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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in das Thema und Fragestellung

Die Behandlung der Osteoporose hat sich in der Vergangenheit tiberwiegend auf die post-
menopausale Behandlung von Frauen spezialisiert, wihrend Ménner oftmals unterdiagnos-
tiziert wurden. Hinsichtlich der Ursachen von Frakturen erfolgte keine eingehende Unter-

suchung in Bezug auf die Osteoporose der Mianner (Neumaier 2015).

Minner mit Androgenmangel kénnen an Osteoporose erkranken. Dies gilt u. a. fiir Man-
ner, die an einem lokal begrenzten Prostatakarzinom leiden. Die aktuelle S3-Leitlinie der
deutschen Krebshilfe (2016) empfiehlt bei dieser Patientengruppe eine hormonablative
Therapie, die zur Abnahme der Knochendichte und somit zum ,,porésen” Knochen fiihrt
(Deutsche Gesellschaft fir Urologie e. V. (DGU) 2016). Unter Hypogonadismus leidende
Minner erkranken auch aufgrund fehlender bzw. eingeschrinkter Hormonproduktion oft

an Osteoporose. Ebenso ist eine altersbedingte Osteoporose bei Miannern anzunehmen.

Die Basistherapie der Osteoporose bei Minnern genauso wie bei Frauen beinhaltet Bis-
phosphonate, Fluoride sowie erginzend Calcium und Vitamin D. Calcium und das
Prohormon Vitamin D kénnen auch mit der Nahrung zugefithrt werden. Vitamin D beein-

flusst u. a. auch den Calcium-Gehalt und die Verarbeitung von Calcium.

Die medikamentdse Therapie besteht aus Knochenabbau-Hemmern (z. b. Bisphosphonate
und RANKL-Liganden) und knochenautbauférdernden Medikamenten (z. b. Parathormon

und Testosteron).

Bisphosphonate hemmen auf Grund der hohen Affinitit zur Knochenoberfliche die Oste-
oklasten, was zu einer verminderten Knochenresorption fithrt. Bisphosphonate lagern sich
in die mineralisierte Knochenmatrix ein und werden bei Knochenresorbtion freigesetzt. Es
lief3 sich nachweisen, dass bei einer oralen Einnahme bei ca. 2-10% der Patienten gastroin-
testinale Beschwerden auftraten. Hypokalzimien traten gelegentlich auf durch Komplex-

bildungen mit Kalziumionen im Darm. (Hue et al. 2014).

Ein weiteres zugelassenes Medikament bei osteoporotischen Minnern ist Denosumab.
Laut dem aktuellen Rote-Hand-Brief wird das Medikament Denosumab (Prolia®, Amgen)
fir minnliche hormonablatierte Patienten zur speziellen osteoprotektiven Therapie emp-
fohlen, wenn die Basistherapie ohne Effekt bleibt (Neumaier 2015). Sehr haufige Neben-
wirkungen von Prolia (die mehr als 1 von 10 Patienten betreffen kénnen) sind Schmerzen
im Bewegungsapparat der oberen und unteren Extremititen. Gelegentlich kommt es zu
allergischen Reaktionen, Kiefernekrosen und ungew6hnlichen Frakturen des Oberschen-

kelknochens bei Patienten unter der Gabe von Prolia (European Medicines Agency 2018).
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Teriparatid (Forsteo®, Lilly), ist ein zugelassenes anti-osteoporotisches Medikament, bei
dem es sich um ein rekombiniertes Fragment des humanen Parathormons handelt. Als
Nebenwirkungen von Teriparatid werden von Vertigo, Nausea, Gliederschmerzen,
Schwindel, Depression, Dyspnoe, sowie erhohtem Harnsdurespiegel, ohne Auftreten von
Gicht, Arthralgie oder Urolithiasis, und Antikorperbildung gegen den Wirkstoff, welche bei

Absetzen abnehmen, berichtet (Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft 2019).

Testosteron erweist sich fur die Stabilitit der Knochen als wichtig und zahlt somit im Sinne
einer Hormonersatztherapie ebenfalls zu den Therapiemoglichkeiten der Osteoporose bei
Minnern. Ohne Testosteron werden die Knochen instabil und es zeichnet sich das klini-
sche und radiologische Bild einer Osteoporose ab (Tirabassi et al. 2015). Da sich Testoste-
ron zu Beta-Ostradiol (Ostrogen) synthetisieren kann, sind Gynikomastie und Akne hiufi-
ge Nebenwirkungen der Einnahme. Ebenfalls kommt es zu Haarausfall und es zeigen sich

lebertoxische, psychiatrische und kardiogene Verinderungen (Sigusch 2005).

Einen neuen Therapieansatz stellt der Einsatz von selektiven Androgenrezeptormodulato-
ren (SARMs) beim Mann dar, welche selektiv auf den Knochen wirken und weniger Ne-
benwirkungen haben (Narayanan et al. 2008; Narayanan et al. 2018). SARM Ostarine, auch

bekannt als MK-2866, GTx-024, S22 und Enobosarm, ist ein von GTx Inc.® entwickelter
SARM, ein Arylpropionamid Metabolit und der am weitest fortgeschrittene klinische Kan-
didat. Klinische Studien zeigten vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf die Verbes-
serung der Muskelfunktion, der korperlichen Leistungen und die Erhohung einer fettfreien
Korpermasse unter Ostarinetherapie (Srinath und Dobs 2014). Praklinische Studien berich-
ten Uber Verbesserungen im Knochen in weiblichen Tiermodellen (Kearbey et al. 2007;
Cilotti und Falchetti 2009; Hoffmann et al. 2019).

Im Rahmen dieses Versuchs wurde der SARM Ostarine untersucht und mit Testosteron
verglichen. Das Ziel des Experimentes bestand darin, den Einfluss von Ostarine auf die
Knochen der orchiektomierten Sprague-Dawley-Ratte, Tiermodell fiir altersbedingte Oste-

oporose zu analysieren.

1.2 Definition der Osteoporose

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine
geringe Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochenge-
webes charakterisiert ist, wobei ein konsekutiver Anstieg der Knochenfragilitit und eine

Neigung zu Frakturen votliegen (Dachverband Osteologie 2014).

1.3  Ursache, Risikofaktoren und Epidemiologie der Osteoporose

Bei der Osteoporose handelt es sich um ein weltweites Problem iélterer Bevolkerungsgrup-
pen, wobei die Inzidenz mit dem Alter wichst. Altere Menschen sind oft einer zu geringen

Sonneneinstrahlung ausgesetzt, was zu einem Vitamin D-Mangel und somit zu einer gerin-
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geren Kalziumabsorption fiihrt. Ein immobilititsbedingter Muskelverlust sowie ein erhoh-
tes Sturzrisiko aufgrund von Demenz sind auf das Alter zuriickzufithren. Die Instabilitat
sowie das erhohte Frakturrisiko sind geschlechtsunabhingig dem hoheren Alter zuzuord-
nen. Jingere Menschen erkranken im Allgemeinen weniger oft an Osteoporose als iltere
Menschen. Bei den idlteren Erkrankten bestehen jedoch geschlechtsspezifische Unterschie-
de und bei Frauen ist die Erkrankungshaufigkeit héher. Vor allem postmenopausale Frauen
sind von Osteoporose betroffen, da bei ithnen die Produktion von denjenigen Sexualhor-
monen fehlt, die Stabilitit und Aufbau der Knochen bewirken (Kraenzlin und Meier 2014).

Die Datenlage zur Privalenz ist immer noch unzureichend (Hadji et al. 2013).

Risikofaktoren fiir osteoporotische Stiirze sind neben dem Alter und dem weiblichen Ge-
schlecht zudem Diabetes mellitus, Untergewicht, Mangelernihrung (vor allem Vitamine),
Nikotinabusus sowie genetische Faktoren (Herrmann 2014). Die Diagnose der Osteoporo-
se wird meist erst bei Auftreten einer Fraktur gestellt. Daher wird Osteoporose auch als
eine ,stille” Krankheit bezeichnet. Eine therapeutische Intervention beginnt dann erst,
wenn bereits eine erhebliche Menge an Knochensubstanz abgebaut wurde. In der Praxis
liegt der Schwerpunkt der Therapie auf der Verabreichung von Medikamenten, mit denen

die Knochenresorption verhindern werden soll.

Auch Minner erkranken an Osteoporose. In Deutschland sind laut BEST-Studie (Bone
Evaluation Study) ca. 1,1 Millionen Minner an Osteoporose erkrankt (Hadji et al. 2013).
Aufgrund nicht gestellter Diagnosen ist aber von einer hohen Dunkelziffer auszugehen
(Neumaier 2015). Osteoporose tritt bei Mannern in der Regel frither auf (4./5. Lebensde-
kade), was u. a. auf Bewegungsmangel zurtickzuftihren ist. Die Risikofaktoren sind dhnlich
wie bei Frauen: ein niedriger BMI, die langfristige Therapie mit Glucocorticoiden, atrauma-

tische Frakturen sowie Hypogonadismus.

1.4 Knochenaufbau und Funktion

1.4.1 Geflechtknochen und Lamellenknochen

Die makroskopische Struktur des Knochengewebes untergliedert sich in den harten
duBeren Teil (Kompakta) sowie den inneren schwammartigen Teil (Spongiosa). Beide
zusammen bilden den Lamellenknochen, der aus dem Geflechtknochen entsteht. Abb. 1

verdeutlicht die markoskopische Unterscheidung.
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Abb. 1: Rindenschicht (Pars Compacta), schwammartige Knochenbalkchen (Pars Spongiosa) (Quelle:
W&B/Peter Diehl. Die Verwendung etfolgt mit freundlicher Genehmigung des Wort und Bild Verlags)

Die Trabekel kénnen robusten mechanischen Einwirkungen, wie Druck und Biegung
standhalten, ohne dass der Knochen an Stabilitit verliert. Den Knochen selbst umgibt das
Periost. Dieses versorgt den Knochen mit Blut und ist mit Nervenfasern durchzogen. Der
Knochenaufbau ist in Abb. 2 ersichtlich.

Aufbau Kompakta- und Spongiosaknochen

Lakunen mit Osteozyten Osteon der Kompakta

Lamellen

Trabekel der Spongiosa
Kanale

Osteon Havers Kanal

Periost

Volkmann Kanal

Abb. 2: Knochenaufbau (Quelle: Wikimedia, modifiziert, utheberfreie Benutzung durch Wikimedia Com-

mons)
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Abb. 3: Vergleich gesunder und osteoporotischer Knochen. Knochenpriparat: links gesunder Knochen
(griner Pfeil: Spongiosa, schwarzer Pfeil: Kompakta), rechts osteoporotischer Knochen mit fortgeschritte-
nem Trabekelabbau (blauer Pfeil) und Verschmilerung der Kompakta (gelber Pfeil) (Quelle: Dr. Radspieler,

Helmut, Osteoporosezentrum. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Dr. Radspieler.)

Abb. 3 zeigt den Unterschied des Knochenkonstrukts zwischen einem gesunden und
einem erkrankten Knochen. Die Rohrenknochen lassen sich makroskopisch in die Ab-

schnitte Epi-, Meta- und Diaphyse unterteilen. Dies verdeutlicht die folgende Abb. 4.

Abb. 4: Knochenwachstum (Quelle: Petra Platen, Ruhr-Universitit Bochum. Die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung von Frau Platen)

1.4.2 Knochenspezifische Zellen

Es gibt vier verschiedene Typen von Knochenzellen:

e  Osteoprogenitorzellen
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e Osteoblasten
e Osteozyten

e Osteoklasten

Osteoprogenitorzellen (Vorlduferzellen der Osteoblasten) entstehen aus mesenchymalen
Stammzellen und entwickeln sich zu Osteoblasten (Abb. 5). Bei Frakturen erfolgt eine Ak-
tivierung und Teilung der Zellen.

Abb. 5: Rotes Knochenmatrk eines Schweinefetus (A)— Osteoprogenitorzellen Osteoblasten (Quelle:
Dr. Berk, Benjamin-A., Tierklinik am Sandpfad, Wiesloch- Universitit Heidelberg, Fakultit fir Biowissen-
schaften — Abt. Entwicklungsneurobiologie (modifiziert). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Geneh-
migung von Dr. Berk)

Osteoblasten bilden die Matrix der ausgereiften Knochen. Der histologische Aufbau ist in
Abb. 6 zu erkennen. Sie weisen eine kubische und prismatische Form mit groflen hellen

Kernen auf.
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Abb. 6: Spongiosabilkchen (A) mit Osteoblasten (B) besetzt (Quelle: Universitit Bonn, Kloth, Fibrose-
Dysplasie (modifiziert). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Herrn Kloth)

Eine essenzielle Aufgabe der Osteoblasten ist der Knochenabbau. Sie helfen den Osteo-
klasten dabei, zur verkalkten Matrix zu gelangen, um dort den Abbauprozess der Kno-
chenmatrix zu beginnen, indem sie den Osteoidsaum abbauen, der sich an der Oberfliche
der Matrix befindet. Die Knochenresorption wird durch die Osteoblasten eingeleitet, da
diese die einzigen Knochenzellen sind, die Rezeptoren fur das Parathormon besitzen. Nach
der Parathormonbindung senden die Osteoblasten Enzyme zum Abbau sowie Zytokine
zur Aktivierung von Osteoklasten aus. Osteoblasten gehen entweder per Apoptose zu-

grunde oder entwickeln sich zu Osteozyten weiter.

