: Histogramm zur Ausblendung der Dichte von Luft 
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Damit eine einheitliche Auswertung von Dichte- und Volumina der einzelnen Knochen erfol-

gen konnte, wurden vor der Analyse definierte untere Schwellenwerte festgelegt (Tab. 7).  

 

Tabelle 7: Darstellung der ermittelten Schwellenwerte 

Unterer Schwellenwert Kortikalis Unterer Schwellenwert trabekulärer Knochen  

1,08 g/cm³ 0,5 g/cm³ 

 

Da der optimale Schwellenwert von der Beschaffenheit des Knochens abhängig ist, wurde ein 

Mittelwert aus den einzelnen Gruppen berechnet. Dazu wurden jeweils drei Wirbelkörper von 

nicht ovariektomierten-Tieren und drei Wirbelkörper von ovariektomierten-Tieren zufällig aus-

gewählt und deren Mittelwert bestimmt. Mit diesen definierten Schwellenwerten konnte jeder 

einzelne Wirbelkörper ausgewertet werden. Der obere Schwellenwert musste nicht einzeln er-

mittelt werden, da der untere Schwellenwert einer Gewebsmessung dem oberen Schwellenwert 

dieser Messung entsprach (Fürst 2014). Nach Berechnung des unteren Schwellenwertes konn-

ten die einzelnen Dichte- und Volumenmessungen an den Lendenwirbelkörpern für fünf ver-

schiedene Bereiche stattfinden.  

Zunächst wurden das Kortikalisvolumen und die Kortikalisdichte mit Hilfe des unteren Schwel-

lenwertes bestimmt. Danach erfolgte die Eingrenzung des restlichen Knochengewebes, sowie 

die Dichte- (mg/cm³) und Volumenbestimmung (mm³) vom Gesamtknochen, Kortikalis, Kor-

tikalis und Trabekel, Trabekel und Weichteilgewebe. 

Die Darstellung der Messparameter mit definiertem Schwellenwert sowie die Einheiten und die 

Bedeutung werden in der nachfolgenden Tabelle erläutert (Tab. 8). 
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Tabelle 8: Darstellung der Messparameter 

Messparameter Einheit Bedeutung  

Kortikalisvolumen mm³ Volumen im Kortikalisbereich 

Kortikalisdichte mg/cm³ Dichte im Kortikalisbereich 

Trabekelvolumen mm³ Volumen im Trabekelbereich  

Trabekeldichte  mg/cm³ Dichte im Trabekelbereich  

Mineralisierter Knochen  mm³ Volumen des Trabekel- und Kortikalisbereichs 

Mineralisierter Knochen mg/cm³ Dichte des Trabekel- und Kortikalisbereichs 

Weichteilvolumen mm³ Volumen im Weichteilbereich  

Weichteildichte mg/cm³ Dichte im Weichteilbereich 

Gesamtvolumen mm³ Volumen Weichteil, Trabekel, Kortikalis, Trab-

ekel und Kortikalis 

Gesamtdichte mg/cm³ Dichte Weichteil, Trabekel, Kortikalis, Trabekel 

und Kortikalis 

Gesamtvolumen/Knochenvolumen % Anteil mineralisierter Knochen am 

Gesamtvolumen des Knochens 

 

Nach der Ermittlung der Volumina und Dichten der einzelnen Knochengewebe erfolgte die 

Kortikalismessung des Lendenwirbelkörpers. Dazu wurde zunächst ein definierter Bereich des 

Wirbelkörpers bestimmt, indem eine Millimeter genaue Fläche bei jedem einzelnen Knochen 

exakt gleich gewählt wurde. Von dem zuvor ausgeschnittenen Corpus vertebrae wurde als erstes 

eine 2 mm lange Strecke von dem oberen und unteren Abschnitt des Knochens gemessen. Da-

nach erfolgte die exakte Eingrenzung der Fläche zwischen diesen beiden Strecken, indem eine 

Fläche mit 4 mm Höhe bestimmt wurde (Abb. 10). Dieser eingegrenzte Bereich wurde im 

nächsten Schritt isoliert, um die Kortikalismessung durchzuführen. Dazu wurde der ausge-

schnittene Abschnitt gedreht, sodass der Wirbel im Querschnitt gesehen werden konnte. Nach-

dem man eine Queransicht des Knochens geschaffen hatte, erfolgte die Umrandung der inneren 

und äußeren Kortikalisfläche (Abb. 11, 12). Anschließend wurden diese Werte notiert und das 

Ergebnis der inneren Kortikalisfläche von der äußeren Kortikalisfläche subtrahiert, sodass man 

am Ende die gesamt Kortikalisfläche in der Einheit mm² erhielt. 

 

 



2 Material und Methoden 27 

 

 

 
Abbildung 10: Eingrenzung 
des definierten Abschnitts 
zur Berechnung der Korti-
kalisfläche. 

 
Abbildung 11: Querschnitt 
des Wirbelkörpers, Berech-
nung der äußeren Kortikalis-
fläche 

 
Abbildung 12: Querschnitt 
des Wirbelkörpers, Berech-
nung der inneren Kortikalis-
fläche 

 

Im letzten Teil des Mikro-CT erfolgte die Knochenstrukturmessung, durch Isolierung der Kor-

tikalis, am trabekulären Knochen. Die Berechnung der einzelnen Werte fand an dem zuvor 

abgesonderten Querschnitt des Knochens statt. Durch die Programmaktivierung „measure frame“ 

isolierte man einen Abschnitt der trabekluären Knochenstruktur, markierte und trennte die 

Trabekelfläche (Abb. 13 - 15). Dieses Gesamtvolumen der isolierten Fläche entspricht nach der 

Nomenklatur dem tissue volume des Wirbelkörpers. Im letzten Schritt wurde die bones analyze ge-

startet und die Knochenstrukturmessung in einem neuen Histogramm berechnet. 

 

 
Abbildung 13: Aktivierung 
des measure frame 

 
Abbildung 14: Isolation der 
Trabekulärenstruktur, ent-
spricht dem Gesamtvolumen 
des Wirbels 

 
Abbildung 15: Ansicht des 
Wirbels im Längsschnitt 
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Dazu wurden folgende Parameter für den feinstrukturellen Aufbau des Knochens bestimmt: 

 

• Anzahl gefundenen Trabekel (Tb.) 

• Mittlerer Abstand der Trabekelknoten (Tb.S) in µm  

• Anzahl Trabekelknoten (Nodes)  

• Mittlere Trabekeldicke (Tb.Th) in µm 

• Mittlere Anzahl der Trabekelkreuzungen (Tb.N) 

 

Bone volume (BV) in mm³:  

• beinhaltet den mineralisierten Knochen und das Osteoid  
 
Gesamtvolumen (TV) in mm³: 

• das TV beinhaltet den mineralisierten Knochen, das Osteoid, das Knochenmark und 
das Weichgewebe 
 

Verhältnis von BV/TV in Prozent  

• entspricht dem Anteil an Knochen und Osteoid am Gesamtvolumen gemessen 

 

Die Tibiae wurden mit derselben Vorgehensweise wie die zuvor untersuchten Lendenwirbel-

körper untersucht. Die Analyse begann ebenfalls mit dem Anfertigen der Schnittbilder und des 

Uploads der rekonstruierten Bilder mit Hilfe des 3D-Osteoanalyze-Programms. Beim zu vori-

gen präparieren wurden die Kondylen vom Tibiakopf entfernt, um eine präzise Berechnung der 

Volumina, der Dichten und der Analyse der Feinstruktur des Knochengewebes durchzuführen 

(Abb. 16, 17).  

 

 

Abbildung 16: Tibia mit Kondylen 

 

Abbildung 17: Tibia ohne Kondylen 
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Die zu ermittelnde Fläche erhielt man, indem zwei Messungen von jeweils 3 mm und 5 mm 

ausgehend an der Grenze der Wachstumsfuge durchgeführt wurden (Abb. 18). Die entstandene 

Fläche zwischen den beiden Messungen betrug 4 mm in der Höhe, welche im nächsten Schritt 

isoliert wurde (Abb. 19).  

 

 

Abbildung 18: Messung ausgehend von der 
Wachstumsfuge 

 

Abbildung 19: Einzugrenzende Fläche 

 
Die ermittelte Fläche galt als Richtwert für die weitere Analyse der Tibiae und wurde bei allen 

Knochen gleichermaßen eingegrenzt. Die weiteren Schritte zur Analyse der Dichte- und 

Voluminabestimmung, sowie die Berechnung der Kortikalisfläche und die Messung der 

Knochenstruktur erfolgte durch dieselbe Vorgehensweise wie bei den zuvor bearbeiteten 

Lendenwirbelkörpern. 

2.8 Auswertung und Statistik 

Die erhobenen Messwerte wurden gruppenweise untereinander verglichen. Die statistische 

Analyse der signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte durch one-way 

ANOVA Test und wurde mit einem Turkey-Kramer post hoc Test (GraphPad prism, la Jolla, 

CA, USA) exakter differenziert. Als Richtwert für das Signifikanzniveau wurde 

ein  p- Wert  < 0,05 festgelegt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Einteilung der Versuchstiere 

Die ovariektomierten Versuchstiere wurden zu Beginn in „Prophylaxe-“ und „Therapiegrup-

pen“ unterteilt. Die Prophylaxegruppen (Pr) erhielten unmittelbar nach der Ovariektomie für 

zehn Wochen eine Behandlung. Die Ratten, die in den Therapiegruppen (Th) waren erhielten 

fünf Wochen nach der Ovariektomie für fünf Wochen eine Behandlung. Die Langzeitanwen-

dung von VLPs mit beladener siRNA zeigte keine Anzeichen von Toxizität. Zehn Wochen nach 

der Ovariektomie wurden die Proben zusammengetragen. Die Unterteilung sowie die Behand-

lung der einzelnen Gruppen werden in Tabelle 9 dargestellt. 

 

Tabelle 9: Unterteilung und Behandlung der Versuchstiere  

Unterteilung der Tiere  Behandlung  

Non Ovx  Nicht ovariektomierte Tiere, keine Behandlung 

Ovx siCtrl Th Ovariektomierte siRNA-Therapiekontrollgruppe 

Ovx siCtrl Pr Ovariektomierte siRNA-Prophylaxekontrollgruppe 

Ovx siRANKL Th Ovariektomierte RANKL-siRNA-Therapiegruppe 

Ovx siRANKL Pr Ovariektomierte RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe 

Ovx EB Th Ovariektomierte 17ß-Estradiol-Therapiegruppe 

Ovx EB Pr Ovariektomierte 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe 
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3.2 Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktion  

Die Ergebnisse der qPCR an den untersuchten Lendenwirbelkörpern, zeigten einen signifikan-

ten Knockdown der RANKL-mRNA, bei den Tieren, die eine 17ß-Estradiol Therapie (Ovx EB 

Th/Pr) erhielten. Bei den RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx siRANKL Th/Pr) zeigte sich ebenfalls 

eine Herunterregulierung der RANKL-mRNA, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abb. 20).  
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Abbildung 20: qPCR von RANKL-mRNA in LWK. Knockdown berechnet im Vergleich zu Ovx 
siCtrl Th/Pr. Die Behandlung mit RANKL-siRNA zeigte eine Herunterregulierung der RANKL-mRNA 
in den Ovx-siRANKL-Th/Pr-Gruppen. Ebenfalls wurde ein signifikanter Knockdown von RANKL-
mRNA in den 17ß-Estradiol verabreichten Gruppen sichtbar. – p < 0,05 vs. Ovx siCtrl Th, + vs. Ovx 
EB Th. Standard deviation (SD). 

 

Die Analyse der RANKL-mRNA mittels qPCR zeigte bei den untersuchten Tibiae, im Vergleich 

zu den qPCR-Ergebnissen der Lendenwirbelkörper, eine signifikante Herunterregulierung der 

RANKL-mRNA in den RANKL-siRNA-Therapie- und Prophylaxegruppen (Ovx siRANKL 

Th/Pr). In den 17ß-Estradiolgruppen (Ovx EB Th/Pr) zeigte sich ebenfalls, wie bei den unter-

suchten Lendenwirbelkörpern, eine Herunterregulierung von RANKL-mRNA. Insbesondere 

bei den Tieren, die eine sofortige Therapie mit 17ß-Estradiol (Ovx EB Th) erhielten (Abb. 21).  
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Abbildung 21: qPCR von RANKL-mRNA in Tibiae. Knockdown berechnet im Vergleich zu Ovx 
siCtrl Th/Pr. Die Behandlung von RANKL-siRNA zeigte einen signifikanten Knockdown von RANKL 
(etwa 35%) in den Ovx-siRANKL-Th/Pr -Gruppen. In der Ovx-EB-Th-Gruppe zeigte sich ebenfalls 
eine signifikante Herunterregulierung von RANKL-mRNA. – p < 0,05 vs. Ovx siCtrl Th, * p < 0,05 vs. 

Ovx siCtrl Pr, + p < 0,05 vs. Ovx EB Th. Standard deviation (SD) (Hoffmann et al. 2018). 

 

3.3 Ergebnisse der Western-Blot-Technik 

Die Western-Blot-Technik bestätigte eine deutlich verminderte Expression des RANKL-Pro-

teins in Tibiae in den RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Th) und 17ß-Estradiol-Therapiegruppen 

(Ovx EB Th). Bei den Tieren, die in der RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Pr) und der 17ß-Est-

radiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr) waren, zeigte sich keine Herunterregulierung des 

RANKL-Proteins (Abb. 22). 
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Abbildung 22: Western Blot Analyse des RANKL-Proteins in den Tibiae. Die Behandlung mit 
17ß-Estradiol (Ovx EB Th) und RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Th) zeigte einen offensichtlichen 
RANKL Knockdown in den Therapiegruppen (Th). In den Prophylaxegruppen (Ph) konnte kein 
Knockdown auf Proteinebene nachgewiesen werden (Hoffmann et al. 2018). 

 

Die Western Blot Analyse zeigte keine Inhibition von RANKL auf Proteinebene, bei ovariekto-

mierten Ratten, die mit nicht codierender Kontroll-siRNA behandelt worden (Ovx siCtrl Th) 

(Abb. 23).  

 

 

 

Abbildung 23: Western Blot Analyse des RANKL-Proteins in den Tibiae. Die Behandlung mit 
Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl Th) zeigte keinen Effekt auf die Proteinexpression von RANKL (Hoff-

mann et al. 2018). 
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3.4 Ergebnisse der Serum-Analyse von ß-Crosslaps 

Die Serum-Analyse von ß-Crosslaps zeigte erniedrigte Werte bei den nicht ovariektomierte Tie-

ren (Non Ovx) und den mit 17ß-Estradiol (Ovx EB Th/Pr) behandelten Tieren gegenüber den 

Tieren, die Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl Th/Pr) und RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Th/Pr) er-

hielten. Die ovariektomierten Ratten in der Therapiegruppe, welche mit Kontroll-siRNA (Ovx 

siCtrl Th) behandelt wurden, wiesen den höchsten Serumspiegel auf. Die RANKL-siRNA-The-

rapiegruppe (Ovx siRANKL Th) zeigte einen signifikanten Anstieg des ß-Crosslaps-Spiegels im 

Vergleich zu den nicht ovariektomierten Ratten (Non Ovx) und ähnliche Spiegel wie bei den 

Ratten, die in der Therapiegruppe mit Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl Th) behandelt wurden. In der 

Prophylaxegruppe hatten die Ratten, die mit RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Pr) behandelt 

wurden, signifikant erhöhte ß-Crosslaps im Vergleich zu nicht ovariektomierten Ratten (Non 

Ovx) und Ratten, die unmittelbar nach der Ovariektomie 17ß-Estradiol verabreicht bekamen. 

Jedoch zeigten die Ratten in der Prophylaxegruppe, die mit Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl Pr) be-

handelt wurden, keine erhöhten Werte im Vergleich zu nicht ovariektomierten Tieren (Non Ovx) 

(Abb. 24). 
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Abbildung 24: Serum-Analyse von ß-Crosslaps (ng/ml). Die mit 17ß-Estradiol behandelten Tiere 
wiesen vergleichbare Mengen an ß-Crosslaps wie die Non Ovx Tiere auf. Die Behandlung mit RANKL-
siRNA hatte keinen Effekt auf den ß-Crosslap Spiegel. Tiere, die mit Ovx siCtrl behandelt wurden zeig-
ten in der Therapiegruppe vergleichbare Werte wie die Ovx-siRANKL-Gruppen. In der Ovx-siCtrl-
Prophylaxegruppe zeigten sich erniedrigte ß-Crosslaps-Spiegel. # p < 0,05 vs. Non Ovx, + p < 0,05 vs. 
Ovx EB Th/Pr, - p < 0,05 vs. Ovx siCtrl Th. Standard deviation (SD) (Hoffmann et al. 2018). 

 

3.5 Gewicht der Versuchstiere, Futteraufnahme und Uterusgewicht 

Zu Beginn der Studie hatten alle Versuchstiere annähernd das gleiche Körpergewicht (311,5 ± 

12,8 g). Im Verlauf nahm das Gewicht in allen Gruppen wachstumsbedingt zu. Die ovariekto-

mierten Ratten zeigten eine signifikant ausgeprägte Gewichtszunahme. Die direkte Behandlung 

mit 17ß-Estradiol nach Ovariektomie in der Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr) verhindert eine Zu-

nahme des Körpergewichts. Die Gabe von 17ß-Estradiol fünf Wochen nach Ovariektomie in 

der Therapiegruppe (Ovx EB Th) zeigte eine Gewichtsreduktion in den ersten zwei Wochen der 

Behandlung. Das Gewicht reduzierte sich auf ungefähr die gleichen Werte wie bei der nicht 

ovariektomierten-Gruppe (Non Ovx) und folgte deren Kurve. Die Behandlung mit RANKL-

siRNA (Ovx siRANKL) oder Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl) zeigte keine Auswirkung auf das Kör-

pergewicht (Abb. 25).  
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Abbildung 25: Darstellung des mittleren Körpergewichts (g) der Tiere jeder Therapiegruppe 
pro Woche. Non Ovx und Ovx EB Pr zeigten ein vermindertes Körpergewicht gegenüber den anderen 
Tieren. Ratten, die einer Ovariektomie unterzogen wurden nahmen deutlich an Gewicht zu. Bei der Ovx-
EB-Th-Gruppe zeigte sich eine Gewichtsreduktion unter der Behandlung mit 17ß-Estradiol. Die Be-
handlung mit VLPs hatte keinen Einfluss auf das Körpergewicht. Standard deviation (SD) (Hoffmann 
et al. 2018). 

 

Die durchschnittliche Futteraufnahme der Versuchstiere war in der 17ß-Estradiol-Therapie-

gruppe (Ovx EB Th) ab der fünften Woche nach Versuchsbeginn kurzzeitig vermindert, den-

noch ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Futteraufnahme der Tiere. Tenden-

ziell zeigten die ovariektomierten-Gruppen (Ovx) einen höheren Futterverbrauch, im Vergleich 

zu der nicht ovariektomierten-Gruppe (Non Ovx) und der 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx 

EB Pr) (Abb. 26). 