Osteozyten sind in den Matrixlakunen eingebaut. Sie entstehen aus den Osteoblasten und
werden von diesen morphologisch verindert. Mit ihren zahlreichen Fortsitzen zu benach-
barten Osteozyten bilden sie einen Nexus aus. Der Nexus erlaubt einen Austausch von
Elektrolyten und Mikromolekilen zwischen den Osteozyten. So werden sowohl die ober-
flichlichen als auch die peripher liegenden Osteozyten via Stofffluss versorgt. Es wird
vermutet, dass Osteozyten am langsamen Umbau der Matrix beteiligt sind, indem sie tiber

den Zustand und die Reparaturbediirftigkeit der verkalkten Matrix informieren (Abb. 7).
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Abb. 7: Knochenhistologie Osteoblasten produzieren das Osteoid. Uber Gapjunctions kommunizieren sie
miteinander. Nach der Einmauerung werden sie zu Osteozyten, umgeben von mineralisierter Matrix. Ein
dinner Saum nicht mineralisierte Substanz bleibt um jeden Osteozyten erhalten und dient zur Ernidhrung und
Kommunikation (Division d'Histologie de 1'Université de Fribourg) 1. Osteozyt; 2. Gap junctions zw. Osteo-
zysten; 3. Osteoidsaum (nicht mineralisiert); 4. mineralisierter Knochen; 5. Osteo-Progenitorzellen; 6. Osteo-
blast; 7. Osteoid (Quelle: Celio, Marco Universitit Freiburg (Schweiz). Die Verwendung erfolgt mit freundli-
cher Genehmigung von Herrn Celio)

Osteoklasten entstehen aus den Vorlduferzellen im Knochenmark, die mit den Vorldufer-
zellen der Monozyten und Makrophagen verwandt sind. Die Differenzierung der Vorliu-
ferzellen in Osteoklasten erfolgt durch den Einfluss von Vitamin D. Diese haben die Auf-
gabe, die verkalkte Knochenmatrix zu resorbieren. Histologisch betrachtet handelt es sich
dabei um bis zu 150 pm grofle mehr- bis vielkernige Zellen. Osteoklasten kénnen mehr als
100 Kerne besitzen (Abb. 8). Die Osteoklasten befinden sich in den Howship-Lakunen. Sie
heften sich tiber das Integrin Osteopontin an die Matrixkomponente, sodass eine Versiege-
lungszone entsteht. In diesem Raum findet die Resorption statt. Aus dem umgebenden
Faltensaum werden durch ATP-abhingige Protonenpumpen und mittels Carboanhydrase
Protonen freigesetzt, die Kalziumsalze auflésen und ein saures Milieu fir die saure Hydro-

lase bereiten.

Calcitonin unterdriickt die Osteoklastenaktivitit. Aktiviert werden die Osteoklasten von
den Zytokinen der Osteoblasten sowie von Interleukin-1, dem Tumornekrosefaktor o und
Interferon-Y (Welsch 2018).
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Abb. 8: Osteoklast mit 5 Kernen (Quelle: CJP. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von
ap)

1.4.3 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix setzt sich neben einem Wasseranteil von 10 bis 20 % aus zwei Kom-
ponenten zusammen: 70 % Mineralsubstanz sowie 30 % organische Matrixkomponente
(Benninghoff und Drenckhahn 2008).

1.4.4 Funktion des Knochens

Knorpel- und Knochengewebe bilden zusammen das Stitzgewebe des Korpers. Die Kno-
chenmatrix bedingt die Druckfestigkeit und Elastizitit des Knochens. Die Menge an Hyd-
roxylapatit (Kalziumphosphat-Kristallen) bestimmt die Hirte des Knochens. Ein trajekto-
riell ausgerichtetes, dichtes System von Kollagenfibrillen lisst den Knochen eine gewisse

Elastizitit und Zugfestigkeit erreichen (Benninghoff und Drenckhahn 2008).

Knochen sind die Ubertriger der Kraft von der Skelettmuskulatur auf benachbarte und
weiter entfernt gelegene Korperpartien. Zudem verfiigen sie tiber eine protektive Funktion.
So schutzt die Schidelkalotte das Gehirn, die Wirbelkérper schitzen das Riickenmark, die
Rippen die intrathorakalen Organe und das Becken schutzt die intrapelvischen Organe.
Uberdies handelt es sich bei den Knochen um den wichtigsten Kalziumspeicher des
menschlichen Korpers (Benninghoff und Drenckhahn 2008).

1.5 Einteilung der Osteoporose

Grundsitzlich lisst sich die Osteoporose in zwei Typen einteilen. Die primare Osteoporose
untergliedert sich in die altersbedingte, postmenopausale Osteoporose und die kindlich-
juvenile Osteoporose, wie z. B. die Ostogenesis imperfecta. Die sekundire Osteoporose ist

eine Folge- bzw. Begleiterkrankung. Sie wird oft durch endokrine, metabolische, medika-
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mentbse, onkologische, immunologische oder biomechanische Faktoren ausgelost
(Debrunner 2005).

1.6 Diagnostik einer Osteoporose

Die Diagnose Osteoporose wird anhand einer Anamnese, einer klinischen Untersuchung,

von Laborbefunden, einer Knochendichtemessung und einer Rontgenaufnahme gestellt.

1.6.1 Anamnese

Die spezielle Anamnese der Osteoporose zielt neben der allgemeinen Anamnese vor allem

auf die Risikofaktoren einer Osteoporose ab.

Dazu zihlen folgende Faktoren:

e Postmenopause
e  Osteoporose in der Familie

¢ Medikamenteneinnahme (Antiepileptika, Schilddriisenhormone, Kortison, Antikoagulan-
tien und Antidiabetika)

e Allergien und Unvertriglichkeiten (z. B. Laktoseintoleranz)
e Rickenschmerzen (als Frakturhinweis)

e Iebensstil (Rauchen, Alkohol)

¢  Gewichtszunahme, -abnahme

e Sturzanamnese

o Korperliche Aktivititen und Einschrinkungen

1.6.2 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung unterteilt sich in Inspektion, Palpation sowie Funktionstiber-
prifung und erfasst die Schmerzen, die der Patient verbal und mimisch dufert. Bei der
klinischen Untersuchung wird besonderer Wert auf die Untersuchung der HWS, BWS und
der LWS gelegt. Hinweise auf eine Osteoporose kénnte z. B. ein diffuser Klopfschmerz bei
der Palpation des Riickens geben. Differentialdiagnosen wie z. B. Osteomalazie, Spondyli-

tiden, Abszesse oder Metastasen miissen ausgeschlossen werden.

Zudem wird die Neutral-Null-Methode angewendet, um z. B. entziindliche Wirbelsdu-
lenerkrankungen wie Spondylitis ankylosans ausschlieBen zu koénnen. Andere Untersu-
chungstechniken sind der Schober-Test, das Ott-Zeichen, der Mennell-Handgriff oder, um
eine Erkrankung der Nerven auszuschlieB3en, auch die Untersuchung auf Nervendehnungs-

schmerzen, wie das Lasegue-, das umgekehrte Lasegue- oder das Bragardzeichen.

Um Osteoporose auch im Oberschenkel ausschlieBen bzw. diagnostizieren zu kénnen, sind
auch die unteren Extremititen zu tiberpriifen. Dabei kommen Techniken zur Uberpriifung
des Bandapparates (Steinmann, Lachmann), des Beckens und der Gelenke zum Einsatz
(Debrunner 2005).
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1.6.3 Labordiagnostik

Das Basisprogramm besteht laut Herold (2011) aus BSG/CRP, Differentialblutbild, Ca,
PO4, y-GT, AP, Kreatinin, Elektrophorese und TSH basal. Als Erweiterung werden zu-
sitzlich Testosteron, Ostrogene, 25-OH-Vitamin D und PTH getestet. Zur Therapiekon-
trolle stehen auBerdem Marker zur Verfigung, die Rickschliusse auf die Aktivititen der
Osteoblasten und -klasten erméglichen (Herold 2011).

1.6.4 Bildgebung

Die Osteoporose wird meist erst in Folge von Knochenbriichen erkannt. Oftmals sind der
Schenkelhals sowie die Wirbelsidule betroffen. Abgesehen von der speziellen DXA-
Knochendichtemessung erfolgt eine quantitative Computertomografie. Dadurch lassen sich
Absorptionskoeffizienten bestimmen, die mit Referenzwerten verglichen werden. In der
Praxis finden das QCT und die DXA am hiufigsten Verwendung. Das CT erméglicht al-
lerdings ein genaueres Ergebnis (Reiser et al. 2017).

Die Rontgenaufnahme zeigt typische Verdnderungen der Spongiosa. Weniger belastete
Trabekel rarefizieren im Gegensatz zu stark beanspruchten Trabekeln. Diese erscheinen
prominenter. Dadurch entsteht ein strahniges Aussehen. Durch die Dichteabnahme der
Spongiosa entsteht die prominentere Kortikalis. Es bildet sich der sogenannte Rahmenwir-
bel (Reiser et al. 2017).

1.6.5 DXA-Knochendichtemessung

Die Methode der Wahl ist die DXA (Dual X-Ray-Absorptiometrie): Dabei handelt es sich
um eine Messung der Flichendichte des Knochenmineralgehaltes (g/cm?) an der LWS, am
proximalen Gesamtfemur und am Femurhals. Der untere Mittelwert aus drei Messungen
wird als Therapieansatz festgelegt. Zusitzlich wird der T-Score (SD vom MW der maxima-
len Knochenmassendichte gesunder Menschen im Alter von 30 Jahren) bestimmt. Der T-

Score lasst sich fiir jedes Alter ableiten und steht somit als Vergleich tabellarisch zur Verfi-
gung (Herold 2011).
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Tab. 1: T-Score in Abhingigkeit von Lebensalter und Geschlecht

Lebensalter in Jahren

T-Score aus der Osteodensitomettie

Frau Mann

50-60 60-70 —4.0
60-65 70-75 =35
65-70 75-80 =30
70-75 80-85 -2.5
>175 > 85 -2,0

Quelle: Eigene Erstellung in Anlehnung an Herold 2011

Angegeben sind T-Scores (Tab. 1), die im Mittel mit einem 30 %igen Frakturrisiko fir

Wirbelkoérper- und proximalen Femurfrakturen in zehn Jahren assoziiert sind (Modifiziert

nach Herold 2014). Sobald dieser T-Score tiberschritten ist, kann von einer Osteoporose

gesprochen werden (Tab. 2).

Sollte bei dem Patienten bereits eine Wirbelfraktur vorliegen, wird dieses Risiko alters- und

geschlechtsunabhingig bereits ab einem T-Wert von = -2,0 erreicht. Kommen weitere Ri-

sikofaktoren (Immobilitit, Rauchen, hiufige Sturze, Frakturen ohne Traumaeinwirkung u.

a.) hinzu, ist aufgrund einer Risikoverdopplung der Wert der friheren Altersdekade einzu-
setzen (Herold 2011).

Tab. 2: WHO-Stadieneinteilung Osteoporose

Grad 3

Grad 2

Grad 1

Grad 0

Fortgeschrittene Osteoporose

Manifeste Osteoporose

Osteoporose

Oesteopenie

Knochenmineralgehalt vermindert (T-Score:

< =2,5), multiple Wirbelkérperfrakturen, oft auch extra-

spinale Frakturen

Knochenmineralgehalt vermindert (T-Score:
< =2,5), 1 bis 3 Wirbelkérperfrakturen
Knochenmineralgehalt vermindert (T-Score:
< -2,5), keine Frakturen
Knochenmineralgehalt vermindert (T-Score:

—1 bis —2,5), keine Frakturen

Quelle: Eigene Erstellung in Anlehnung an WHO
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1.7 Therapie, Verlauf und Prognose

Das Ziel der Osteoporose-Therapie ist eine Senkung des Frakturrisikos, welches mit einer
Stabilisierung der Knochenstruktur erreicht werden kann. Um die Lebensqualitit des Pati-
enten zu verbessern, muss das Stutrztisiko reduziert und eine Schmerzfreiheit des Patienten

angestrebt werden.

1.7.1 Allgemeine Basismallnahmen

Korperliche Betatigung ist eine der wichtigen Prinzipien der nicht-medikamentosen Basi-
sitherapie der Osteoporose. Korperliche Aktivitit wirkt sich anabol auf den Knochen-
stoffwechsel aus. Die kombinierte Gabe von Kalzium und Vitamin D erfolgen bei jeder
Therapie der manifesten Osteoporose. Vitamin D muss meist supplementiert werden, im
Gegensatz zur Kalziumaufnahme, welche auch iiber eine bewusst gewahlte Nahrungsauf-
nahme erzielt werden kann. Chapuy bewies 1994 an Altenheimbewohnern, dass die Gabe
von Kalzium und Vitamin D hiftgelenksnahe Frakturen um bis zu 30 % reduzieren konnte
(Chapuy et al. 1994). Ebenso stellten sich Huftprotektoren bei sturzgefihrdeten Patienten
als sinnvoll heraus, um die Folgen eines potentiellen Sturzes gering zu halten (Parker et al.
2000). Patienten mit Wirbelfrakturen gehéren zum Patientenkreis der chronischen
Schmerzpatienten und bediirfen einer adiquaten Therapie nach der Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO)- Stufenschema unter Beachtung der hiufigen Nebenwirkungen wie
Schwindel und Sturzneigung. Physiotherapie soll die Koordination und Muskelkraft ver-
bessern (Roth et al. 2012).

Mit dem Fracture Risk Assessment Test, den die WHO entwickelte, kann die 10-

Jahreswahrscheinlichkeit, eine osteoporotische Fraktur zu erleiden, berechnet werden (Ka-
nis et al. 2009)

Risikofaktoren fiir osteoporotische Frakturen sind nach diesem Test unter anderem die
Einnahme oraler Glukokortikoide , Nikotin- und Alkoholkonsum und bereits vorliegende
osteoporotische Frakturen in der Vergangenheit (Kanis et al. 2019). Es ist daher unabding-

bar, die Patienten auch hinsichtlich einer Lebensstilinderung zu beraten (Eimer 2015).

1.7.2 Medikamentose Therapie

Die Therapieempfehlung in Bezug auf Osteoporose lautet gemil3 dem Herold, dem Stan-
dardwerk der Inneren Medizin:

e Kausal: Testosteron-Substitution bei Hypogonadismus, Kortikoide verringern/absetzen
e  Systematisch: Sturzprophylaxe, indem man die weitere Notwenigkeit sturzférdernder Me-
dikamente (Antidepressiva, Neuroleptika, Benzodiazepine, Sedativa, Antihypertonika)

uberprift und eine Visuspriifung veranlasst.

Vitamin D Supplementierung von 1000-2000 IE/d (800 L.E./Tag laut Gynikologie und
Urologie, Miller, 2008) Miller und Haag 2008)

1000-1500 mg Kalzium mit der Nahrung oder per Supplementierung
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Neben der medikamentésen Therapie sollte Physiotherapie verordnet werden, um die
Muskelkraft, Mobilisation und Koordination zu férdern. Untergewicht sollte auch vermie-
den und auf Rauchen verzichtet werden (Herold 2011).