 

 

Abbildung 26: Darstellung der durchschnittlichen Futteraufnahme (g/Ratte/Tag) pro Woche. 
Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p = 0,05. Standard deviation (SD) (Hoffmann 
et al. 2018). 
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Das Uterusgewicht war bei den 17ß-Estradiolgruppen (Ovx EB Th/Pr) gegenüber den ova-

riektomierten Kontroll-siRNA-Gruppen (Ovx siCtrl Th/Pr) und den Gruppen die RANKL-

siRNA (Ovx siRANKL Th/Pr) erhielten, signifikant erhöht. Die Behandlung mit VLPs zeigte 

keine Auswirkung auf das Uterusgewicht (Abb. 27). 
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Abbildung 27: Gewicht der entnommenen Uteri in g. Das Uterusgewicht nahm bei allen Ovx Tieren, 
im Vergleich zu Non Ovx Tieren ab. Gruppen, denen Östrogene verabreicht wurden, zeigten im Ver-
gleich zu VLP-Gruppen ein signifikant erhöhtes Uterusgewicht. # p < 0,05 vs. Non Ovx, + p < 0,05 
vs. Ovx EB Th/Pr. Standard deviation (SD) (Hoffmann et al. 2018). 

 

3.6 Ergebnisse der biomechanischen Untersuchungen 

Bei der gemessenen Maximalkraft (Fmax) an den Lendenwirbelkörpern erreichte die 17ß-Est-

radiol-Prophylaxegruppe (Oxv EB Pr) höhere Werte, im Vergleich zu der 17ß-Estradiol-Thera-

piegruppe (Ovx EB Th) und der nicht ovariektomierten-Gruppe (Non Ovx). Die ovariektomier-

ten Ratten in der Therapiegruppe, die RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Th) transfiziert bekamen, 

wiesen die höchste Maximalkraft auf. Die direkte Behandlung mit 17ß-Estradiol und RANKL-

siRNA (Ovx EB Pr, Ovx siRANKL Pr) nach Ovariektomie zeigte signifikant erhöhte Mittelwerte 

im Vergleich zu den Tieren, die fünf Wochen nach Ovariektomie Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl 

Th) transfiziert bekamen. Bezüglich der gemessenen Steigung (N/mm) an den Lendenwirbelkör-

pern besteht keine Signifikanz unter den einzelnen Gruppen. Die RANKL-siRNA-
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Therapiegruppe (Ovx siRANKL Th) wies die höchsten Mittelwerte auf, jedoch ohne statistische 

Signifikanz. Bei den Versuchsergebnissen der volumenkorrelierten Streckgrenze (Yieldload) an 

den Lendenwirbelkörpern erreichte die RANKL-siRNA-Therapiegruppe (Ovx siRANKL Th) 

die höchsten signifikanten Mittelwerte im Vergleich zu der Kontroll-siRNA-Therapiegruppe 

(Ovx siCtrl Th) und wies vergleichbare Werte wie bei den nicht ovariektomierten Tieren auf. Des 

Weiteren bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der siRNA-Therapie- (Ovx siCtrl Th) 

und der 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr) (Abb. 28). 
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Abbildung 28: Biomechanische Analyse der Lendenwirbelköper (LWK). Fmax in N, Steigung in 
N/mm, volumenkorrelierte Streckgrenze in N. Die Ovx EB Pr und die Ovx-siRANKL-Pr-Gruppen, 
zeigten signifikant erhöhte Mittelwerte in Fmax. In Bezug auf die Steigung war keine Signifikanz unter 
den Gruppen erkennbar. Bei den Ergebnissen der volumenkorrelierten Streckgrenze erreichte die Ovx- 
siRANKL-Th-Gruppe die höchsten signifikanten Mittelwerte und vergleichbare Ergebnisse wie die Non 
Ovx Tiere. Zwischen der Ovx-siCtrl-Th-Gruppe und der Ovx-EB-Pr-Gruppe bestand ein signifikanter 
Unterschied im Yield Load. – p < 0,05 vs. Ovx siCtrl Th. Standard deviation (SD). 

 

Bei den gemessenen Ergebnissen der Maximalkraft an den Tibiae, wiesen die nicht ovariekto-

mierten Tiere (Non Ovx) und die mit 17ß-Estradiol behandelten Tiere aus der Prophylaxegruppe 

(Ovx EB Ph) höhere Mittelwerte, im Vergleich zu den Kontroll-siRNA (Ovx siCtrl Th/Pr) und 

RANKL-siRNA (Ovx siRANKL Th/Pr) transfizierten Gruppen auf. Die Behandlung mit VLPs, 

zeigte in der RANKL-siRNA-Therapiegruppe (Ovx siRANKL Th) die höchsten signifikanten 

Mittelwerte, gegenüber der nicht ovariektomierte-Gruppe (Non Ovx). In Bezug auf die ermittel-

ten Werte der Steigung an den Tibiae, zeigten sich in der RANKL-siRNA-Therapiegruppe (Ovx 

siRANKL Th) höhere Mittelwerte im Vergleich zu den Kontroll-siRNA-Gruppen (Ovx siCtrl 

Th/Pr). Diese Erhöhung ist jedoch ohne statistische Signifikanz. Die nicht ovariektomierte-

Gruppe (Non Ovx) sowie die 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr), wiesen in Bezug auf 

die Steigung die höchsten signifikanten Werte gegenüber der Kontroll-siRNA-Therapie-(Ovx 
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siCtrl Th) und der RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe (Ovx siRANKL Pr) auf. Ein signifikanter 

Unterschied innerhalb der VLPs transfizierten Gruppen besteht nicht.  

Bei den Ergebnissen der Streckgrenze an den Tibiae zeigten die nicht ovariektomierten Tiere 

(Non Ovx) und die 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Ph) signifikant höhere Werte als 

die Kontroll-siRNA- (Ovx siCtrl Th/Pr) und die RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx siRANKL 

Th/Pr). Eine Signifikanz innerhalb der VLPs transfizierten Gruppen in Bezug auf die volumen-

korrelierte Streckgrenze ergab sich nicht (Abb. 29).  
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Abbildung 29: Biomechanische Beurteilung der Tibiae. Fmax in N, Steigung in N/mm, volu-
menkorrelierte Streckgrenze in N. Die Non Ovx- und die Ovx-EB-Pr-Gruppen wiesen die höchsten 
Mittelwerte in Fmax auf. Ein signifikanter Unterschied in Fmax zeigte sich in der Ovx-siRANKL-Th-
Gruppe. In der Steigung zeigten sich, mit die höchsten Mittelwerte in der Ovx-siRANKL-Th-Gruppe, 
ohne statistische Signifikanz. Die Non-Ovx- und Ovx-EB-Pr-Gruppen wiesen die höchsten signifikan-
ten Mittelwerte in der Steigung auf. Bei den Ergebnissen der Streckgrenze zeigten sich signifikant höhere 
Mittelwerte bei den Non-Ovx- und den Ovx-EB-Th-Gruppen. Eine Signifikanz innerhalb der VLPs 
transfizierten Gruppen in Bezug auf die Steigung und der volumenkorrelierten Streckgrenze bestand 
nicht. # p < 0,05 vs. Non Ovx, + p < 0,05 vs. Ovx EB Th/Pr, - p < 0,05 vs. Ovx siCtrl Th. Standard 
deviation (SD) (Hoffmann et al. 2018). 

 

3.7 Ergebnisse der Mikro-Computertomographie  

Die Mikro-Computertomographieergebnisse an den Lendenwirbelkörpern zeigten erhöhte 

Werte in der RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe (Ovx siRANKL Pr) im Vergleich zu den Grup-

pen, die 17ß-Estradiol (Ovx EB Th/Pr) erhielten und den nicht ovariektomierten-Gruppen (Non 

Ovx). Ein signifikanter Unterschied ist bei der RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe (Ovx 

siRANKL Pr), bei den Werten der Trabekelanzahl und der Trabekelknoten, im Vergleich zu der 

17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr) zu erkennen. Die siRNA-RANKL-Prophylaxe-

gruppe (Ovx siRANKL Pr), weist meist höhere Mittelwerte in den trabekulären 
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Knocheneigenschaften als die intakten Tiere auf. Jedoch ohne statistische Signifikanz. Innerhalb 

der VLPs transfizierten Gruppen, besteht ebenfalls kein signifikanter Unterschied (Tab. 10).  

 

Tabelle 10: Mikro-Computertomographie Knochenstrukturmessung. LWK. Die Ovx-siRANKL- 
Pr-Gruppe zeigte erhöhte Werte im Vergleich zu der Ovx-EB-Th/Pr- und der Non-Ovx-Gruppe. Ein 
signifikanter Unterschied ist bei der Ovx-siRANKL-Pr-Gruppe gegenüber der Ovx-EB-Pr-Gruppe in 
Bezug auf die Trabekelanzahl und Trabekelknoten erkennbar. Die Ovx-siRANKL-Pr-Gruppe weist ten-
denziell die höchsten Mittelwerte in den trabekulären Knocheneigenschaften auf, ohne statistische Sig-
nifikanz. Ein signifikanter Unterschied innerhalb der VLPs transfizierten Gruppen besteht 
nicht.  #  p < 0,05 Non Ovx, + p < 0,05 EB Pr. Standard deviation (SD). 