1.7.2.1 Bisphosphonate

Bisphosphonate ermoglichen eine Senkung der Inzidenz vertebraler und extravertebraler
Frakturen um 50 %, nachgewiesen fiir die Wirkstoffe Alendron-, Risedron-, Zoledronsiure
(Herold 2011). Durch die Bisphosphonate wird die Aktivitit der Osteoklasten gehemmt
sowie die Knochendichte beibehalten. Fir Patienten, bei denen bereits eine manifeste Os-
teoporose diagnostiziert wurde, gilt die Therapie mit Bisphosphonaten als Mittel der ersten
Wahl. Bisphosphonate binden zunichst an Hydroxylapatit und wirken dann in den osteo-
klastischen Resorptionslakunen des Knochens. Stickstofthaltige Bisphosphonate fithren
zum Zelltod, da sie eine zytotoxische Wirkung auf die Osteoklasten haben. Bisphosphona-
te, die von Stickstoff frei sind, hemmen die Farnesyldiphosphat-Synthase und mindern
somit die Mobilitit der Osteoklasten, was ebenfalls zur programmierten Apoptose der Os-
teoklasten fithrt. Durch beide Mechanismen kommt es zu einer Hemmung der osteoklasti-
schen Knochenresorption. Bisphosphonate werden somit auch als Analgetika bei Kno-
chenerkrankungen eingesetzt, da eine hohe osteoklastische Aktivitit mit Schmerzen ein-
hergeht, welche somit eben gehemmt werden kann (Eimer 2015). Die gefiirchtetste Ne-
benwirkung ist die Kieferknochennekrose. Daher sollte jeder Patient vorher einer zahnirzt-

lichen Untersuchung unterzogen werden.

1.7.2.2 Raloxifen

Raloxifen (Handelsname Evista), ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator (SERM) ist ein
medikamentoser Wirkstoff fiir postmenopausale Osteoporose. Evista (Lilly, Indianapolis,
USA) wirkt auf den Knochen und den Lipidstoffwechsel wie Ostrogen, allerdings ohne
Wirkung an Uterus und Mamma. Dies reduziert das Risiko eines Mammakarzinoms und

von Wirbelfrakturen.

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass Raloxifen die Knochenhomdostase
durch Osteoklastengenese und Knochenresorbtioninhibierung moduliert und somit die
Osteoblastenaktivitit gefordert wird (Taranta et al. 2002). Hierbei handelte es sich um ein
in vitro Experiment. Im Gegenzug dazu zeigte die randomisierte MORE (Multiple Outco-
mes of Raloxifen Evaluations) Studie aus dem Jahr 1994, dass sich die Knochendichte des
proximalen Femurs und der Wirbelkérper unter einer tiglichen Gabe von 60mg Raloxifen
vermehrte. Ebenso konnte in dieser Studie, an der 7705 postmenopausale Frauen teilnah-
men, eine signifikante reduzierte Anzahl an Femurschaft- und Lumbalfrakturen beobachtet
werden (von Holst 2000).

1.7.2.3 Parathormon und Teriparatid

Parathormon regt in der Niere die Calciumriickresorption aus dem Primdrharn an und stei-

gert die Bildung von Calcitriol, der aktiven Form des Vitamin D, welches die Calciumauf-
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nahme aus dem Darm fordert. Uber die Aktivierung der Osteoklasten im Knochen kommt
es zu einer erhéhten Knochenresorption und damit zu einer gesteigerten Calciumfreiset-
zung. Neben dieser katabolen Funktion haben Parathormon und damit auch Teriparatid

zudem eine osteoanabole Wirkung (Pharmazeutische Zeitung 2017).

Teriparatid (Handelsname Forsteo) ist ein rekombinant hergestelltes Fragment (thPTH 1—
34) des humanen endogenen Parathormons [PTH (1-84)]. Forsteo® (Lilly, Fegersheim,
Frankreich) wird einmal tiglich subkutan injiziert und steigert das Wachstum von neuem
Knochengewebe auf trabekuliren und kortikalen Knochenoberflichen (am Endost und am
Periost). In Tierversuchen an Ratten kam es zu Osteosarkomen, so dass diese Versuchsrei-
hen auch abgebrochen wurden (Jolette et al. 2017). Beim Menschen ist die Osteosarkom-
bildung bis jetzt noch nicht beobachtet worden (Arzteblatt 2010; Pharmazeutische Zeitung
2017). Bei mehr als 16.000 Patienten, die im Verlauf von 15 Jahren Teriparatid in kontrol-
lierten klinischen Studien und Beobachtungen erhalten haben (die gréBte Untersuchung
beinhaltete etwa 4.000 Patienten mit Therapie bis zu zwei Jahren und Nachbeobachtung

tber weitere zwei Jahre) wurden keine Osteosarkome berichtet (Andrews et al. 2012).

1.7.2.4 Denosumab

Denosumab ist fir die medikamentose Therapie der Osteoporose bei postmenopausalen
Frauen und bei Minnern mit ethhtem Frakturrisiko indiziert. Es handelt sich hierbei um
einen humanen monoklonalen Antikérper, der im Knochenstoffwechsel die Effekte von
Osteoprotegerin imitiert. Denosumab ist ein IgG2-anti-RANKL (Receptor Activator of
NF-»«B Ligand — ein Protein aus der Familie der Tumornekrosefaktoren)-Antikérper. Er
bindet sich mit sehr hoher Affinitit an RANKIL und hemmt so dessen Interaktion mit
RANK. Das Risiko fiir vertebrale, nicht-vertebrale und Hiftfrakturen bei postmenopausa-
len Frauen wird durch Prolia® (Denosumab) vermindert. Prolia® (Amgen, Thousand Oaks,
USA) ist ebenfalls fur die Behandlung von Knochenschwund im Zusammenhang mit
Hormonablation bei Minnern mit Prostatakarzinom mit erhéhtem Frakturrisiko indiziert.
Bei minnlichen Patienten mit Prostatakarzinom unter Hormonablationstherapie reduziert
Prolia® das Risiko fiir vertebrale Frakturen. Als Nebenwirkungen wurden Kieferosteonek-

rosen und Hypokalzimie nachgewiesen (Amgen 2014).

1.7.2.5 Cathepsin K

Bei Cathepsin K handelt es sich um eine Cysteinproteinase und somit um ein essentielles
Enzym in der Degradation von Kollagen Typ I. Es entsteht fast ausschlieBlich in Osteo-
klasten. Diese Protease wirkt als ein pharmakologischer Angriffspunkt fir die Erforschung
neuer Medikamente in der Osteologie. Wegen der Wirksamkeit wenden sich die Forscher
den spezifischeren Cathepsin K-Inhibitoren Odanacatib (ODN) und ONO-5334 zu. So
steigert Odanacatib bei postmenopausalen Frauen signifikant die Knochenmineraldichte
und hemmt die Knochenresorption. In Studien konnte die Langzeitwirkung von Oda-

nacatib bestitigt werden, allerdings kam es auch zu einer Abnahme der Knochendichte
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nach der Absetzung des Priparates, dhnlich wie bei Denosumab. Bisphosphonate, Deno-
sumab oder andere Antiresorptiva unterscheiden sich durch den Wirkmechanismus, als
dass die Hemmung der Cathepsin K-Aktivitit die Osteoklastenfunktion reversibel suppri-
miert. Zu einer Apoptose oder Funktionseinschrinkung von Osteoklasten fihrt es aller-
dings nicht (Gamsjiger und Resch 2015; Ren et al. 2015).

Die Firma Merck (MSD, Darmstadt, Deutschland) hatte einen Cathepsin-K-Hemmer, O-
danacatib, in klinischen Phase-III-Studien zur Behandlung von Osteoporose. Im Septem-
ber 2016 gab Merck bekannt, dass die Entwicklung von Odanacatib nach eigener Einschit-
zung unerwiinschter Ereignisse eingestellt wird. Eine unabhingige Einschitzung ergab ein
erhohtes Schlaganfallrisiko (Bromme und Lecaille 2009; Schatz 2017). Andere Cathepsin-
K-Inhibitoren befinden sich in verschiedenen Entwicklungsstadien (Asagiri et al. 2014;
Hussein et al. 2014; Ren et al. 2015). Medivir hat einen Cathepsin-K-Hemmer, MIV-711
(L-006235) (Lundstrém 2017) in der klinischen Phase-IIa-Studie als Medikament zur Ver-
inderung der Arthrose seit Oktober 2017.

1.7.2.6 Ostrogene

Ostrogene koénnen nach gynakologischer Riicksprache Verwendung finden, um den Ostro-
genmangel bei postmenopausalen Frauen auszugleichen. Ostrogene wirken antiresorptiv
und haben eine fraktursenkende Wirkung (Herold 2011). Laut der WHI-Studie erhéhen
Ostrogene, teilweise in Kombination mit Gestagen, das Risiko fiir Herzinfarkt, Schlagan-
fall, Thrombosen (IT'VT) und Brustkrebs. Andere Studien haben geringere Risiken festge-
stellt (Arzteblatt 2012; Arzteblatt 2013). Bisher kommen Ostrogene, selektive Ostrogenre-
zeptormodulatoren (SERM) und Bisphosphonate zur Anwendung, die den Abbau von
Knochen verhindern sollen. Dies fiihrt zu einem Wachstum der Knochenmasse, allerdings

nicht zu einer Steigerung der Knochenbildung.

Aktuell fehlt es an verschiedenen Priparaten, die in gewisser Weise anabol auf den Kno-
chen wirken. Die Priparate, die Osteoblasten zur Reifung anregen, um die Knochendichte
zu vergrof3ern, haben eine deutlich bessere Prognose als die bisherigen Wirkstoffe. Anabole

Wirkstoffe durften somit einen vielversprechenderen Effekt haben.

1.7.2.7 Weitere Medikamente

Bislang existieren Fluorid, Wachstumshormon, Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor, Statine,
Tibolon und Parathormon als Wirkstoffe, die sich anabol auf das Skelett auswirken. Para-
thormon ist der Vorreiter und Favorit in dieser Auswahl. Allerdings bestehen hier noch
viele offene Fragen zur Wirkung auf die Knochenrinde und die Reduktion des Frakturrisi-
kos (Kearbey 2009).

1.7.2.8 Romosozumab

Im New England Journal of Medicine wurde eine randomisierte Vergleichsstudie verof-

fentlich tber die einjihrige Behandlung mit dem Sclerostin-Antikérper Romosozumab
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(Amgen, Thousand Oaks, USA) und die anschlieBende Weiterbehandlung mit Alendron-
sdure, welche die Reduzierung von Wirbelfrakturen und Frakturen insgesamt gegeniiber
einer alleinigen Behandlung mit Alendronsiure aufwies. Auf Grund vermehrten Auftretens

von kardiovaskuliren Ereignissen wurde eine Zulassung vorerst abgelehnt (Saag et al.
2017).

Die Wirkung von Sclerostin, einem Botenstoff von Osteozyten, wird von dem Antikérper
Romosozumab gebunden und neutralisiert. Sclerostin hemmt die Knochenbildung und
fordert den Knochenabbau. Romosozumab hat die entgegengesetzte Wirkung. Es fordert
den Knochenaufbau, indem es einen im Jahr 2001 entdeckten Gendefekt simuliert. Dieser
fithrt zu einer Sklerosteosis, einer seltenen Erbkrankheit mit abnormer Knochenbildung
(Arzteblatt 2017).

Die im Jahr 2016 verotfentlichten Ergebnisse der FRAME-Studie zeigten, dass die Kno-
chendichte in den Wirbeln bei postmenopausalen Frauen mit Osteoporose um 13 Prozent
gesteigert und die Anzahl neuer Wirbelbriiche gegeniiber einer Placebobehandlung um 73
Prozent gesenkt werden konnten bei einer monatlichen Injektion von Romosozumab
(Cosman et al. 2016). Im April 2019 wurde Romosozumab von der FDA (Food and Drug
Administration) zur Therapie der Osteoporose bei postmenopausalen Frauen mit hohem

Frakturrisiko zugelassen (Martini 2019).

1.8  Bisherige Therapieversuche mit SARMs

Androgene, die wichtigsten zirkulierenden Geschlechtshormone bei Minnern, regulieren
ein breites Spektrum physiologischer Prozesse durch einen intrazelluliren Androgenrezep-
tor (AR) (Bocklandt und Vilain 2007; Leder 2007). Eine Verdnderung des zirkulierenden
Androgenspiegels, eine Modulation der AR-Funktion durch Mutationen oder eine Ande-
rung des dynamischen intrazelluliren AR-Komplexes fiihrt zu multiplen Stérungen wie
Hypogonadismus, Muskelschwund, Kachexie, Osteoporose, Fortpflanzungsverlust, Prosta-

takrebs und anderen (Narayanan et al. 2008).

Die altersbedingte Abnahme der Muskelmasse fithrt zu der als Sarkopenie bei dlteren Per-
sonen bekannten klinischen Erkrankung (Marzetti und Leeuwenburgh 2006). Die wach-
sende Zahl alterer Menschen hat dazu beigetragen, dass die Zahl der Minner und Frauen,
die nicht in der Lage sind, Aktivititen des tiglichen Lebens auszutiben und daher betreut
werden miissen, zu nehmen. Die Verbesserung der Proteinaufnahme und der Bewegungs-
programme bieten zwar Mittel zur Bekimpfung des durch Alterung auftretenden Muskel-
verlusts, die Hormontherapie kann jedoch drastischere Auswirkungen haben. Ein Mittel,
das in der Lage ist, die Muskelleistung selektiv ohne androgene Nebenwirkungen wie das
Prostatawachstum bei Minnern und die Virilisierung bei Frauen (Nebenwirkungen von
steroidalen Androgenen) zu steigern, ist fir die Behandlung von Sarkopenie wiinschens-

wert.
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Krankheitszustinde, die zu einem schnellen Muskelverlust fithren, zeigen wahrscheinlich
einen signifikanten Nutzen aus der SARM-Behandlung. Kachexie tritt hdufig bei Patienten
mit AIDS, Krebs, Nierenerkrankungen, Sepsis und Verbrennungen auf und ist durch Ge-
wichtsverlust, Muskelschwund und Appetitabnahme gekennzeichnet. Es wird angenom-
men, dass erh6hte Konzentrationen von Cytokinen, nidmlich IL-6, TNFa, INF 183, INFy
und der Proteolyse induzierende Faktor (Melstrom et al. 2007), die Hauptfaktoren sind.
Mindestens 30 % der krebsbedingten Todesfille resultieren aus einer Kachexie der Atem-
wegsmuskulatur, die schlief3lich zu einer Lungenentziindung fiithrt (Windsor und Hill 1988;
Palesty und Dudrick 2003). Wihrend Antikérper und Inhibitoren von Cytokinen bei chro-
nisch entztindlichen Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis und Morbus Crohn, Vortei-
le gezeigt haben, wurde bei der Behandlung von Kachexien eine minimale Wirksamkeit
beobachtet (Goldberg et al. 1995; Inui 2002). Appetit-Stimulanzien, darunter das syntheti-
sche Progesteron-Derivat Megestrol und das synthetische Cannabinoid Dronabinol, sind
derzeit in den Vereinigten Staaten erhiltlich, jedoch begrenzen Nebenwirkungen dieser
Wirkstoffe ihren Nutzen (Yeh und Schuster 2006; Yeh et al. 2007). Obwohl Megestrol eine
Gewichtszunahme bewirkt, fihren seine antianabolischen Eigenschaften trotz Gewichts-
zunahme zu einer Abnahme der Muskelmasse (Lambert et al. 2002). Dartiber hinaus erhoht
die Verbindung das Risiko fiir thromboembolische Ereignisse und unterdriickt die Neben-
nierenfunktion. Gleichermallen schrinken Probleme mit Sedierung und Verwirrung bei

ilteren Menschen die Verwendung von Dronabinol ein (Volicer et al. 1997).

Studien mit Anabolika wie Nandrolon bei Kachexie haben Verbesserungen der Muskel-
masse und der Knochendichte gezeigt (Batterham und Garsia 2001; Frisoli et al. 2005),
jedoch treten Nebenwirkungen wie Lebertoxizitit und Maskulinisierung bei Frauen auf.
Erhéhungen der Muskelmasse und der Muskelleistung bei HIV-infizierten Minnern nach
Testosteronbehandlung wurden ebenfalls gezeigt (Grinspoon et al. 2000; Dolan et al.
2007). Die proliferativen Wirkungen auf die Prostata und die Erhchung des Himatokrits

bleiben jedoch vernachlissigbar.

Ein idealer SARM, wie er von Negro-Vilar beschrieben wurde (Negro-Vilar 1999), der
Muskelmasse selektiv erhoht, keinen Wachstumseffekt auf die Prostata hat und den Hima-
tokrit erhoht, wiirde die Androgenbehandlung zu einer giinstigeren Option machen. Eine
Verbesserung der Muskelkraft wird méglicherweise zu einer verringerten Morbiditit und
Mortalitit bei kachektischen Individuen fihren und kann Patienten eine intensivere Be-
handlung (z. B. Bestrahlungs- und Chemotherapieansitze) ermdglichen (Narayanan et al.
2008). Der Androgenrezeptor (AR) hat vor kurzem eine Renaissance als therapeutisches
Ziel mit dem Auftauchen einer neuen Klasse potentieller therapeutischer Mittel erlebt.
Wichtige Meilensteine in der Forschung sind die Entdeckung nichtsteroidaler AR-Liganden
(Antiandrogene) in den 70er Jahren mit Flutamid, die Verbesserung der pharmakokineti-
schen Eigenschaften, die in den 1980er Jahren zu Bicalutamid fithrten, und die Umwand-
lung von Antagonisten in Agonisten-Templates in den spiten 1990er Jahren, die als we-

sentliche Ereignisse dienen, das Feld von SARMs zu definieren. Diese Ereignisse dienten
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als enormer Katalysator fiir die Erforschung von AR-Liganden mit SARM-Aktivitit. Ein
Bereich, der sich aus zwei kleinen Gruppen (University of Tennessee Health Science Cen-
ter und Ligand Pharmaceuticals, Inc.) entwickelte, um viele der wichtigsten Akteure (BMS,
GSK, J & J, Lilly, Merck usw.) in der pharmazeutischen Industrie zu erfassen (Narayanan et
al. 2008). Flutamid und Bicalutamid sind nicht steroidale Substanzen, die als Androgenan-
tagonisten wirken. Zusammen mit GnRH-Analoga werden diese zur Therapie des metasta-
sierten Prostatakarzinoms eingesetzt. Bicalutamid muss im Gegensatz zu dreimal tiglichen
Applikationen von Flutamid nur einmalig appliziert werden. Auch ist die hepatotoxische
Wirkung von Bicalutamid deutlich geringer als die von Flutamid. In mehreren prospektiven
doppelblinden Placebo-kontrollierten Studien wurde im Rahmen der frithen Therapie von
Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom mit 150mg/d Bicalutamid ein Trend
zur héheren Mortalitit festgestellt (Lemmer und Brune 2010). Ebenso ist bekannt, dass ein
nichtsteroidales Androgenrezeptor-Bindemittel S-40503, welches entwickelt wurde, um
SARM zu produzieren, nicht nur auf die Muskulatur wirkt, sondern durch eine Erh6hung
der periostalen Knochenbildung einen positiven Effekt auf die BMD hat (Hanada et al.
2003). Ihre Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Knochenmasse wird durch das Auf-
treten von Osteopenie bei minnlichen AR-Knockout-Mausen veranschaulicht (Kawano et
al. 2003; Kawano und Kawaguchi 2006) und ist beweisend dafiir, dass Minner, die sich
einer androgenen Deprivationstherapie (ADT) fiir einen lingeren Zeitraum unterziehen, an
einer Verringerung der BMD leiden. Eine tiefere Analyse der in vivo-Aktivititsprofile von
SARMs ldsst auf einen vielversprechenden Ausblick schlieBen. AR ist das einzige Ziel, das
gleichzeitig die Knochen- und Muskelschwiche anspricht, und die verbesserten PK / PD-
Profile von SARMs, sprechen fir diese Klasse als nichste Generation der Androgenthera-
pie. SARMs haben als osteo- und myoanabole Wirkstoffe das Potenzial, fir viele Erkran-
kungen, bei denen nur osteo- oder myoanabolische Wirkungen erforderlich sind, den Sta-

tus eines Anabolikums der Wahl zu erreichen. (Narayanan et al. 2008).

SARMs modulieren die gleichen Aufbauwege wie klassische steroidale Androgene, aber in
einem Dosisbereich, in dem tberwiegend Auswirkungen auf die Muskelmasse und die
Funktion zu beobachten waren, allerdings wenige androgene Nebenwirkungen auf die
Prostata, die Haut und das Haar. Im Gegensatz zu Testosteron sind SARMs oral wirksamer
(Dalton | et al. 2013). Ein synthetischer steroidaler SARM ist YK11 (Magnus Pharmaceuti-
cals, Indien), welcher als Myostatinblocker wirkt. Es wird beschrieben, dass diese Verbin-
dung selektive androgenrezeptormodulierende und myostatinhemmende Eigenschaften
besitzt. Da YK11 ein experimenteller Wirkstoffkandidat und eine nicht zugelassene Sub-
stanz fur den Menschen ist, liegen bis dato kaum wissenschaftliche Daten zu seinem Meta-
bolismus vor (Piper 2018).

Im Rahmen der Entwicklung selektiver Androgenrezeptormodulatoren ist es bereits gelun-
gen neue Derivate mit selektiven androgenen Eigenschaften zu entwickeln. Diese entstehen
durch systematische Modifikation nicht-steroidaler Antiandrogene. Sie kénnen in Aryl-

propionamid-, bizyklische Hydantoin-, Quinolin-, und Tetrahydroquinolin-Analoga klassi-



Errot! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 20

fiziert werden. Es ist das Ziel, neue gewebs-, zell- und zielgenspezifische Androgenrezep-
tor-Modulatoren zu entwickeln. Die androgene Wirkung wird zur Therapie des Muskel-
schwunds, der Osteoporose und der Prostatahyperthrophie und zur hormonellen mannli-
chen Kontrazeption eingesetzt (Lemmer und Brune 2010). Die rasche Weiterentwicklung
des SARM-Feldes im Hinblick auf die Diversitit der Chemotypen, das mechanistische Ver-
stindnis und die Informationen, die aus den zahlreichen SARMs in der Klinik gewonnen
werden, wird dazu beitragen, die idealen pharmakologischen Profile fur die verschiedenen
moglichen untersuchten Indikationen zu definieren. Verheiungsvolle vorlaufige klinische
Berichte legen bereits nahe, dass SARMs eine Klasse von vielversprechenden priklinischen
und klinischen Kandidaten sind. Da sich dieser Trend fortsetzt, werden viele der klinischen
und regulatorischen Herausforderungen bei SARMs angegangen und tberwunden. Wenn
das volle Potenzial, das in dieser Klasse enthalten ist, voll ausgeschopft ist, werden SARMs
einen Paradigmenwechsel in der Behandlung von Patienten bewirken, die eine anabole

Therapie bendtigen (Narayanan et al. 2008).

Ein wirksamer nicht steroidaler SARM, S-4 (6), auch Andarine genannt, wurde vom Phar-

maunternchmen GTx Inc.® identifiziert, das bei Ratten eine schnelle und vollstindige ora-
le Resorption bei niedrigen Dosen und eine verninftige Eliminationshalbwertszeit (t 1/2 =
2,6 h bis 5,3 h) zeigte und somit ein hervorragender Kandidat fiir die klinische Entwicklung
ist (Kearbey et al. 2004). S-4 (6) demonstrierte auch die Fahigkeit, die Skelettmuskulatur
(Soleus) zu verbessern, die Muskelmasse (LBM) zu erhohen, Korperfett zu reduzieren, bei
Ratten einen Knochenverlust zu verhindern und versprach pharmakologische Aktivitit in
Tiermodellen mit Verbesserung der benignen Prostatahypertrophie und mannlichen Fertili-
tit (Chen 2005; Kearbey et al. 2007; Narayanan et al. 2008). S-4 (6) wirkt gewebsspezifisch
und stimuliert die Organe, wie Muskeln und Knochen, anabolisch stirker als die Organe,
wie Prostata und Hoden, androgenisch. Die kérpereigene Produktion von Luteinisierungs-
hormon (LH) und dem Follikelstimulierndem Hormon (FSH) wird durch die Behandlung
nicht signifikant gehemmt. Ebenso wird die Ostrogensynthese nicht gesteigert (Kearbey et
al. 2007). Die Verwendung von SARMs bei Osteoporose diirfte sowohl bei Mannern als
auch bei Frauen von Vorteil sein, da ihnen die Nebenwirkungen der Virilisierung fehlen,
die bei steroidalen Androgenen beobachtet werden. Eine 120-Tage-Studie zum Vergleich
von SARM S-4 (6) und Dihydrotestosteron (DHT) bei ovarektomierten Ratten zeigte, dass
S-4 (6) die Knochenmasse und Knochenstirke auf dem Niveau der intakten Kontrollen
halten und eine héhere Wirksamkeit als DHT zeigen konnte (Kearbey et al. 2007).

Studien von Ligand Pharmaceuticals mit LGD2226 (Rosen und Negro-Vilar 2002) zeigten
eine erhohte Knochenmasse und -stirke bei Ratten nach 16-wochiger Behandlung.
LGD2226 ist ein nichtsteroidaler, nicht-aromatisierbarer, hochselektiver Ligand fir den
AR, der praktisch keine Affinitit zu den anderen intrazelluliren Rezeptoren aufweist. Es
wird angenommen, dass diese Wirkungen durch AR in Osteoblasten vermittelt werden,

wodurch die Knochenbildungsrate erhéht wird. Kombinationsschemata mit SARMs und
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derzeit verfiigbaren Bisphosphonaten sollten daher eine wirksamere Behandlungsoption

fiir Osteoporose bieten .

Ostarine (Enobosarm,GTx-024, S-22) ist wie Andarine ein kurzlich von GTx Inc.® (TN,
USA) entwickelter SARM, ein Arylpropionamidmetabolit, und der am weitest fortgeschrit-
tene klinische Kandidat.

Klinische Studien der Phase I mit Ostarine zeigten, dass es nach oraler Verabreichung mit
einer Halbwertszeit von etwa einen Tag schnell resorbiert wurde. Es wurde eine Verringe-
rung der Serumlipide beobachtet. Die LDL (Low Density Lipoproteins)/ HDL(High Den-
sity Lipoproteins)- Verhiltnisse (Bluttfettwerte) bleiben jedoch in der niedrigen kardiovas-
kuliren Risikokategorie. Das Auftreten unerwiinschter Ereignisse war ansonsten in der
Placebo- und Behandlungsgruppe dhnlich. Somit gibt es klinische Beweise fiir die Vorteile
einer SARM-Behandlung zur Verbesserung der Kraft und sie sind vielversprechend fur die
Behandlung des altersbedingten Abfalls der Muskelkraft sowie anderer damit zusammen-
hingender Indikationen, die von Pharmacopeia (altersbedingter funktioneller Riickgang)
und Ligand Pharmaceuticals (Gebrechlichkeit) verfolgt werden. Beide haben Phase I-
Studien abgeschlossen (Narayanan et al. 2008).

Eine Phase-II-Studie zur Muskelschwiche im Zusammenhang mit Krebskachexie begann
2008 als frithes Ziel der klinischen Entwicklung. Ostarine fithrte auch zu einer dosisabhin-
gigen Abnahme der LDL- und HDL-Cholesterinspiegel, wobei der durchschnittliche LDL
/ HDL-Quotient fur alle Dosen in der Gruppe mit niedrigem kardiovaskulirem Risiko lag
(Narayanan et al. 2008).