 

 Non Ovx     siCtrl Th      siCtrl Pr     siRANKL Th   siRANKL Pr    EB Th       EB Pr  

 mean SD    mean  SD  mean  SD  mean   SD    mean  SD   mean   SD  mean  SD  

Trabekelanzahl 
(Tb.) 

128,4  34,6 121,952,5 135,3   60,1 91,5 32,5 183,7+ 46,8 125,6   28,4 98,0    14,0 

Abstand der 
Trabekelknoten 
(Tb.S) µm  

331,5  20,2 349,447,2 347,9 29,3  393,8#+ 69,1 336,9   42,9 327,1 27,2   343,8  17,2 

Trabekelknoten 
(Nodes)  

156    43  145,6  66,4 161,5 78,8 109,8 39,3 204,9+ 86,2 149,9   36,1 116,4  18,2 

Trabekeldicke 
(Tb.Th) in µm 

140,8  47,2 139,2  71,1 148,8 67,1 195,0 57,6 147,6 78,9 139,5 47,6   203,5  49,9 

Trabekelkreu-
zungen (Tb.N) 

2,4     0,1 2,4 0,1 2,3  0,2 2,4 0,1 2,4 0,1 2,3   0,1 2,3    0,1 

Bonevolume 
(BV) in mm³  

8,1 2,1 6,2 2,1 8,0  0,8 8,4 1,6 7,8 1,4 7,1   1,4 8,2    1,3 

Gesamtvolumen 
(TV) in mm³ 

92,1   10,1 84,9   12,9 95,1  16,1 90,8 8,9 103,6 15,3 87,7   9,8 91,7     9,6 

BV/TV % 72,7   3,9 72,4 5,1 72,1  4,1 75,5 3,5 68,7 4,1 73,3   3,7 74,3     5,6 
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Die ausgewerteten Ergebnisse der Mikro-Computertomographie an den Tibiae, zeigten vermin-

derte trabekuläre Knocheneigenschaften in den 17ß-Estradiolgruppen (Ovx EB Th/Pr), in den 

Kontroll-siRNA-Gruppen (Ovx siCtrl Th/Pr) und in den RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx 

siRANKL Th/Pr) im Vergleich zu den nicht ovariektomierten Ratten (Non Ovx). Die 17ß-Est-

radiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr), wies in diesem Versuch die höchsten signifikanten Mit-

telwerte in dem feinstrukturellen Knochenaufbau gegenüber den VLPs transfizierten Gruppen 

auf. In den RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx siRANKL Th/Pr) ist keine signifikante Verbesse-

rung in den Knocheneigenschaften im Vergleich zu den Kontroll-siRNA-Gruppen (Ovx siCtrl 

Th/Pr) zu erkennen. Innerhalb der ovariektomierten Kontroll- und RANKL-siRNA-Gruppen 

(Ovx siCtrl Th/Pr, Ovx siRANKL Th/Pr) besteht kein signifikanter Unterschied (Tab. 11).  
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Tabelle 11: Mikro-Computertomographie Knochenstrukturmessung. Tibiae. Die Ovx-EB-Th/Pr-
Gruppen, die Ovx-siCtrl-Th/Pr-Gruppen und die Ovx-siRANKL-Th/Pr-Gruppen zeigten verminderte 
trabekuläre Knocheneigenschaften. Die Ovx-EB-Pr-Gruppe wies die höchsten signifikanten Mittelwerte 
gegenüber den VLPs transfizierten Gruppen auf. Die OVX-siRANKL-Th/Pr-Gruppen zeigten keinen 
signifikanten Unterschied zu den OVX siCtrl Th/Pr transfizierten Gruppen. Ein signifikanter Unter-
schied innerhalb der VLPs transfizierten Gruppen besteht nicht. # p < 0,05 Non Ovx, + p < 0,05 EB 
Pr. Standard deviation (SD) (Hoffmann et al. 2018).  

 

 Non Ovx     siCtrl Th      siCtrl Pr siRANKL Th   siRANKL Pr    EB Th  EB Pr  

 mean  SD    mean  SD    mean  SD      mean   SD       mean   SD      mean  SD    mean   SD  

Trabekelanzahl 
(Tb.) 

187,9  60,9  20,4#+ 30,3   39,6#+ 22,3  26,9 #+ 12,9   19,5#+  8,5    32,6#  16,8   104,1# 45,9 

Abstand der 
Trabekelknoten 
(Tb.S) µm  

259,2  28,2  314,8    79,2  323,2     13,3  306,9   96,5 285,7    92,1     263,9  70,6 267,2   39,3 

Trabekelknoten 
(Nodes) 

223,7  72,5  19,9#+ 29,9  39,9 #+ 24,5  22 ,1#+ 12,5  18,5#+  9,8     33,6#  12,8   113,6#  54,5 

Trabekeldicke 
(Tb.Th) in µm 

176,7  63,7  67,8#+  8,2  67,4#+  10,4   73#+     9,5 66,6#+   9,1    67,8#   7,5   111,3#+ 25,1 

Trabekelkreu-
zungen (Tb.N) 

28,9   8,6    8,6#+ 3,1 9,6#+    7,1  8,9#+  4,3 8,5#+     5,1   7,8#+   3,3   29,2    9,2 

Bone volume 
(BV) in mm³  

3,1  1,53.    0,47#+ 0,49   0,81#   0,38   0,51#+  0,22.  0,29#+  0,13  0,54#+  0,24   1,83#  0,85 

Gesamtvolumen 
(TV) in mm³ 

52,9  11,8  38,8       10,5 43,6   12,8   47,0    10,5   42,8    6,2      47,1 13,9    41,1     6,7 

BV/TV % 53,8   9,1.  44,5       6,2 40,4#     7,2 40,5#    7,5  40,3#   3,7 39,4#+   6,8   50,8     4,4 
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Bei den gemessenen Ergebnissen der Dichten und Volumina an den Lendenwirbelkörpern wei-

sen die RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx siRANKL Th/Pr) im Durchschnitt die höchsten Mittel-

werte im Vergleich zu den intakten Tieren (Non Ovx), der 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx 

EB Pr) und der Kontroll-siRNA-Therapiegruppe (Ovx siCtrl Th) auf. Die RANKL-siRNA-Pro-

phylaxegruppe (Ovx siRANKL Pr) zeigt signifikante Unterschiede in der Trabekeldichte, Trab-

ekel- und Kortikalisdichte, sowie in der Gesamtdichte gegenüber der 17ß-Estradiol-Prophyla-

xegruppe (Ovx EB Pr). Des Weiteren konnte ein signifikanter Vergleich zwischen der siRNA-

RANKL-Prophylaxegruppe (Ovx siRANKL Pr) und der Kontroll-siRNA-Therapiegruppe (Ovx 

siCtrl Th) in Bezug auf das Gesamtvolumen gezogen werden. Die RANKL-siRNA-Therapie-

gruppe (Ovx siRANKL Th) weist den höchsten Mittelwert im Kortikalisvolumen auf und ist 

signifikant zur nicht ovariektomierten-Gruppe (Non Ovx). Die Kontroll-siRNA-Therapiegruppe 

(Ovx siCtrl Th) hatte annähernd gleich hohe signifikante Werte, in Bezug auf die Trabekeldichte 

und die Trabekel- und Kortikalisdichte, wie die 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe (Ovx EB Pr). 

In den kortikalen Eigenschaften wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-

pen beobachtet (Tab. 12). 
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Tabelle 12: Volumina in mm³ und Dichten g/cm³. LWK. Die Ovx-siRANKL-Th/Pr-Gruppen wie-
sen im Durchschnitt die höchsten Mittelwerte auf. Die Ovx-siRANKL-Pr-Gruppe zeigt signifikante Un-
terschiede in der Trabekeldichte, Trabekel- und Kortikalisdichte, sowie in der Gesamtdichte. Im Ge-
samtvolumen konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Ovx-siRANKL-Pr-Gruppe und der 
Ovx-siCtrl-Th-Gruppe gezogen werden. Die Ovx-siRANKL-Th-Gruppe wies im Kortikalisvolumen die 
höchsten signifikanten Mittelwerten gegenüber der der Non-Ovx-Gruppe auf. Die Ovx-siCtrl-Th-
Gruppe hatte signifikante Werte in der Trabekeldichte und in der Trabekel- und Kortikalisdichte. Zwi-
schen den einzelnen Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied. # p < 0,05 Non Ovx, + p < 0,05 
EB Pr, - p < 0,05 Ovx siRNA. Th. Standard deviation (SD). 