In weiteren Phase II- und III-Studien zeigte Ostarine vielversprechende Ergebnisse im
Hinblick auf die Verbesserung der Entwicklung einer fettfreien Kérpermasse und Messun-
gen der korperlichen Funktion und Leistung (Stinath und Dobs 2014). Es gilt als potentiel-
les Arzneimittel um Muskelschwund und andere Muskelerkrankungen zu behandeln

(Thevis et al. 2007). Ostarine hat in einer ersten klinischen Phase-Ila-Studie zum Proof-of-

Concept aufregende Daten gezeigt. GTx Inc.® berichtete im Dezember 2006 tber die Et-
gebnisse dieser klinischen Studie, bei der es sich um eine doppelblinde, randomisierte, pla-
cebokontrollierte Studie mit sechzig alteren Méinnern und sechzig postmenopausalen Frau-
en handelte (Chen 2005; Narayanan et al. 2018). Ohne eine vorgeschriebene Diit oder ein
Sportprogramm hatten alle mit Ostarine behandelten Probanden eine dosisabhingige Er-
hohung der Gesamt-Lean Body Mass. Es wurden die Versuchsreihen mit Dosen von
0,1mg, 0,3mg, 1mg und 3mg GTx-024 durchgefithrt. Die Kohorte, die mit 3 mg / Tag
Ostarine behandelt wurde, erreichte eine Steigerung von 1,3 kg im Vergleich zum Aus-
gangswert und 1,4 kg im Vergleich zu Placebo nach 3-monatiger Behandlung. Die Behand-
lung mit Ostarine fithrte auch zu einer dosisabhingigen Verbesserung der Funktionsleis-
tung, gemessen durch einen Treppenaufstiegstest, wobei die 3 mg / Tag-Kohorte eine kli-
nisch signifikante Verbesserung der Geschwindigkeit und Leistung erzielte. Die Probanden,

die mit 3 mg / d Ostarine behandelt worden waren, hatten im Durchschnitt einen Riick-
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gang des Niichternblutzuckers um 11 %, einen Riickgang des Insulinspiegels um 17 % und
eine Abnahme der Insulinresistenz (Homoostase-Modellbewertung) um 27 % im Vergleich
zum Ausgangswert, was darauf schlie3en lisst, dass SARMs moglicherweise ein therapeuti-
sches Potenzial bei Diabetikern haben (Dalton et al. 2011).

In einer weiteren Studie mit Enobosarm (GTx-024, Ostarine und S-22) mit Krebspatienten
von Dalton aus dem Jahr 2013 wurde versucht, die Muskelmasse zu erhéhen und die kér-
petliche Funktionsfihigkeit von gesunden und kranken Menschen zu optimieren sowie
moglicherweise eine neue Therapie fiir Muskelschwund und Tumorkachexie bereitzustellen
(Dalton et al. 2013). Es erfolgte zuerst Forschung zur Optimierung der Therapie bei Lun-
genkrebs, sowie bei Kachexie bei Krebserkrankungen. In diesen Studien zeichnete sich
keine Aussicht auf gewinnbringenden Erfolg aus, da keine Zulassung in den USA erfolgte,
so dass die Forschungsreihe eingestellt wurde. Dennoch erkannte man die Muskelzunahme
unter Ostarine, so dass man weitere Versuche in Richtung Therapie von Muskelschwund,

Sarkopenie und Osteoporose unternahm (Dalton et al. 2013).

Die Weiterentwicklung der Therapie von Sarkopenie wurde aufgrund der FDA geforderten
Voraussetzungen von der Firma GTx Inc.® zu Gunsten anderer Einsatzgebiete, wie dem
Einsatz bei Tumorkachexie, Stressharninkontinenz, Brustkrebs und der Muskeldystro-
phie Typ Duchenne (Dalton 2017), vorlidufig eingestellt (Garber 2016). Auf Grund der
kardiovaskuliren Nebenwirkungen, ist es in naher Zukunft nicht absehbar, ob es eine Zu-
lassung fiir die Therapie der Osteoporose bei Patienten ohne vorherige kardiovaskulire-
Sicherheitsstudien geben wird. Es scheint realistischer zu sein, die Weiterentwicklung im

Bereich der tumor- und chemotherapiebedingten Osteoporose zu verfolgen (Dalton 2017).

Die World Anti-Doping Agency (WADA) nahm 2008 die anabolwirksamen SARMs (Osta-
rine und Andarine) in die Verbotsliste auf. Die Dopingmittel-Mengen-Verordnung setzte
sie zu Beginn des Jahres 2013 auf die Liste und gab die strafbare Besitzmenge laut
dem Arzneimittelgesetz ab 90 mg als ,,nicht geringe Menge* an. Somit mussen sich ab 2008
SARMs in Dopingmitteltests nachweisen lassen. Die Zielsubstanzen werden aus dem Urin

extrahiert und mit Hilfe chromatographischer und massenspektrometrischer Systeme iden-
tifiziert (Deutsche Sport Hochschule Koln 2019; Thevis und Schinzer 2018).

Im Jahr 2019 zeigte sich in einer weiteren Studie mit Ostarine bei ovarektomierten Ratten,
dass sich dieser SARM vorteilhaft auf Knocheneigenschaften auswirkte (Hoffmann et al.
2019). In dieser Studie ergaben niedrige Dosen von Ostarine (0.04 mg/kg BW) keinen Ef-
fekt, wihrend mittlere (0.4 mg/kg BW) und hohe Dosen (4 mg/kg BW) sich positiv auf die
Knochenstruktur auswirkten. Die Wirkung von Ostarine auf die Femora war signifikant
deutlicher als die Wirkung auf die Wirbel. Als Nebenwirkung zeigte sich eine Zunahme des
Uterusgewichts und ein Anstieg des Serumsphosphats (Hoffmann et al. 2019). Daher ist es
Ziel von dieser Studie nicht nur den Effekt von Ostarine auf osteoporotischen Knochen zu
untersuchen und mit Testosteron-Effekt zu vergleichen, sondern auch mogliche Nebenet-

fekte bei mannlichen Ratten zu Gberpriifen.


https://de.wikipedia.org/wiki/World_Anti-Doping_Agency
https://de.wikipedia.org/wiki/Dopingmittel-Mengen-Verordnung
https://de.wikipedia.org/wiki/Arzneimittelgesetz_(Deutschland)
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1.9  Rattenmodel der Osteoporose am Femur im Vergleich zum

menschlichen Femur

In Bezug auf den makroskopischen Aufbau ist das Femur der Ratte mit dem menschlichen
Femur dhnlich. Bei der Ratte ist der Caput femoris erkennbar, der sich an das kurze Collum
femoris anschlieBt und sich tber die beiden Trochanter weiter in den Corpus femoris er-
streckt. Er endet schlieBllich wie das menschliche Femur, in den beiden Epicondylen und
der Facies patellaris (Abb. 9).

Abb. 9: Linkes Femur der Ratte

Die Intaktheit eines Knochens spiegelt sich in einer ausgewogene Homdbostase zwischen
Osteoklasten- und Osteoblastenaktivitit wider. Knochenauf- und —abbau halten sich in der
Waage. Bei der Ratte wird nach Orchiektomie durch Wegtfalls gonadalen Steroiden die
Homdostase zugunsten der knochenabbauenden Osteoklasten verschoben. Daraus entwi-

ckelt sich eine Osteoporose (Vorwerk 2010).

In dieser Studie wurde die senile Osteoporose anhand einer orchiektomierten Sprague-
Dawley Ratte untersucht. Die Rattenspezies hat sich schon in diversen Studien zum Thema
Osteoporose als geeignetes Tiermodell erwiesen. Die Ratte erlangt ihre vollstindige Ge-
schlechtsreife schon nach wenigen Monaten und ist, da sie nach der Orchiektomie inner-
halb von vier Wochen eine Osteoporose entwickelt, ein etabliertes Modell fiir Osteoporose
(Roudebush et al. 1993; Seidlova-Wuttke et al. 2003; Stuermer et al. 2009).
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Die Reaktionen der Ratte auf Hormonsubstitution sind auf die des Menschen tibertragbar
und unter ad-libitum-Bedingungen kénnen Hormone, welche tiber das Futter appliziert
und somit substituiert werden, wie auch in diesem Versuch erfolgt, bei der Ratte hervorra-
gend untersucht werden (Frost und Jee 1992; Roudebush et al. 1993; Vorwerk 2010). Mit
Hilfe einer biometrischen Kompressionsmessung, einem Veraschungsversuch, einer Mikro-
CT Untersuchung und 2D Analyse wurde die Wirkung einer solchen Substitutionstherapie
auf den Knochen in dieser Studie untersucht. Diese Methoden haben sich schon in diver-

sen Studien als etabliert gezeigt (Eimer 2015; Hoffmann et al. 2016).
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2 Material und Methoden

2.1.1 Versuchsablauf

Die Testreihe startete mit 90 minnlichen Sprague-Dawley-Ratten, die in sechs Versuchs-
gruppen (Tab. 3) aufgeteilt wurden. In die Kontrollgruppe (Non ORX) kamen 15 Ratten.
Die tbrigen 75 Ratten wurden wie folgt aufgeteilt:

e ORX: 15 Ratten

e  Osta. Therapie: 15 Ratten

e  Osta. Prophylaxe: 15 Ratten

e Testo. Therapie: 15 Ratten

e Testo. Prophylaxe: 15 Ratten

Die Ratten wurden randomisiert den jeweiligen Gruppen zugeordnet (Tab. 3).

Tab. 3: Randomisierte Gruppeneinteilung

Abkiirzung Beschreibung

NON ORX Kontrollgruppe, nicht orchiektomiert

ORX Kontrollgruppe, nur Orchiecktomie (Osteoporotische
Kontrollgruppe)

Osta. Therapie Orchiektomie und Ostarine tber die Nahrung 12

Wochen nach ORX (12-18 Wochen)

Osta. Prophylaxe Orchiektomie und Ostarine iber die Nahrung unmit-
telbar nach ORX (0-18 Wochen)

Testo. Therapie Orchiektomie und Testosteron tber die Nahrung 1
Wochen nach ORX (12-18 Wochen)

Testo. Prophylaxe Otrchicktomie und Testosteron Uber die Nahrung
unmittelbar nach ORX (0-18 Wochen)

Zehn Tage nach Lieferung der Tiere fand die Orchiektomie statt, um eine Osteoporose zu
induzieren. Dabei starben insgesamt sieben Ratten. Ein weiteres Tier musste getOtet wert-
den, da es von einem Tumor befallen war. Postoperativ verstarben drei weitere Ratten auf-

grund von Schmerzmittelnebenwirkungen.

Zwolf Wochen spiter wurden bei allen Ratten eine Osteotomie und eine Osteosynthese

der metaphysiren Tibia durchgefithrt. Im Rahmen der Osteotomie starben insgesamt elf
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Ratten. Zwei weitere Ratten mussten aufgrund eines Tumorleidens getotet werden. Bei
einem Grof3teil der operativ verstorbenen Tiere wurde der Exitus durch die Narkose (sog.

Narkosetod) verursacht.

Postoperativ starben weitere 15 Versuchstiere, was vermutlich auf einen durch Schmerz-

mittel induzierten Ileus zurtickzufthren ist. Eine Ratte starb aufgrund unklarer Ursache.

Es verblieben somit 50 Ratten fiir die Auswertung: zwolf in der Kontrollgruppe (NON
ORX), acht in der ORX, sieben in der ORX + Osta. Therapie, neun in der der ORX +
Osta. Prophylaxe, funf in der ORX + Testo. Therapie und neun in der ORX + Testo. Pro-
phylaxe.

Die Obduktion erfolgte sechs Wochen nach der Osteotomie. Zuvor wurden die Ratten
mittels einer CO,-Narkose durch Dekapitation getétet und das rechte und linke Femur
wurden anschliefend entnommen. Weitere Knochen, Muskeln, Blut und Organe wurden

fir andere Versuche verwendet.

2.1.2  Versuchstierhaltung und Behandlungen

Die Experimente wurden mit acht Monate alten, miannlichen Sprague-Dawley-Ratten von
Janvier Laboratories (Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) durchgefithrt. Die Tiere wurden
Uber den gesamten Zeitraum in der tierexperimentellen Einrichtung der Universititsmedi-

zin Gottingen (ZTE) gehalten.

Drei bis funf Tiere wurden in Gruppen pro Kifig des Typs Makrolon® IV gehalten. Als
Standardfutter wurden sojafreies Haltungsfutter (ssniff SM R/M, 10mm Pellets, ssniff Spe-
zialdiditen GmbH, Soest) und Wasser ad libitum bereitgestellt.

Die Raumtemperatur betrug konstant 20 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 %.
Ebenfalls wurde eine Tag-Nacht-Periode eingeschaltet, sodass die Ratten jeweils zwolf
Stunden Licht und Dunkelheit ausgesetzt waren. Die Tiere erhielten einen Transponder der
Firma ROESVASTSTALL BV (Zevenaar, Holland).

Die im Rahmen dieser Forschungsarbeit durchgefiithrten Tierversuche wurden von dem
Niedersachsischen ILandesamt fir Verbraucherschutz und ILebensmittelsicherheit in
Oldenburg genehmigt (AZ: 33.9-42502-04-14/1396).

Je nach Zuordnung der Ratte wurde unmittelbar nach der ORX (ORX + Osta. Prophylaxe
/ ORX + Testo. Prophylaxe) oder bei den therapeutischen Gruppen nach der Osteotomie
mit der medikamentésen Therapie begonnen (ORX + Osta. Therapie / ORX + Testo.
Therapie) (Tab. 3). Diese wurde bis zum Versuchsende durchgefiihrt (Woche 18 nach
ORX).

Die Medikamente wurden dem sojafreies Haltungsfutter beigemischt und zugefuttert. Die
Gruppen Non ORX und ORX erhielten ausschlieBlich das sojafreie Haltungsfutter. Osta-
rinebeimischung: MK2866 der Firma Shanghai Biochempartner Co, Ltd, Shanghai, China,
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Reinheit 98 %, 8,56 mg/kg Standardfutter. Testosteronbeimischung: Testosterone propio-
nate T159 der Firma Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland 1g/kg Standardfutter.

Die Tab.4 zeigt die Dosisaufnahme der Wirkstoffe Ostarine und Testosteron (Komrakova
et al. 2020, Wolgast 2020).

Tab. 4: Durchnittliche aufgenommenen Dosen in Behandlungsgruppen

Gruppe Durchschnittliche Dosis
Ostarine-Therapie 0,30 + 0,02 mg/kg BW
Ostarine-Prophylaxe 0,36 + 0,05 mg/kg BW
Testosteron-Therapie 36 + 9 mg/kg BW
Testosteron-Prophylaxe 43 + 8 mg/kg BW

2.1.3 Orchiektomie (ORX)

Simtliche Tiere der Gruppen, mit Ausnahme der Gruppe NON ORX (Tab. 3), wurden
orchiektomiert (Wolgast 2020). Die Anisthesie erfolgte unter tierdrztlicher Aufsicht und
bei dieser Operation intraperitoneal. Die Anisthesie war wie folgt: intraperitoneale (i.p.)
Injektion von Ketamin (Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland), Xylazin (Xyla-
riem, Pharma-Partner Vertriecbs GmbH, Oostkamp, Belgien) und Midazolam (Rotexmedica
GmbH, Trittau, Deutschland) (80 mg, 4 mg und 2,5 mg /kg Korpergewicht (BW)).