 

 Non Ovx     siCtrl Th      siCtrl Pr    siRANKL Th   siRANKL Pr     EB Th       EB Pr  

 mean  SD   mean  SD  mean   SD  mean    SD   mean   SD    mean   SD     mean  SD  

Kortikalisvolu-
men mm³ 

26,6    4,4 26,6    4,1   28,3    5,9 34,4#    5,5 28,2      2,8 27,7 4,9 31,4     4,1 

Kortikalisdichte 
mg/cm³ 

1031   29,4 1002  47,8   1001   37,9 1033     14,8 999,2   16,4 1041 58,4 1011  42,1 

Trabekelvolu-
men mm³ 

40,4     8,1 36,2   4,9 39,9   10,2 33,8    3,9 42,1      5,4 36,4 7,9 34,2     3,7 

Trabekeldichte 
mg/cm³ 

577,0  18,6 556,9+  16,9  566,7.  9,8 575,8-    7,5 558,7+  8,9 561,5 11,4 582,8   4,2 

Trabekel-& 
Kortikalisvolu-
men mm³ 

67,1    9,9 61,01  6,8 68,5 11,0 68,6 7,6 70,8  9,0 64,2 7,2 67,3     5,2 

Trabekel-& 
Kortikalisdichte 
mg/cm³  

758,9  27,2.  744,6+  25,9  750,7  51,6 80,6 29,4 738,5+  20,6 764,0 50,8 804,1  38,8 

Weichteilvolu-
men mm³ 

24,8    2,8  24,2   6,62.    6,7 6,9 22,3 3,6 32,7 7,6 24,2 4,7 23,8     7,0 

Weichteildicht 
mg/cm³ 

86,6   11,1 93,3   9,7 91,7 26,6 75,3 8,8 91,6 15,6 73,8 11,6 71,1   34,4 

Gesamtvolu-
men mm³ 

92,1   10,1 

 

  84,9  12,9.   95,2 16,1 90,8 8,9 103,6-   15,3 87,7 9,8    91,1  9,6 

Gesamtdichte 
mg/cm³ 

575,6  35,6    564,3  43,1   567,1    48,1   628,3   46,1 535,8 35,4 581,2  58,4    613,3   63,8 

Gesamtvolu-
men/Knochen-
volumen % 

 

72,7   3,9 72,4     5,1 72,1 4,0 75,5   3,6 68,7 3,9 73,3 3,7 74,3     5,6 

Kortikalisfläche 
µm 

235,4  55,7 221,9  60,4   252,0 45,9 231,3   44,7 249,4  45,6 230,7 39,4 209,1  31,2 
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In Bezug auf die gemessenen Ergebnisse der Volumina und Dichten an den Tibiae wiesen die 

nicht ovariektomierten Tiere (Non Ovx) die höchsten signifikanten Mittelwerte im Vergleich zu 

den VLPs induzierten- und zu den Ratten, die 17ß-Estradiol verabreicht bekamen, auf. Des 

Weiteren bestehen signifikante Unterschiede zwischen der 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe 

(Ovx EB Pr) und den RANKL-siRNA-Gruppen (Ovx siRANKL Th/Pr), in der Trabekel- und 

der Weichteildichte. Ebenso wie in den Kontroll-siRNA-Therapiegruppen. Eine statistische Sig-

nifikanz unter den VLPs transfizierten Gruppen bestand nicht (Tab. 13).   
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Tabelle 13: Volumina in mm³ und Dichten g/cm³. Tibiae. Die Non-Ovx-Gruppe wies die höchsten 
signifikanten Mittelwerte auf. In Bezug auf die Trabekel- und Weichteildichte konnte ein signifikanter 
Unterschied zwischen der Ovx-EB-Pr-Gruppe und den Ovx-siRANKL-Th/Pr-Gruppen, sowie der 
Ovx-siCtrl-Th-Gruppe gezeigt werden. Eine statistische Signifikanz unter den VLPs transfizierten Grup-
pen bestand nicht. # p < 0,05 Non Ovx, + p < 0,05 EB Pr. Standard deviation (SD) (Hoffmann et al. 
2018). 

 

 Non Ovx    siCtrl Th       siCtrl Pr     siRANKL Th   siRANKL Pr     EB Th       EB Pr  

 mean  SD   mean  SD  mean    SD  mean     SD    mean   SD     mean SD   mean SD  

Kortikalisvolu-
men mm³ 

13,1     2,0 11,5     0,6 10,9       2,0 11,6        1,8 11,4     1,6 10,8 1,1 11,7     9,1 

Kortikalisdichte 
mg/cm³ 

1484   254 1335   32,9 1305#  37,3 1253#  59,9 1298#  84,9 1304#  31,8 1333   40,0 

Trabekelvolu-
men mm³ 

14,9   7,1 5,2#     1,7 6,1#      1,9 6,8#     1,4 5,7#       1,3   5,6#     1,4    9,1#    2,6 

Trabekeldichte 
mg/cm³ 

750,5  16,4  796,8#+ 9,9  792,0#+ 13,0 7  96,7#+ 11,3  793,0#+ 12,2  789,8#   9,1 749,8  13,3 

Trabekel-& 
Kortikalisvolu-
men mm³ 

28,0     7,8 16,7#   2,1 17,0#     2,9 18,5#      2,4 17,1#      1,7 16,2#    1,9 20,9#   3,9 

Trabekel-& 
Kortikalisdichte 
mg/cm³  

1069  119,7  1173#  61,2 1123      58,7   1102      40,9   1148      52,2    1128    44,8    1081  56,6 

Weichteilvolu-
men mm³ 

24,2     7,5 22,1     8,5 26,7 10,6 28,6 9,4 25,7 5,2 30,9 14,5   20,3     3,9 

Weichteildicht 
mg/cm³ 

178,3  41,9. 69,1#+ 19,2.  483,0#  37,1 87,7#+   43,4.  61,9#+  32,1.   67,5   47,5 19,1  29,5 

Gesamtvolu-
men mm³ 

52,1   11,8 38,8    10,5 43,6 12,8 47,0   10,5 42,8     6,2   47,1 13,9 41,1     6,7  

Gesamtdichte 
mg/cm³ 

649,5  142,5  542,4 88,4.  504,2 109,5 498,6 122,2 500,5 69,9 486,9 94,5   641,6  142,5 

Gesamtvolu-
men/Knochen-
volumen % 

 

68,3  12,7 7,7#+  8,8 20,8#+ 13,5    9,6#+  7,7 6,5#+   1,6    15,2#   5,8.    43,9#   20,5 

Kortikalisfläche 
µm 

477,3  76,4   476,8  67,3 464,6  69,8 460,6 54,9 456,1 56,7 444,1 48,9 478,9  75,5 
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4 Diskussion 

In einer kürzlich vorangegangenen Studie von Hoffmann et al. konnte zum ersten Mal die Mög-

lichkeit demonstriert werden, die RANKL-Expression an Knochen gesunder Ratten durch VLP 

vermittelte siRNA-Transduktion zu verringern (Hoffmann et al. 2016). Das Ziel dieser Studie 

war es, die Wirkung der RANKL-Inhibition durch VLP vermittelte siRNA im frühen Stadium 

der Osteoporose am standardisierten Osteoporose-Modell der Ratte zu evaluieren (Kalu 1991). 

Da sich in mehreren Studien die Ratte als Modellorganismus in Bezug auf die Auswirkungen 

des Östrogenmangels auf den Knochenstoffwechsel etabliert hat, wurden für diesen Versuch 

ebenfalls die drei Monate alten weiblichen Spraque Dawley Ratten ausgewählt (Kalu 1991; Barlet 

et al. 1994). Die bisherigen Studien zeigten, dass die bilaterale Ovariektomie bei den weiblichen 

Spraque Dawley Ratten zu einem Östrogenmangel führte und es in Folge zu einem Knochenver-

lust kommt. Dieser Knochenverlust ist in seinen charakteristischen Eigenschaften mit dem 

Knochenverlust der postmenopausalen Osteoporose vergleichbar (Kalu 1991). Der resultie-

rende Hormonmangel führte innerhalb einiger Wochen zu einem Verlust an trabekulärem Kno-

chen und über einen längeren Zeitraum ebenfalls zu einem Knochenverlust am kortikalen Kno-

chen. Vor allem betroffen sind der distale Radius, der proximale Femur, die Wirbel und die 

proximalen Tibiae (Chen et al. 2013). Durch die Supplementierung von Östrogenen kann der 

Knochenverlust aufgehalten und die Auswirkungen von Östrogen auf den Knochenmetabolis-

mus gezeigt werden (Kalu 1991; Thompson et al. 1995; Ishihara et al. 1999; Yang et al. 2003). 

In mehreren anderen Studien zeigte sich, dass sich die Knochenmasse im Bereich der Tibia bei 

Ratten innerhalb von drei Monaten nach Ovariektomie um 50% reduziert hat (Seidlová-Wuttke 

et al. 2003). Bereits drei Tage nach Ovariektomie wurden vermehrt Osteoklasten nachgewiesen 

und im Folgenden dargelegt, dass sich die Trabekeldicke innerhalb von zwei Monaten signifi-

kant reduzierte (Yamaura et al. 1996).  

Um den Effekt des VLP vermittelten Knockdown von RANKL zu bewerten wurden die Er-

gebnisse mit 17ß-Estradiol verglichen. Des Weiteren wurden zwei verschiedene Rattenkohorten 

untersucht, die unterschiedliche Behandlungsoptionen erhielten. Dazu wurden die Versuchs-

tiere in Therapie- und Prophylaxegruppen unterteilt. Die Therapiegruppe erhielt erst fünf Wo-

chen nach der Ovariektomie, im frühen Stadium der Osteoporose, für fünf Wochen eine Be-

handlung. Die Prophylaxegruppen wurden direkt nach der Ovariektomie zehn Wochen lang 

behandelt.  

In der quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion-Analyse (qPCR) an den untersuchten 

Lendenwirbelkörpern konnte eine signifikante Abnahme der RANKL-mRNA in den 17ß-
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Estradiol-Therapiegruppen, verglichen mit der ovariektomierten-siRNA-Therapiekontroll-

gruppe, gezeigt werden. Eine Herunterregulierung der RANKL-mRNA zeigte sich ebenfalls bei 

den RANKL-siRNA-Gruppen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Expression der 

RANKL-mRNA an den untersuchten Tibiae war sowohl in den Therapiegruppen als auch in 

den Prophylaxegruppen signifikant um bis zu 35% verringert. Die Prophylaxegruppe, die mit 

17ß-Estradiol behandelt wurde, zeigte ebenfalls einen deutlichen Knockdown von RANKL-

mRNA. Jedoch war die verringerte Expression von RANKL-mRNA in den Therapiegruppen, 

vor allem bei den Tieren, die mit 17ß-Estradiol behandelt wurden, stärker ausgeprägt als in den 

Prophylaxegruppen.  