Nachdem acht Ratten gestorben waren, wurde die Anisthesie auf Isofuran-Inhalation ge-
andert unter der Zugabe von subkutaner (s.c.) Injektion von Carprofen (5 mg / kg BW,
Caprive, Bayer Vitalo GmbH, Leverkusen, Deutschland). Darunter wurden keine weiteren
Verluste beobachtet (Komrakova et al. 2020).

Zunichst wurde das Operationsgebiet rasiert und desinfiziert (Abb. 10a). Es erfolgte eine
Uberpriifung des Muskeltonus durch die Tierirztin, um den ausreichenden Narkosegrad
der Ratte festzustellen. Danach wurde der Hoden freipripariert (Abb. 10b-d). Mit Durch-
trennung des Ductus epididymidis (Abb. 10e-g) und Entnahme des Hodens (Abb. 10h) ist
der Beginn einer Osteoporose aufgrund fehlender Hormonproduktion induziert. Somit ist
eine protektive physiologische Verhinderung einer Osteoporose eher ausgeschlossen. Das
OP-Gebiet wurde durch resorbierbares Nahtmaterial verschlossen und anschlieSend desin-
fiziert (Abb. 10i). Zur prophylaktischen postoperativen Schmerzstillung wurde den Ratten
0,1 mg Metacam® der Fa. Boehringer subkutan appliziert. Die postoperative Uberwachung

fand auf einer Wirmeplatte bis zum Erwachen des Versuchstieres statt. Es wurden ihm
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3 ml NaCl 0,9 % s.c. infundiert, um den Flussigkeitshaushalt zu stabilisieren und einen evtl.
operativen Flissigkeitsverlust auszugleichen. Danach wurden sie in neuen Kifigen unter-
gebracht. Die Ratten erhielten postoperativ 3-mal tiglich 0,1 mg/kg BW Buprenorphin +
Metamizol Wasser fir die ersten beiden Tage, danach wurde die Dosis wie folgt reduziert:
am 3. Tag post OP: 2-mal tiglich 0,1 mg/kg BW Buptrenorphin + Metamizol Wasser.
4-5. Tag post OP: 2-mal taglich 0,05 mg/kg BW Buprenorphin + Metamizol Wasser und
am 6-10. Tag post OP: 1-mal taglich 0,05 mg/kg BW Buprenorphin + Metamizol Wasset.

Abb. 10: OP-Schritte: Desinfektion und Rasur (a), Er6ffnen des Skrotums (b), Vorverlagerung des
Hodens (c), Freipriparation der Testis(d), Abtrennung nach Ligatur Ductus epididymidis (e-g),

Hodenentnahme (h), Wundverschluss (i)

2.1.4 Osteotomie und Osteosynthese

Zwolf Wochen nach der ORX erfolgte eine bilaterale Tibia-Osteotomie mit Plattenosteo-
synthese aller Versuchstiere (Stuermer et al. 2010; Komrakova et al. 2015). Dies fand im
Rahmen einer weiteren Studie der Abteilung Unfallchirurgie und Orthopidie des Universi-
tatsklinikums Gottingen statt, um den Einfluss des fehlenden Testosterons und der Wir-
kung von Ostarine auf die Frakturheilung zu untersuchen. Die Wirksamkeit wurde in der
anderen Studie der Universititsmedizin Gottingen ausgewertet (Komrakova et al. 2020).
Wihrend der Operation wurden die Ratten durch i.p. anisthesiert: 75 mg Ketamin, 5 mg
Midazolam pro kg BW, s.c. 0,1 mg /kg BW Buprenorphin (Temgesic® RB Pharmaceuti-
cals Limited, Berkshire, UK) und Inhalation von Isofuran. Nachdem zehn Ratten starben,
wurde die Dosierung von Ketamin und Midazolam reduziert (38 mg bzw. 2,5 mg/kg BW)
und es wurden keine weiteren Verluste beobachtet. Die postoperative Schmerztherapie
wurde mit Buprenorphin (s.c.) und Metamizol (Trinkwasser) durchgefiihrt. Buprenorphin

wurde wie folgt angewendet: Tage 1-2 nach Osteotomie, 0,1 mg/kg BW dreimal/Tag; Tag
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3, 0,1 mg/kg BW zweimal/Tag; Tage 4-5, 0,05 mg/kg BW zweimal/Tag; Tage 6-10, 0,05
mg/kg BW einmal/Tag. Metamizol wurde in demineralisiertem Wasser gelost (20 g/1 No-
vaminsulfon, Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland). Nach zehn
Tagen wurden Komplikationen (Dehydration, Obstipation, Ileus und Tod [n = 15]) beo-
bachtet und die Schmerztherapie wurde sofort unterbrochen. Wihrend der 14. Woche
konnte die Nahrungsaufnahme nicht gemessen werden auf Grund der Komplikationen aus
der postoperativen Schmerztherapie. Wihrend dieser Woche wurden die Ratten zusitzlich
mit Haferflocken und Brot geflittert und erhielten 1-2 Tropfen/Tag Herbi Colan
(WDT,Garbsen, Deutschland) zur Regulierung von Verdauungsprozessen.

2.1.5 Totung

Sechs Wochen nach der Osteotomie wurden die Ratten mit tiefer CO,-Narkose betdubt
und per Dekapitation getotet. Im Anschluss erfolgte die Knochenseparation der Femora.
Zeitgleich wurden Tibiae, Lendenwirbelsdule (LWS), Blut, Muskulatur und Organe ent-
nommen, die in anderen Studien untersucht wurden (Komrakova et al. 2020, Wolgast
2020).

2.1.6 Priaparation der Femora

Das Huftgelenk wurde zwischen Pfanne und Femurkopf durchtrennt, nachdem die Tiere
getotet und die Hinterldufe vom restlichen Koérper abgetrennt waren. Das Freipraparieren
des Knochens fand mit dem Skalpell statt. Dabei wurden Haut, Muskulatur, Sehnen und
Knorpel entfernt. Hartnickig festsitzende Sehnenansitze und Muskelreste wurden mit dem
scharfen Loffel abgekratzt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die rechten und linken
Femora in 50 ml-Réhrchen der Firma Sarstedt verwahrt und bei -20 °C tiefgefroren (Abb.
11).

g1 A
I’L! J! ==E§%}!§ii
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Abb. 11: Priparation und Aufbewahrung der Femora (von links oben nach rechts unten). Entfernung
von Fellresten, Entfernung von Sehnen und Muskelresten mit dem scharfen Loéffel, blanke Knochen,

einzelne Aufbewahrung, jeweilige Gruppenaufbewahrung, Beschriftung und Sammlung

2.2 Biomechanischer Bruchtest

2.2.1 Ablauf des biomechanischen Bruchtests

Mithilfe des biomechanischen Bruchtests (Abb. 12) wurde die Stabilitit der jeweils linken
Femora in Bezug auf die mechanische Beanspruchung untersucht. Die tiefgefrorenen
Femora wurden zuvor aufgetaut. Der Trochanter Major wurde in einer vorgelochten Alu-
miniumbasis fixiert, um eine Verschiebung des Femurs bei der auf ihn stattfindenden
Kraftausiibung zu verhindern. Das fixierte Femur wurde mit der Aluminiumbasis in das
Kompressionsgerit (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) einge-
spannt und verschraubt. Auf den eingespannten Knochen bewegte sich ein Druckstempel
zu, dessen Fliche exakt im 90°-Winkel tiber dem Schenkelhals positioniert wurde. Die ma-
ximale Vorkraft betrug IN. Gestartet wurde der Versuch mit der Testxpert-Software
(Zwick/Roell). Nach Erreichen der maximalen Vorkraft wurde die korrekte Lage des
Femurs erneut Gberprift und der Test daraufthin gestartet. Mit einer Geschwindigkeit von
50mm/min senkte sich der Stempel kontinuietlich, bis es zur Biegung des Knochens in
axialer Richtung kam. Die Kompression erfolgte bis zum Durchbruch des Knochens (Te-
zval et al. 2011).

Abb. 12: Bruchtest: Das linke Femur ist im Kompressionsgerit eingespannt und der Druckstempel

sitzt im 90° Winkel auf.

2.2.2 Messparameter des biomechanischen Bruchtests

2.2.2.1 Maximalkraft

Die Kraft, welche die Fraktur des Schenkelhalses verursachte, wird als die Maximalkraft

F(max) bezeichnet.
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2.2.2.2 Steigung

Die Steigung ist ein linearer Graph. Auf der X-Achse ist die Strecke (s) in Millimeter, auf
der Y-Achse die Kraft (FF) in Newton eingetragen. Der Graph zeigt den Beginn der elasti-

schen Verformung des Femurs bis hin zur Femurfraktur (Abb. 13).
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Abb. 13: Kraftsteigerung
Die Kurve zeigt den Bruchverlauf bis zum Erreichen von Fuay

2.2.3 Validierung des Untersuchers fiir den biomechanischen Bruchtest

Die Reliabilitit wurde vor der Auswertung des Versuches tberprift, indem jeweils das
rechte und linke Femur einer sogenannten Validierungs-Ratte verwendet wurde, die sich in
GroBe und Gewicht von den Versuchsratten kaum unterschied. Diese Validierungskno-
chen wurden dem Bruchtest unterzogen. Wie beim Experiment wurden Steigung und Ma-
ximalkraft graphisch bestimmt und intraindividuelle Unterschiede (zwischen linkem und
rechtem Femur der jeweiligen Ratte) rechnerisch erhoben. Die Ergebnisse der Maximal-
kraft und Steigung der Validierung und des Experiments durften nicht mehr als 10 % von-

einander variieren (Eimer 2015).

2.3 Veraschung

2.3.1 Ablauf

Ziel dieser Analyse war die Bestimmung des Anteils von Magnesium, Kalzium und Phos-
phat am Gesamtknochen. Dazu wurde eine bereits validierte, abteilungstibliche Verfah-
rensweise gewihlt. Es wurden die zuvor im biomechanischen Kompressionsversuch ge-
brochenen linken Femora verwendet. Die zustindige Abteilung ist das Wasserlabor (Lei-
tung: Prof. Dr. Marcus Wassmann) der Hygieneabteilung der UMG. Ein Glihriickstand

verbrannter Knochen wird erzeugt. Dieser Glihrickstand wurde fiir die Bestimmung or-
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ganischer und anorganischer Anteile der Knochensubstanz verwendet. Ein leerer Porzel-
lantiegel wurde auf einer zuvor geeichten Waage analytisch gewogen. Danach wurde die
Gesamtmasse der Knochen vor der Veraschung (m vor veraschung) bestimmt: (M knochen und Tiegel —
m Tiegel). In einem weiteren Schritt erfolgte die Veraschung, indem die Knochen fir zwei
Stunden auf tber 750 °C erhitzt wurden (Abb. 14). Die Abkthlung des Glihriickstandes
auf Raumtemperatur erfolgte danach im Exsikkator tber Kieselgel. Schlieflich fand eine
Bestimmung der Gesamtmasse nach der Veraschung (m nach verasehung) Statt. Es erfolgte wie-
der eine analytische Wiegung der Tiegel mit dem Glithriickstand (M Giinriickstand und Tiege) (Abb.
15). Von dieser Masse wurde die Tiegelmasse (m rigel) subtrahiert, um die Gesamtmasse der
Knochensubstanz nach der Veraschung zu berechnen (M nach Veraschung = M Glithriickstand und Ticgel —

m Tiegel) .

Aus den beiden Gesamtmassen wurde der jeweils prozentuale Anteil von organischer (%

organische Substanz) UNd anotrganischer (%o anorganische substnz) Substanz mit den folgenden Formeln
bestimmt (Eimer 2015; Neuerburg 2015):

0/0 organische Substanz = ((m vor Veraschung — T nach Vcraschung) * 100) / M vor Veraschung

Yo anorganische Substanz =100 - % organische Substanz

Abb. 14: Erhitzen der Femora in Tiegel auf 750 °C
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Abb. 15: Gliihriickstand nach Erhitzen

2.3.2 Bestimmung des Phosphat-, Kalzium- und Magnesiumgehalts

Wie bereits in mehreren anderen vorangegangen Versuchen (Eimer 2015; Neuerburg 2015;
Zimmermann 2018), wurden auch bei dieser Studie die Knochenkalziumbestimmung durch
Atomabsorptionsspektroskopie (DIN EN ISO 7980:2000) und die Phosphatbestimmung
durch Photometrie des Phosphat-Molybdinblau-Komplexes (DIN EN ISO 6878:2004)
bestimmt. Es fand ein Salpetersidureaufschluss statt. Der Glihriickstand wurde in einem

Morser mit einem Pistill homogenisiert.

Rund 50 mg des gemérserten Glithriickstandes (Abb. 15) wurden analytisch gewogen und
in 250 ml Rundkolben iiberfithrt sowie mit 200 ml 10 %iger Salpetersiure versetzt. Dieses
Gemisch wurde auf Siedetemperatur erhitzt und siedete unter Rickfluss fir eine Dauer
von 45 Minuten (Losung A). Die klare Losung wurde in einem 1 1-Messkolben mit HO
auf 1000 ml aufgefillt. Vor der eigentlichen Bestimmung der Kalzium- und Phosphatwerte
erfolgte eine Verdinnung der Probe um den Faktor 1:20 (Losung B), um eine Konzentra-

tion zu erhalten, die im Vertrauensbereich des Messverfahrens liegt (Eimer 2015).

Bei allen Bestimmungen (Phosphat, Kalzium und Magnesium) wurde die prozentuale Mas-
se festgelegt. Diese bezieht sich auf die urspriingliche Ausgangsmasse der Probe. Fir die
Magnesiumbestimmung ist der gleiche Weg wie bei der Kalziumbestimmung gewihlt wor-

den.