Diese Ergebnisse stimmen mit denen des Western-Blot überein. Bei der Western-Blot-Analyse 

konnte ebenfalls ein offensichtlicher Knockdown des RANKL-Proteins bei den 17ß-Estradiol- 

und den RANKL-siRNA-Therapiegruppen gezeigt werden. In den Prophylaxegruppen wurde 

kein deutlicher Unterschied in der RANKL-Proteinexpression nach Behandlung mit RANKL-

siRNA als auch mit 17ß-Estradiol nachgewiesen. Gründe für diesen Effekt sind letztlich unklar. 

Ursache dafür könnte sein, dass ein Rebound-Mechanismus die Synthese von RANKL als Ant-

wort auf einen langfristigen Knockdown Effekt steigert (Hoffmann et al. 2018). Die intakten, 

nicht ovariektomierten Ratten wiesen keinen Unterschied des RANKL-mRNA Spiegels im Ver-

gleich zu ovariektomierten Ratten, die mit nicht codierender Kontroll-siRNA behandelt wurden 

auf. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Studien, die den Anstieg von RANKL-mRNA nach 

Ovariektomie im Vergleich zu nicht ovariektomierten Ratten zeigen (Ikeda et al. 2001; Zhang 

et al. 2009). Der Grund für diese abweichenden Ergebnisse könnte die unterschiedliche Ver-

suchsanordnung von Ikeda et al. sein, welche die Auswirkungen bereits drei Wochen nach Ova-

riektomie untersuchten. Darüber hinaus zeigte eine andere Studie die erhöhte Genexpression 

von RANKL-mRNA in ovariektomierten Ratten hauptsächlich in den Chondrozyten von hy-

pertrophen Wachstumsplatten an Femora. In den Proben des kortikalen Knochens war die Ex-

pression von RANKL-mRNA wiederum nicht erhöht und im Vergleich zu acht Wochen alten 

nicht ovariektomierten Tieren sogar unterdrückt (Ikeda et al. 2001). In der vorliegenden Studie 

wurden die Auswirkungen zehn Wochen nach Ovariektomie anhand von Stichproben der ge-

samten Tibiae und den Lendenwirbelkörpern untersucht. Weiterhin konnte in vorherigen Stu-

dien unserer Arbeitsgruppe ebenfalls kein signifikanter Anstieg der RANKL-mRNA nach Ova-

riektomie im Vergleich zu scheinoperierten oder intakten Ratten gezeigt werden (Komrakova 

et al. 2014; Hoffmann et al. 2017).  

Wie schon in vorherigen Studien beobachtet werden konnte, hatten zu Beginn der Studie alle 

Versuchstiere annähernd das gleiche Körpergewicht. Im Verlauf nahm das Gewicht aufgrund 
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des physiologischen Wachstums in allen Gruppen zu (Komrakova et al. 2009; Komrakova et al. 

2010; Komrakova et al. 2015). Die ausgeprägte Gewichtszunahme bei den ovariektomierten 

Tieren war auf die typischen Veränderungen im Metabolismus nach Ovariektomie zurückzu-

führen (Hoffmann et al. 2018). Wie zu erwarten stagnierte das Körpergewicht bei den Ratten, 

die 17ß-Estradiol direkt nach der Ovariektomie erhielten und verringerte sich in den ersten zwei 

Wochen nach Behandlung in der 17ß-Estradiol-Therapiegruppe. Auch die Futteraufnahme war 

bei den ovariektomierten Tieren im Vergleich zu den nicht ovariektomierten Ratten und der 

17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe tendenziell höher. Fünf Wochen nach Ovariektomie sank das 

Körpergewicht in der 17ß-Estradiol-Therapiegruppe ebenfalls. Es ist bekannt, dass ein Abfall 

des Östrogenspiegels zu einer geminderten körperlichen Aktivität führt (Izumo et al. 2012) und 

die Östrogengabe hingegen die körperliche Aktivität steigert (Diaz-Veliz et al. 1991; Thomas et 

al. 1986). Ein weiterer Grund für die Zunahme des Körpergewichts ist ein Anstieg der Fett-

masse, der häufig ebenfalls bei postmenopausalen Frauen, aufgrund des Östrogenmangels beo-

bachtet wird (Lovejoy 2003; Kim et al. 2014).  

Die Versuchstiere, welche eine Therapie mit VLPs erhielten, wiesen im Vergleich zu den intak-

ten Tieren und den mit 17ß-Estradiol behandelten ovariektomierten Tieren ein verringertes 

Uterusgewicht auf. Dieser Zusammenhang zeigt sich ebenso bei postmenopausalen Frauen, die 

durch den Östrogenmangel eine Atrophie des Uterus erleiden (Costa et al. 2006). Die VLP ver-

mittelte RNA-Interferenz hatte in unseren Ergebnissen folgend keinen Einfluss auf das Uterus-

wachstum. 

Da die postmenopausale Osteoporose mit einem erhöhten Abbau der Knochensubstanz einher 

geht, kann mit Hilfe von Serum-Crosslaps der Abbau der organischen Knochenmatrix nachge-

wiesen werden. Im Rahmen des Knochenabbaus werden die Crosslaps infolge der Osteoklas-

ten-Aktivität freigesetzt. Dabei werden die knochenbezogenen Abbauprodukte von C-termina-

len Telopeptiden des Typ-I-Kollagens im Serum der Ratten nachgewiesen. Bei erhöhtem Kno-

chenabbau werden verstärkt ß-Crosslaps freigesetzt. Bei dem Knochenaufbau hingegen sinkt 

die Ausscheidung der Serumbiomarker (Bartl 2012). Hiermit übereinstimmend zeigen sich in 

unserer Studie erhöhte ß-Crosslaps-Werte bei den ovariektomierten Ratten, die nur mit Kon-

troll-siRNA für fünf Wochen behandelt wurden und erniedrigte Werte bei intakten Ratten und 

ovariektomierten Ratten, die mit 17ß-Estradiol eine wirksame Behandlung erhielten. Die Be-

handlung mit VLPs vermittelter RANKL-siRNA hatte dagegen keinen Einfluss auf den durch 

den Östrogen-Mangel bedingten Knochenabbau mit erniedrigten Werten von ß-Crosslaps.  

Ein Grund für das nicht Ansprechen der RANKL-Inhibition könnte die geringe Sensitivität der 

Crosslinks sein (Behre et al. 2001). Ein weiterer Grund für die erhöhten ß-Crosslaps bei den 
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RANKL-siRNA Gruppen könnte mit dem zu geringen Knockdown zusammenhängen. Der 

Grund warum die ovariektomierten Ratten mit Behandlung nicht codierender Kontroll-siRNA 

in der Prophylaxegruppe verringerte Mengen an ß-Crosslaps aufwiesen bleibt letztlich unklar.  

Um den Einfluss der RANKL-Expression auf den osteoporotischen Knochen weiter zu unter-

suchen wurden biomechanische Untersuchungen durchgeführt. Die Ergebnisse der Maximal-

kraft (Fmax), der Steigung und der volumenkorrelierten Elastizität wurden innerhalb der unter-

schiedlichen Gruppen in Bezug auf die Stabilität des Knochens analysiert. Es konnte bei den 

Ergebnissen der getesteten Lendenwirbelkörper gezeigt werden, dass wie erwartet alle drei 

Messparameter in den ovariektomierten siRNA-Kontrollgruppen verminderte Werte in Bezug 

auf die Knochenstabilität aufwiesen im Vergleich zu den nicht ovariektomierten Tieren und den 

17ß-Estradiol behandelten Ratten. Des Weiteren bestätigte der Test verbesserte Knocheneigen-

schaften bei den mit 17ß-Estradiol behandelten Gruppen, was der Behandlung von osteoporo-

sebetroffener Knochen entspricht. Es zeigten sich jedoch deutlich bessere Werte bei der 17ß-

Estradiol-Prophylaxegruppe, die zehn Wochen lang nach der Ovariektomie eine 17ß-Estradiol 

Behandlung erhielten. Bei der Behandlung fünf Wochen nach Ovariektomie konnten ähnliche 

Veränderungen auf den Knochen nicht nachgewiesen werden, obwohl sich die systemische Wir-

kung von 17ß-Estradiol durch ein erhöhtes Gewicht der Uteri, verringertes Körpergewicht und 

verringerte ß-Crosslaps widerspiegelte.  

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu früheren Studien. Jedoch gibt es auch Studien, die 

nach sechs Behandlungswochen keinen signifikanten Effekt von Östrogenen zeigen konnten 

(Kavuncu et al. 2003). Die RANKL-siRNA-Therapiegruppe weist in der biomechanischen Be-

urteilung an den Lendenwirbelkörpern in allen Bereichen die höchsten Werte auf. Davon sind 

die Ergebnisse der Maximalkraft und der Streckgrenze signifikant gegenüber den ovariektomier-

ten siRNA-Kontrollgruppen. Die RANKL-siRNA-Prophylaxegruppe weist keine signifikante 

Verbesserung der Knochenstabilität auf.  