Zur Bestimmung des Phosphatgehaltes wurde der Probe (Lésung B) Zitronensiure-

Monohydrat zugesetzt und gelost, um stérendes Kalzium zu komplexieren. Nach Zusatz
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von Phosphatreagenz erfolgte nach zehnminutiger Reaktionszeit die Messung der Extinkti-
on bei einer Messwellenlinge von 830 nm in einer Kiivette und wurde mit einer Blindpro-
be mit destilliertem Wasser verglichen. Um die gemessenen Extinktionen zu bestimmen,
wurde eine Abgleichgerade erstellt. Hierfir wurden die Extinktionen der Verdiinnungsreihe
einer Phosphat-Standardlésung (Konzentrationsintervall 0,1 bis 3,0 mg/1) gemessen. Insge-

samt fanden in diesem Intervall neun Kalibrierungen statt (Eimer 2015).

Zur Bestimmung des Kalziumgehaltes wurde eine Flammatomabsorptionsspektroskopie
der Probe durchgefithrt. Die Losung B wurde nach Zugabe von Lanthanchlorid flamm-
atomabsorptionsspektroskopiert. Darauf folgte die Bestimmung der Extinktion der durch
Kalzium verursachten Flammenfirbung an der Kalzium-Emissionsbande von 422,7 nm.
Um die gemessenen Extinktionen zu bestimmen, wurde eine Abgleichgerade erstellt. Hier-
fir wurden die Extinktionen der Verdinnungsreihe einer Kalzium-Standardlésung (Kon-
zentrationsintervall 0,1 bis 2,0 mg/1) gemessen. Es fanden in diesem Intervall acht Kalibrie-

rungen statt.

Zur Bestimmung des Magnesiumgehaltes wurde die Probe ebenfalls nach Zugabe von Lan-
thanchlorid flammatomabsorptionsspektroskopiert. Darauf folgte die Bestimmung der
Extinktion der durch Magnesium verursachten Flammenfirbung an der Magnesium-
Emissionbande von 2852 nm. Hierfur wurde die Extinktion an einer Magnesium-
Standardlosung (Konzentrationsintervall 0,05-1,5 mg/1) gemessen. Es etfolgten in diesem

Intervall acht Kalibrierungen (Eimer 2015).

2.4 Mikro-CT

Fir die computertomographische Untersuchung der rechten Femora wurde ein Quantum
FX Mikro-CT der Firma Caliper Science (Hopkinton, Massachusetts, USA) benutzt. Pro
Scan wurden ein Phantom und zwei Femora eingespannt und gescannt. Die Strahlenbelas-
tung liegt im Durchschnitt pro Scan bei 15 mGy und ist somit als eine geringe Strahlenbe-
lastung einzustufen. Die Scanparameter wurden einheitlich fiir simtliche Scans des Mikro-
CTs erstellt (Zimmermann 2018) (Tab. 5).
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Tab. 5: Darstellung der Scanparameter (Zimmermann 2018)

Scan Parameter Wert und Einheit
Anzahl der Projektionen (360° Scan) 3600
Réhrenspannung 70 kVp

Réhrenstrom 200 pA

FOV (Field of view) 20 x 20 mm?

Scanzeit 2 Minuten

Scanmode Vollrotation (360°)

Effektive ,,Voxel“-Grolle

40 x 40 x 40 pm’

Detektor Frame Rate 30 Hz
Bildmatrix 512x 512
Datenprisentation 16 Bit

2.4.1 Durchfithrung des Scans

Es wurden 49 Scans erstellt. Auf jedem Scan befanden sich jeweils ein Phantom und zwei
Femora. Die Eichung und Validierung erfolgten anhand eines Dichtephantoms aus Hydro-
xylapatit (1,13 g/cm’). Das Phantom enthielt Wasser-, Luft- und Knocheniquivalente. Da-
nach wurden zwei Femora und ein aus finf Hydroxylapatit-Phantomen verschiedener
Dichte bestehendes Geriist in einer Schaumstoffvorrichtung derart gepolstert, dass die
beiden Femurképfe kaudal an dem Schaumstoff annektierten. Dies hatte zur Folge, dass

eine kontinuierliche Bildschirfe garantiert war, da die Knochen nicht verrutschen konnten.

2.4.2 Auswertung

Die Auswertung der 3D Femora-Scans fand mit der hierfiir speziell entwickelten 3D Oste-
oanalyze v. 1.000.4 Software statt (Abb. 16). In Abb. 17 wurden bereits zwei Femora und
ein Phantom ausgeschnitten. (Abb. 17)
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Abb. 16: 3D Osteoanalyze Programm nach dem Ausschneiden des 2. Femurs (Quelle: Sina Pflug. Die

Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Frau Pflug)

Abb. 17: Phantommodell: Zylinder links: Phantom, rechts und unten: 2 Femora-Proben

Das Phantom wurde ausgeschnitten und mit einem Grauwertehistogramm abgestimmt, um

Vergleichswerte zum Knochen zu erhalten (Abb. 18). Das Phantom dient zur Berechnung
der Knochenmineraldichte (g/cm?).
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Der Femurkopf wurde ausgeschnitten. Anhand der Phantomwerte konnten im Histo-
gramm zusitzlich die Bereiche Gesamtbereich, Trabekel, Trabekel und Kortikalis und Koz-

tikalis definiert werden.

Uber das Programm wurde durch die Auswahl eines oberen und unteren Schwellenwerts

fiir den ausgewihlten Bereich die mittlere Dichte und das Volumen berechnet.

Die Abgrenzung der Grauwertbereiche erfolgte anhand definierter Schwellenwerte, da die-
se Auswertungsstrategie in vorangegangenen Arbeiten, im Vergleich zur individuellen Fest-
legung der Schwellenwerte, grof3ere Objektivitit und Validitidt bewiesen hatte (KKomrakova
et al. 2015; Nuehnen 2017).

Die Erstellung definierter Werte fiir die Grauwertbereiche von Trabekel und Kortikalis
erfolgte in der Auswahl von drei Knochen aus jeder Gruppe (Saul et al. 2017). Daraufhin
erfolgte die individuelle Festlegung der unteren Schwellenwerte fiir Kortikalis und Trabekel
im Histogramm. Eine separate Definition der oberen Schwellenwerte war nicht erforder-
lich, da diese sich aus den unteren Schwellenwerten der benachbarten Abschnitte ergeben.
So bildet der untere Schwellenwert der Kortikalis gleichzeitig den oberen Schwellenwert fiir
den Grauwertbereich der Trabekel, der untere Schwellenwert desselben bildet den oberen
Schwellenwert des Weichgewebes. Der obere Schwellenwert der Kortikalis wurde als das
Ende der Datenkurve definiert (Nuehnen 2017). Die folgenden definierten Schwellenwerte
ergeben sich aus den Mittelwerten der individuell vermessenen unteren Schwellenwerte

(Tab. 6)

Diese definierten Werte wurden fiir die Auswertung aller Histogramme verwendet. Das
Programm errechnete daraus fir die Grauwertbereiche die mittlere Dichte [Gval] und das
Volumen [mm?|. Diese Parameter wurden bestimmt fiir das Trabekelwerk, die Kortikalis

und das gesamte Histogramm (Weichgewebe, Trabekel und Kortikalis) (Nuehnen 2017).
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Abb. 18: Kalibrierung Phantom (Quelle: Sina Pflug. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmi-
gung von Frau Pflug)

Durch Sichtkontrolle in 2D und Histogramm in der o. g. Bereiche erfolgt die Berechnung
der Schwellenwerte (Abb. 19).

Tab. 6: Schwellenwerte des Grauwertbereichs

Grauwertsektor Unterer Schwellenwert [g/cm?]
Kortikalis 1,06 bis max.
Trabekel 0,41 bis 1,06

Weichgewebe -0,1 bis 0,41
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13-
Abb. 19: Sichtkontrolle bei Dichtemessung in 2D, hier ist Weichteil markiert.
Durch Drehung des im Bildprogramm abgetrennten Femurkopfes war es moglich, die Ge-

samt- und Innenfliche des Femurhalses zu ermitteln. Aus diesen Daten lie3 sich dann die
Kortikalisfliche bestimmen (Abb. 20 und 21).

iz ovse

Abb. 20: Bestimmung der inneren Fliche Abb. 21: Bestimmung der dulleren Fliche

Die Kortikalisfliche wurde bestimmt, indem die innere Fliche von der duBleren Fliche

subtrahiert wurde.
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2.5 2 D-Analyse

2.5.1 2D-Auswertung

Mit dem unter 2.5.2 beschriebenen 2D-Bildbearbeitungsprogramm wurden die Trabekel-
dichte und die mittlere Trabekeldicke sowie die Dichte der Trabekelkreuzungen und die

Anzahl der Trabekelkreuzungen gemessen.

2.5.2 Parameterbestimmung der 2D-Messung

Die 2D-Darstellung der Femora erfolgte mit der MetaMorph Basic Acquisition Software
(Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany).

Zuvor wurden im o.g. 3D-Bildbearbeitungsprogramm 3D Osteoanalyze mittels eines
sagittalen Schnitts durch das Femur zehn zweidimensionale Bilder erstellt und anschlieSend
in die MetaMorph Basic Acquisition Software geladen. Nach Einstellung von Kontrast und
Helligkeit wurde der zu untersuchende Bereich durch Ausschneiden des Femurhalses dar-
gestellt. Mittels der Platzierung von Quetlinien durch die Kortikalisstruktur konnte das
Programm durch einen Algorithmus die o.g. Parameter berechnen. AnschlieSend wurde die

Kortikalis ausgeschnitten und so von der Trabekelstruktur separiert (Abb. 22).

L

O

Abb. 22: Sagitalschnitt Femur in 2D. Messrahmen: 5 mm

2.6 Statistik

Als Statistikprogramm wurde die Software GraphPad Prism (Version 5, GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, USA) verwendet. Zudem wurden Tabellen mit Excel (Microsoft®
Excel® fir MAC 2011, Version 14.5.7) erstellt. Alle Signifikanzen der Experimentdaten
wurden mittels one-way ANOVA und Tukey post-hoc Test ermittelt. Das Signifikanzni-

veau wurde auf p = 0,05 festgelegt, was die Maximalgrenze der Irrtumswahrscheinlichkeit
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auf 5,0 % beschrankt. Es wurden alle Daten als Messreihe erfasst und bei Normalverteilung
als Mittelwerte (MW) * Standardabweichung (SD) wiedergegeben. In Tab.7 werden die

einzelnen Signifikanzparameter der jeweiligen Gruppen aufgelistet.

Tab. 7: Signifikanzparameter

Abkiirzung Bedeutung

a signifikant gegeniiber Gruppe NON ORX

b signifikant gegentiber Gruppe ORX

c signifikant gegeniiber den Gruppe Osta. Therapie
d signifikant gegeniiber Gruppe Osta. Prophylaxe

e signifikant gegentiber Gruppe Testo. Therapie

f signifikant gegeniiber Gruppe Testo. Prophylaxe
# signifikant gegentiber allen Gruppen

* p <0,05

*k p <0,01

ook p < 0,001
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3  Ergebnisse

Bei diesem Tierexperiment sind mehrere Ratten postoperativ gestorben. Zur Uberpriifung
des Experiments wurden diverse Parameter erhoben. Dazu zihlten das Korpergewicht

(BW), sowie das Prostatagewicht nach der Tétung.

3.1 Korpergewicht

Im Verlauf des Experiments wurde das Korpergewicht der Ratten wochentlich gemessen.
Prisentiert wird hier das Korpergewicht an drei Zeitpunkten: am Tag der Orchiektomie

(ORX), am Tag der Osteotomie und am Tag der Tétung.

Zum Zeitpunkt der ORX wurde kein Korpergewichtsunterschied festgestellt (p = 0,6804;
Abb. 23, Tab. 8) (Komrakova et al. 2020, Wolgast 2020).
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Abb. 23: Gewichte bei ORX (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-
Test)

Auch zu dem Zeitpunkt der Osteotomie lie} sich in Bezug auf das Kérpergewicht kein
signifikanter Effekt tber alle Versuchsgruppen nachweisen (ANOVA, p = 0,1212; Abb.
24, Tab. 8) (Komrakova et al. 2020, Wolgast 2020).
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Abb. 24: Gewichte bei Osteotomie (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05

Tukey-Test)

Zum Zeitpunkt der Totung konnte erneut wieder Uber alle Gruppen kein signifikanter Ef-
fekt beztglich des Koérpergewichtes ermittelt werden (ANOVA, p = 0,1926 in Abb. 25,

Tab. 8) (Komrakova et al. 2020, Wolgast 2020).
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Abb. 25: Gewichte bei T6tung (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-

Test)
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Tab. 8: Rattenkorpergewichte (g)

NON- ORX Osta. Osta. Pro- Testo. Testo.
ORX Therapie phylaxe Therapie Prophylaxe

MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD

ORX 7175 70,6 7133 753 6879 81,7 7158 712 6802 743 7034 823

> > > >

Osteotomie 778,0 79,8 6994 70,7 7023 96,0 723,77 936 706,1 1003 701,1 73,6

Totung 7270 782 6420 69,5 6287 732 G667,0 1048 6780 1221 6586 80,0

> >

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung). (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p
> 0,05 Tukey-Test)

3.2 Prostatagewicht

Bei den Werten der Prostatagewichte konnte zum Zeitpunkt der Totung insgesamt ein
signifikanter Effekt nachgewiesen werden (ANOVA, p < 0,0001; in Abb. 26, Tab. 9). Die
Detailanalyse zeigte, dass im Vergleich zur NON-ORX-Versuchsgruppe das Prostatage-
wicht in funf anderen Versuchsgruppen signifikant niedriger war, was darauf hinweist, dass
die physiologische Hormonausschiittung intensiver verstoffwechselt wird als die Substitu-
tion. Uberdies hatten die Versuchsgruppen ORX, Testosteron-Prophylaxe und Testoste-
ron-Therapie ein signifikant niedrigeres Gewicht im Vergleich zur Ostarine Prophylaxe-
gruppe (in Abb. 26, Tab. 9). Eine prophylaktische Gabe etwa bei Risikogruppen kénnte
somit das Erkrankungsrisiko minimieren. Fir alle anderen Werte lieBen sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nachweisen (Komrakova et al. 2020,
Wolgast 2020).
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Abb. 26: Prostatagewichte (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, Tukey-Test)
Tab. 9: Prostatagewichte (g)
NON- ORX Osta. The-  Osta. Pro- Testo. Testo. Pro-
ORX rapie phylaxe Therapie phylaxe
MW SD MW SD MW SD MW SO MW SD MW SD
Prostata-
1,21# 03 02 0,1 0,4 0,1 0,6bef 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1
gewicht