In den Ergebnissen des biomechanischen Kompressionstests an den Tibiae bestätigt sich das 

Modell ebenfalls. Die intakten Tiere und die 17ß-Estradiol-Prophylaxegruppe erreichten signi-

fikant höhere Werte in der Knochenstabilität als die mit VLPs behandelten Tiere. Eine positive 

Wirkung der transfizierten RANKL-siRNA konnte dahingegen nicht gezeigt werden, außer bei 

der Steigung nach Gabe von RANKL-siRNA wies die Therapiegruppe signifikant höhere 

Werte, im Vergleich zu der ovariektomierten siRNA-Therapiekontrollgruppe auf.  

Es kann mehrere Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den Lendenwirbelkör-

pern und den Tibiae geben. Zum einen ist der morphologische Aufbau der beiden Knochen in 

Bezug auf die Kompakta und die Spongiosa mit ihrem unterschiedlich ausgerichteten 
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Trabekelsystem, ein möglicher Grund für die unterschiedliche Knochenfestigkeit. Die Spon-

giosaarchitektur der Lendenwirbelkörper dient der Aufnahme axialer Kräfte und besteht aus 

vertikalen Drucktrabekeln, die sich mit den horizontal ausgerichteten Zugtrabekeln kreuzen. 

Der Röhrenknochen besteht hingegen aus parallel angeordneten, zur größten Biegebeanspru-

chung ausgerichteten Trabekeln am proximalen Ende, welche der Epiphyse eine hohe Stabilität 

verleihen (Welsch und Deller 2011; Aumüller und Wurzinger 2010). 

Zum anderen kann es an den heterogen Veränderungen der verschiedenen Skelettanteile bei 

Osteoporose liegen (Chen et al. 2013; Ritzel et al. 1997; Amling et al. 1996). Es sind nicht alle 

Knochen geleichermaßen stark von Osteoporose betroffen (Chen et al. 2013). Frühere Studien 

zeigten unterschiedliche Wirkung auf Wirbelkörper und Femora nach einer Osteoporose-The-

rapie (Kavuncu et al. 2003).  

Zur Untersuchung des Einflusses auf den strukturellen Knochenaufbau erfolgten µCT-Unter-

suchungen. Die nicht ovariektomierten Tiere wiesen die höchsten Mittelwerte in Bezug auf die 

Knochenstruktur im Vergleich zu den ovariektomierten Tieren auf. Es zeigte sich, dass die tra-

bekulären Eigenschaften an den untersuchten Tibiae bei den VLPs transfizierten Gruppen und 

den Gruppen, denen 17ß-Estradiol für nur fünf Wochen verabreicht wurden, im Vergleich zu 

den nicht ovariektomierten Tieren verringert waren. Dagegen wies die 17ß-Estradiol-Prophyla-

xegruppe die höchsten Mittelwerte gegenüber den VLP transfizierten Gruppen auf. Eine Be-

handlung mit VLPs erbrachte somit nicht den erwünschten positiven Effekt auf den Knochen. 

Diese Ergebnisse zeigten, dass ein Östrogenmangel, wie er bei postmenopausalen Frauen auf-

tritt mit einer erheblichen Verminderung des feinstrukturellen Aufbaus des Knochens einher-

geht. Die Ergebnisse wurden ebenfalls in vorigen Studien beobachtet, wodurch der resultie-

rende Östrogenmangel durch die bilaterale Ovariektomie zu einer Verminderung der Trabe-

keleigenschaften führte (Komrakova et al. 2013). Vor allem die reduzierte Trabekeldicke an den 

Tibiae bei Östrogen-defizitären Tieren ist kohärent zu früheren Studien., die eine verminderte 

Dicke der Trabekel bei ovariektomierten Ratten zeigte (Sehmisch et al. 2009b, Fürst 2014). Die 

Behandlung mit 17ß-Estradiol für zehn Wochen bestätigte auch in diesem Versuch, verglichen 

zu den VLPs transfizierten Gruppen, erhöhte Werte im feinstrukturellen Knochenaufbau. 

Bei den untersuchten Wirbelkörpern zeigten die nicht ovariektomierten Tiere höhere Mittel-

werte in Bezug auf die Knochenstruktur im Vergleich zu den Tieren, die mit 17ß-Estradiol be-

handelt wurden und den VLPs transfizierten Gruppen. Die Tiere, die über zehn Wochen mit 

RANKL-siRNA behandelt wurden, wiesen im Vergleich zu den mit 17ß-Estradiol behandelten 

Tieren signifikant höhere Mittelwerte in der Trabekelanzahl- und Knoten auf. Jedoch sind diese 
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Ergebnisse auch höher als bei den intakten Tieren, was den protektiven Effekt der transfizierten 

RANKL-siRNA nicht erklären lässt.  

Ein Grund für die unterschiedlichen Veränderungen der Trabekelstruktur zwischen den Wir-

belkörpern und den Tibiae besteht in der verringerten Trabekeldicke der Tibia. Die Trabekel 

der Tibia sind im Vergleich zu denen der Wirbelkörper dünner und das Östrogendefizit zeigt 

einen schnelleren Verlust der Trabekelanzahl und der Trabekeldicke (Thompson et al. 1995). In 

Bezug auf die kortikalen Eigenschaften kann keine Veränderung zwischen intakten und ova-

riektomierten Tieren beobachtet werden. Dass die postmenopausale Osteoporose in erster Linie 

den trabekulären Knochen betrifft und erst über einen längeren Zeitraum Veränderungen am 

kortikalen Knochen hervorruft, konnte auch in diesem Versuch gezeigt werden (Chen et al. 

2013). Letztendlich konnten die erhobenen Daten der Mikro-Computertomographie vermin-

derte Werte im feinstrukturellen Aufbau des Knochens bei ovariektomierten Tieren bestätigen. 

Bei der 17ß-Estradiol-Therapiegruppe zeigte sich eine signifikante Verbesserung der Knochen-

qualität. Die erhoffte positive Wirkung der Verbesserungen der Knochenstruktur im frühen 

Stadium der postmenopausalen Osteoporose, unter Transfektion der RANKL-siRNA, trat 

nicht ein. Es kann mehrere Gründe für diese Ergebnisse geben.  

Erstens war die Expression von RANKL-mRNA nur inkomplett mit einer 35%igen Herunter-

regulierung. Dies war möglicherweise zu gering, um signifikante Auswirkungen auf den Kno-

chen auszulösen (Hoffmann et al. 2018). 

Zweitens gibt es Hinweise darauf, dass der Knochenverlust im frühen Stadium der Osteoporose 

bei Nagetieren hauptsächlich auf eine verringerte osteoanabolische Wirkung durch Osteoblas-

ten und nicht auf den Knochenverlust durch die Osteoklastenaktivität zurückzuführen ist (Seitz 

et al. 2012). Dies kann zum Teil bei den Ergebnissen des biomechanischen Kompressionstest 

der Lendenwirbelkörper in Bezug auf den Erhalt der Knochensteifheit und der verringerten 

Elastizität in der RANKL-siRNA-Therapiegruppe gezeigt werden. Die fehlende Aktivität der 

Osteoblasten nach Ovariektomie führt zu einem Mangel an Knochenmasse, wie es die Ergeb-

nisse der Computertomographie zeigen. In Kombination der verminderten osteoklastischen Re-

sorption und dem daraus resultierenden geminderten Netto-Remodelling kann es zu einem re-

lativen Anstieg der Mineralisierung des Knochengewebes kommen, was zu einer höheren Steif-

heit des Knochengewebes führt (Hoffmann et al. 2018). 

Drittens ist es möglich, dass der Knockdown von membranständigem RANKL durch zirkulie-

rendes lösliches RANKL, welches von anderen Zellen mesenchymaler Herkunft, Endothelzel-

len und T-Zellen exprimiert wird, kompensiert wurde (Findlay and Atkins 2011; Horwood et 
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al. 1999; Collin-Osdoby et al. 2001). Diese Annahme korreliert mit den Ergebnissen der qPCR, 

die ausschließlich auf Protein-Ebene die Reduktion des membranösen RANKL zeigt. 

Ein weiterer möglicher Grund für das Ausbleiben der verbesserten morphologischen- und bio-

mechanischen Eigenschaftendurch VLP vermittelte Transfektion von RANKL-siRNA im os-

teoporotischen Knochen könnte der zelluläre Aufnahmerezeptor darstellen. In der vorliegen-

den Studie verwendeten wir den HT2a-Rezeptor als zellulären Aufnahmerezeptor für VLPs, der 

sowohl in Menschen als auch in Ratten vorhanden und an der Knochenbildung beteiligt ist 

(Galli et al. 2013; Tanaka et al. 2015). Wir verwendeten diesen Rezeptor aufgrund guter Knock-

down-Ergebnisse in früheren Studien (Hoffmann et al. 2016). Möglicherweise besitzen Zellen, 

die lösliches RANKL produzieren nicht den HT2a-Rezeptor, sodass die Behandlung mit bela-

denen VLPs gegen RANKL-siRNA nicht effizient die RANKL-Produktion inhibieren konnte.  

4.1 Schlussfolgerung 

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass es möglich ist die Expression von membranstän-

digem RANKL in osteoporotischen Knochen durch VLP vermittelte RNA-Interferenz zu ver-

ringern. Die Langzeitanwendung von VLPs zeigte keine Anzeichen von Toxizität in den durch-

geführten Versuchen und ist somit ein vielversprechender Träger für die In-vivo-Abgabe von 

Nukleinsäuren (Hoffmann et al. 2018). Die erhobenen Daten der qPCR zeigten einen signifi-

kanten Knockdown der RANKL-mRNA. Die Expression von RANKL-mRNA war sowohl in 

der Therapie- als auch in der Prophylaxegruppe um bis zu 35% herunterreguliert. Die Kontroll-

gruppe, die mit dem 17ß-Estradiol behandelt wurde, zeigte ebenfalls eine deutliche Reduzierung 

der RANKL-mRNA. Jedoch war der Knockdown nach fünfwöchiger Behandlung mit 17ß-

Estradiol ausgeprägter als nach zehnwöchiger Behandlung. Die nicht ovariektomierten Ratten 

zeigten im Vergleich zu den Kontroll-siRNA-Gruppen keinen Unterschied in dem RANKL-

mRNA-Spiegel. Mit der durchgeführten Western-Blot-Technik konnte ein Knockdown auch 

auf Proteinebene bei der RANKL-siRNA- und der 17ß-Estradiol-Therapiegruppe nachgewie-

sen werden, wobei sich bei den Prophylaxegruppen kein Knockdown von RANKL darstellte. 

Die Serum-Analyse der ß-Crosslaps zeigte verminderte Serumwerte an ß-Crosslaps bei den nicht 

ovariektomierten Tieren und bei den Tieren, die mit 17ß-Estradiol behandelt wurden. Lediglich 

die Kontroll-siRNA-Prophylaxegruppe wies unter den VLPs transfizierten Gruppen verringerte 

ß-Crosslaps auf. Bei den Ergebnissen des biomechanischen Tests und bei der Mikro-Compu-

tertomographie-Untersuchung zeigte sich keine signifikante Verbesserung durch VLP vermit-

telte RANKL-siRNA Transfektion.  
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In dieser Studie hat sich die osteoanabole Wirkung von 17ß-Estradiol bestätigt, wobei die Pro-

phylaxegruppe meist bessere Werte aufwies. Der RANKL Knockdown durch RANKL-siRNA 

zeigte im frühen Stadium der Osteoporose nur wenig positiven Effekt auf den osteoporotischen 

Knochen. Es kann mehrere Gründe für die unterschiedlichen Versuchsergebnisse geben. Es 

zeigte sich zwar eine signifikante Abnahme der RANKL-mRNA, mit 35% Effizienz. Jedoch 

war dieses Ergebnis möglicherweise zu gering, um signifikante Auswirkungen auf den Knochen 

zu induzieren. Da der Versuch auf Ebene der RANKL-mRNA abzielte ist ebenfalls möglich, 

dass das Niveau von präexistentem RANKL nicht ausreichend verändert wurde (Hoffmann et 

al. 2018). Ebenfalls ist es möglich, dass das membranständige RANKL durch zirkulierendes 

lösliches RANKL, welches von anderen Zellen mesenchymaler Herkunft, Endothelzellen und 

T-Zellen exprimiert wird (Findlay and Atkins 2011; Horwood et al. 1999; Collin-Osdoby et al. 

2001), kompensiert wurde. Da das alleinige Blockieren des membranständigen RANKL in os-

teoporotischen Knochen in den vorliegenden Untersuchungen keine Verbesserung der Kno-

chenqualität zeigte, kann als Hinweis gesehen werden, dass das lösliche RANKL-Protein beim 

Pathomechanismus der Osteoporose eine wesentlichere Rolle spielt.  

In dieser Studie wurde der 5-HT2a-Rezeptor als zellulärer Aufnahmerezeptor für VLPs verwen-

det. Dieser Rezeptor wurde wegen seiner guten RANKL Knockdown-Ergebnisse im Knochen 

aus früheren Machbarkeitsstudien gewählt (McLendon et al. 2015). Möglicherweise besitzen 

Zellen die lösliches RANKL produzieren nicht den HT2a-Rezeptor, sodass die Behandlung mit 

beladenen VLPs gegen RANKL-siRNA nicht effizient am Knochen angreifen konnte. 



5 Zusammenfassung 55 

 

5 Zusammenfassung 

Eine effektive Behandlung der postmenopausalen Osteoporose stellt die Medizin immer noch 

vor eine große Herausforderung und es bedarf weiterer Forschung zu den Prinzipien der ver-

schiedenen Behandlungsoptionen. Bei der postmenopausalen Osteoporose ist vor allem der 

trabekuläre Knochenanteil (distale Radius, Oberschenkelhals, Wirbelkörper, proximale Tibiae) 

betroffen. Der Rezeptoraktivator des NF-kB-Ligand/Osteoprotegerin-Systems 

(RANKL/RANK/OPG-System) spielt eine Hauptrolle in der Regulierung der Knochenbil-

dung und des Knochenstoffwechsels. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde in den letzten Jahren 

der monoklonale RANKL-Antikörper Denosumab zur Behandlung der postmenopausalen Os-

teoporose sowie für Knochentumore eingesetzt. Die Behandlung mit Denosumab führt zu einer 

Reduktion des Knochenabbaus. Jedoch hemmt die systemische Gabe des Antiköpers (Deno-

sumab) die RANKL Synthese nicht spezifisch am Knochen, sondern wirkt auf den gesamten 

Organismus, was zu schwerwiegenden systemischen Nebenwirkungen führen kann. Des Wei-

teren führt das Absetzen von Denosumab zu Rebound-assoziierten Wirbelfrakturen. Eine neue 

und vielversprechende Lösung für dieses Problem ist die Verwendung von Virus-like particles 

(VLPs), welche mit RANKL-siRNA beladen werden und als Ersatztherapie zu Denosumab in 

Frage kommen. Als Zellaufnahmerezeptor wurde der Serotonin-5-Hydroxytryptamin-Rezeptor 

(5-HT2a-Rezeptor) genutzt. Dieser Rezeptor ist sowohl bei Menschen als auch bei Ratten vor-

handen und an der Knochenbildung beteiligt.  

Die Versuche wurden an 56 weiblichen Spraque-Dawley Ratten durchgeführt. Im Alter von drei 

Monaten wurde bei 48 Ratten eine bilaterale Ovariektomie durchgeführt. Die Entfernung der 

Ovarien und dem draus resultierenden Östrogenmangel führte zu einem osteoporotischen Kno-

chenverlust. Die acht nicht ovariektomierten Tiere stellten die intakten Tiere da. Die Versuchs-

tiere wurden in sieben unterschiedliche Gruppen zu je acht Tieren unterteilt, wovon 48 Tiere 

entweder mit 17ß-Estradiol, VLPs und RANKL-siRNA oder mit VLPs und Kontroll-siRNA 

behandelt wurden (n = 8/Gruppen). Die Injektion der beladenen VLPs mit RANKL-siRNA 

und Kontroll-siRNA erfolgte intraperitoneal mit Einzeldosen von 150 µg VLP-Injektion 

(0,5 mg/kg KG) 1 x/Woche. Die Verabreichung des 17ß-Estradiolbenzonat erfolgte in einer 

oral verabreichten Dosis von 10 mg/kg Futter (0,6 mg/kg KG) täglich. Des Weiteren unter-

suchte diese Studie zwei verschiedene Rattenkohorten, die unterschiedliche Behandlungsoptio-

nen erhielten. Dazu wurden die Versuchstiere nochmals in Therapie- und Prophylaxegruppen 

unterteilt. Die Therapiegruppe erhielt fünf Wochen nach der Ovariektomie, im frühen Stadium 

der Osteoporose, eine fünfwöchige Behandlung. Die Prophylaxegruppen wurden direkt nach 

der Ovariektomie über zehn Wochen behandelt.  
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Anschließend erfolgte die Versuchsauswertung mittels qPCR, Western-Blot, biomechanischer- 

Test und Mikro-CT an den Tibiae und Wirbelkörpern. Im Serum wurden ß-Crosslaps gemessen. 

Die anschließende Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mit Hilfe von one-way ANOVA 

Test und mit einem Tukey-Kramer post hoc Test (p < 0,05). Die Ergebnisse zeigten bei der 

qPCR Analyse einen signifikanten Knockdown von RANKL-mRNA um bis zu 35% in der 

RANKL-siRNA Therapie- und Prophylaxegruppe. Mit der durchgeführten Western-Blot-Tech-

nik konnte ebenfalls eine Expression auf Proteineben ein den Therapiegruppen nachgewiesen 

werden. Die Serum-Analyse zeigte Verringerung an ß-Crosslaps, bei den nicht ovariektomierten 

Tieren und bei den Tieren, die mit 17ß-Estradiol behandelt wurden, gegenüber den Tieren die 

Kontroll-siRNA und RANKL-siRNA erhielten. Bei den Ergebnissen des biomechanischen 

Tests und bei der Mikro-Computertomographie-Untersuchung zeigte sich keine signifikante 

Verbesserung durch den RANKL-Knockdown.  

In dieser Studie bestätigte sich die Möglichkeit, die Expression von RANKL in osteoporoti-

schen Knochen durch VLP-vermittelte RNA-Interferenz zu verringern. Dennoch zeigten die 

Versuche, dass eine alleinige Blockierung des membranständigen RANKL keinen ausreichen-

den Effekt erzielt und somit das lösliche RANKL in Bezug auf den Pathomechanismus der 

postmenopausalen Osteoporose mit berücksichtig werden muss. Deshalb könnte es von weite-

rem Interesse sein, VLPs mit einem spezifischen Tropismus für mesenchymale Stammzellen, 

Enthodelzellen und T-Zellen zu entwerfen, um die relative Wichtigkeit der verschiedenen bei-

tragenden Zellsysteme zu unterscheiden. Für die alleinige Knochenspezifität müsste ein neuer 

zellulärer Aufnahme Rezeptor geschaffen werden, damit die RANKL-Inhibition direkt und un-

mittelbar am Knochen angreifen kann.  
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