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung) # signifikant gegentiber allen Gruppen; b signifikant ge-

geniiber ORX;; e signifikant gegentiber Testo. Therapie; f signifikant gegeniiber Testo.Prophylaxe (p < 0,05,

Tukey-Test)

3.3 Bruchtest und Steigungs-Ergebnisse des biomechanischen Tests

Hinsichtlich der nétigen Maximalkraft (Fma.), die zum Brechen des Femurs notig war,
konnte kein signifikanter Effekt ermittelt werden (ANOVA, p = 0,4135; Abb. 27, Tab. 10).
Auch bezuglich der Steigung (ANOVA, p = 0,7177; Abb. 28, Tab. 10) ist kein signifikantes

Ergebnis nachgewiesen worden.
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Abb. 27: Maximalkraft (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)
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Abb. 28: Steigung (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 47
Tab. 10: Biomechanischer Bruchtest
Osta. Testo.
NON- Osta. Testo.
ORX ) Prophyla- . Prophyla-
ORX Therapie Therapie
Xe Xe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Maximal- 213, 159, 210, 189,
68,4 39,1 39,7 2234 335 654 2148 46,1
kraft (N) 7 5 5 4
Steigung 221, 957 215, 122, 278, 141, 270, 159,
308,2  134,1 2455 118,1
(N/mm) 8 8 6 4 4 5 1 7

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung). (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p
> 0,05 Tukey-Test)

3.4 Ergebnisse Veraschung

3.4.1 Organische und anorganische Masse

Zur Uberpriifung der organischen und anorganischen Bestandteile in den Knochen fand
der Veraschungsversuch statt. Es zeigten sich zwischen der anorganischen Masse bei den
Versuchsgruppen NON-ORX und Ostarine-Therapie sowie bei der organischen Masse
zwischen den Gruppen NON-ORX und Ostarine-Prophylaxe sowie zwischen Ostarine-
Therapie und Ostarine-Prophylaxe signifikante Unterschiede (ANOVA, p < 0,05; Abb. 29
und 30, Tab. 11). In der anorganischen Analyse weist dieses Ergebnis auf einen Verlust der

Knochensubstanz hin.
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Masse organisch (g)

Abb. 29: Organische Masse (* p < 0,05, Tukey-Test)
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Abb. 30: Anorganische Masse (* p < 0,05, Tukey-Test)
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3.4.2 Prozentualer Anteil organischer und anorganischer Masse

Bei der prozentualen Auswertung der Gesamtmasse ergibt sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen NON-ORX und Ostarine-Prophylaxe. Diese Signifikanz
zeigt sich sowohl fir die anorganische als auch fir die organische Masse (ANOVA, p <
0,05; Abb. 31 und 32, Tab. 11).
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Abb. 31: Organische Masse prozentual (** p < 0,01, Tukey-Test)
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Abb. 32: Anorganische Masse prozentual (** p < 0,01, Tukey-Test)

Bei der Analyse des Phosphatgehaltes konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt wer-
den (ANOVA, p = 0,2236; Abb. 33, Tab. 11)
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Abb. 33: Phosphatgehalt (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)
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Fir den Kalziumgehalt im Femur konnte kein Effekt der Medikamente Ostarine und Tes-

tosteron unabhingig von ihrem Einsatz als Therapie- oder Prophylaxepriparat nachgewie-
sen werden (ANOVA, p = 0,3721; Abb. 34, Tab. 11).
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Abb. 34: Kalziumgehalt (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)

Aus den ermittelten Werten von Phosphat und Kalzium wurde der Ca*"/PO4>- Quotient
bestimmt. Fiir den Ca** /PO, - Quotienten im Femur lieB3 sich kein Effekt von Ostarine
und Testosteron unabhingig von ihrem Einsatz als Therapie- oder Prophylaxepriparat
nachweisen (ANOVA, p = 0,1054; Abb. 35, Tab. 11).
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Abb. 35: Konzentration Kalzium zu PO4* (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p >
0,05 Tukey-Test)

Insgesamt konnte iber den Magnesiumgehalt im Femur ein signifikanter Effekt nachge-
wiesen werden (ANOVA, p< 0,05; Abb. 36, Tab. 11). Die Detailanalyse zeigte, dass in der
Versuchsgruppe Testosteron-Prophylaxe der Magnesiumgehalt signifikant héher war als in

samtlichen anderen Versuchsgruppen.
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Abb. 36: Magnesiumgehalt (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, Tukey-Test)
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Tab. 11: Veraschungsergebnisse

NON- ORX Osta. Osta. Pro-  Testo. Testo.
ORX Therapie  phylaxe  Therapie Prophylaxe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
organische Masse
096 0,16 1,01 0,09 098 0,12 1,2 0,16 1,07 0,13 1,02 0,12
®
anorganische
0,81 0,11 0,67 0,07 0,63 0,12 0,69 008 0,7 012 0,69 0,06
Masse (g)
organische Masse
) 54,16 6,28 60,3 2,72 60,83 59 6336* 3,71 60,57 3,86 59,35 191
0
anorganische
45,84 6,28 39,7 2,72 39,17 59 36,644 3,71 3943 3,86 40,65 1,91
Masse (%)
Phosphatgehalt
) 54,9 1,502 54,57 2,31 553 1,44 56,06 0,58 5485 121 56,02 0,98
0
Kalziumgehalt
) 3528 0,89 35,13 1,39 35,69 0,67 357 048 3521 0,62 3588 0,39
0
Kalzium-
Phosphat Quoti- 1,52 0,01 1,52 0,02 1,53 0,02 1,51 0,01 1,52 0,02 1,51 0,01
ent (o/o)
Magnesiumgehalt
) 0,52 0,04 052 0,05 0554 003 056 004 056 003 0,63 0,03
0

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung) a Signifikant gegeniber NON ORX, c Signifikant gegentiber

Osta. Therapie,# signifikant gegeniiber den tibrigen Gruppen (p < 0,05, Tukey-Test)

3.5 Ergebnisse Mikro-CT

In der Mikro-CT-Auswertung haben sich folgende Werte als signifikant erwiesen:

Kortikalisdichte: die Gruppen ORX zu Ostarine-Prophylaxe und ORX zu Testosteron-

Prophylaxe (ANOVA, p < 0,05; Abb. 37, Tab. 12).

Gesamtdichte: die Gruppe NON-ORX zu Testosteron-Therapie (ANOVA, p = 0,0085;

Abb. 38, Tab. 12).
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Abb. 38: Gesamtdichte (*p < 0,05, Tukey-Test)
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Tab. 12: Signifikante Ergebnisse mCT

NON- ORX Osta. Osta. Pro- Testo. Testo. Pro-
ORX Therapie phylaxe Therapie phylaxe

MW SD MW SD MW SD MW SD MW  SD MW SD

Kortikalisdichte

1,19 0,05 1,18 0,05 121 0,04 1,25 0,01 1,245 0,01 1,24 0,05
g/cm?
Gesamtdichte

0,82 0,11 0,69 0,07 0,69 0,12 0,78 0,14 0,62* 0,04 0,67 0,13
g/cm?

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung) a Signifikant gegeniber NON ORX; b Signifikant gegen-
tber ORX (p < 0,05, Tukey-Test)

Als nicht signifikant erwiesen sich die Messungen des Knochen (BV) / Gewebevolu-
mens, des Gesamtvolumens, des gesamten Kortikalis- und Trabekelvolumens, der al-
leinigen Trabekel- und Kortikalisvolumina, der gemeinsamen Kortikalis- und Trab-
ekeldichte und der alleinigen Trabekeldichte (Abb. 39 bis Abb. 45)
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Abb. 39: Knochen-(BV)/Gewebevolumen (TV) (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen,
p > 0,05 Tukey-Test)
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Abb. 40: Gesamtvolumen (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)

Kortikalis+Trabekelvolumen (mm3)

o)
S

_I

N
T

O 1 1 1 1 1
3 + & 2 & 2
o & S N
% ’\ QQ & oQ
é\(b" Q\ 6’\'0 . Q\

Abb. 41: Kortikalis- + Trabekelvolumen (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p >

0,05 Tukey-Test)
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Abb. 42: Trabekelvolumen (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)
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Abb. 43: Kortikalisvolumen (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-
Test)
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Abb. 44: Kortikalis + Trabekeldichte (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05
Tukey-Test)
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Abb. 45: Trabekeldichte (keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, p > 0,05 Tukey-Test)
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3.6 2D-Analyse

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der 2D-Analyse aufgezeigt. In den Sdulendia-
grammen sind die Parameter mittlere Trabekeldicke, Trabekeldichte, Dichte der Trabekel-
kreuzungen und Anzahl der Trabekelkreuzungen sowie die dazugehérige Tabelle der Mit-

telwerte und Standardabweichungen aufgefiihrt.

Es konnten signifikante Unterschiede bei der Untersuchung der mittleren Trabekeldichte
zwischen der Gruppe NON ORX und den Gruppen ORX, Osta. Therapie, sowie beiden
Testosterongruppen; zwischen der Gruppe ORX bzw. Osta. Therapie und der Gruppe
Osta. Prophylaxe; zwischen der Gruppe Osta. Prophylaxe und der Gruppe Testo. Therapie
bewiesen werden (Abb. 46, Tab. 13).
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Abb. 46: mittlere Trabekeldicke (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, Tukey-Test)

Bei der Auswertung der Trabekeldichte ergaben sich signifikante Ergebnisse. Die Gruppe
NON ORX zeigte sich gegeniiber den Gruppen ORX, Osta. Therapie und Testo. Prophy-
laxe, die beiden Gruppen ORX bzw. Osta. Therapie gegeniiber der Gruppe Osta. Prophy-
laxe als signifikant (Abb. 47, Tab. 13).
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Abb. 47: Trabekeldichte in der 2D-Analyse. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, Tukey-Test)

Ahnlich signifikante Ergebnisse wie bei der Trabekeldichte zeigten sich auch bei der Dichte

der Trabekelkreuzungen.

Bei der Messung der Anzahl der Trabekelkreuzungen (Abb. 48, Tab 13) zeigten die
Gruppen ORX bzw. Osta. Therapie wie in den anderen Versuchen der 2D-Analyse ein im
Vergleich zur Osta. Prophylaxe Gruppe niedrigeres Ergebnis. In der NON ORX konnte
wie bei der mittleren Trabekeldicke ein signifikantes Ergebnis gegeniiber ORX, Osta.
Therapie und den beiden Testo.-Gruppen ermittelt werden. Ebenfalls zeigte die Gruppe
Osta. Prophylaxe ein gegentiber den beiden Testosterongruppen signifikantes Ergebnis.
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Abb. 48: Anzahl der Trabekelkreuzungen (** p < 0,07; ***p < 0,001, Tukey-Test)

Tab. 13: Signifikante Ergebnisse 2D Analyse

mittlere Trabekeldi-

cke
Trabekeldichte

Dichte Trabekel-

kreuzungen

Anzahl Trabekel-

kreuzungen

NON- Osta. Osta. Testo. Testo.

ORX Therapie Prophylaxe Therapie Prophylaxe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
1055 147 869+ 106 895« 89 1013 151 8874 74 935+ 117
30,7 65 2084 61 2304 43 299 97 260 91 244 67
29 08 184 07 214 06 2,9 10 25 11 200 08
459 133 2744 106 2064 7,5 413 98 2794 114 3004 85

(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung) a signifikant gegentiber NON-ORX; d signifikant gegentiber
Osta. Prophylaxe; p < 0,05, Tukey-Test)
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4 Diskussion

4.1 Osteoporose bei Testosteronmangel im minnlichen Organismus

Der GrofBteil der bestehenden Forschungen bezieht sich auf die postmenopausale und se-
nile Osteoporose bei Frauen, da diese eine im Vergleich zu Minnern deutlich signifikant
hoéhere Auftretenswahrscheinlichkeit hat (Melton et al. 1992; Dawson-Hughes et al. 2013).
Allerdings schlief3t das nicht aus, dass Minner von diesem gesundheitlichen Problem be-
troffen sind. Hypogonadismus im jungen Alter, sowie ein Rickgang der Hormonprodukti-
on bei dlteren Minnern sind die Hauptursachen fir das Auftreten einer Osteoporose bei
Minnern (Gaftney et al. 2015).

Hypogonadismus bei jungen Minnern und ein altersbedingter Riickgang des Gonaden-
Hormonspiegels bei Minnern lassen sich mit der senilen Osteoporose vergleichen
(Gagnon et al. 2008). Der postmenopausale Ostrogenmangel entsteht schneller als der
Mangel an Sexualhormonen bei dlteren Mannern (Bundesselbsthilfeverband fiir Osteopo-
rose e.V. (BfO) 2014). Daraus lisst sich schlieBen, dass die Osteoporose bei Minnern im

Vergleich zu Frauen schleichender verliuft.

Auch im Rahmen dieses Versuchs konnte eine orchiektomiert-induzierte Osteoporose der
Ratte festgestellt werden, indem die Sexualhormonproduktion durch die Orchiektomie
gestoppt wurde und sich Verdnderungen der Knochendichte ergaben. Dies zeigte sich u. a.
bei der Messung der anorganischen Masse des Femurs. Beim Bruchtest in einer dhnlichen
Studie von Chin (2014) konnte festgestellt werden, dass bei den ORX-Ratten die Femora
deutlich eher brachen und diese somit instabiler waren als die Femora der NON-ORX-
Ratten. Dies lisst auf das fehlende Testosteron in den Knochen der ORX-Ratten schlieflen
(Mohamad et al. 2016). Auch kann Testosteron als Prohormon zu Ostradiol und Dihydro-
testosteron aromatisiert werden. Wird nun Testosteron dem Koérper entzogen, entwickelt
sich ebenso ein Ostrogenmangel, welcher den Effekt auf den Knochen hervorruft. Ostro-

gene wirken knochenaufbauend, indem die Osteoblasten aktiviert werden (Léffler 2005).

4.2 Die Ratte als Osteoporosemodell

In der Literatur ist die weibliche Ratte der Sprague-Dawley-Rasse sehr oft beschrieben
worden (Montgomery et al. 2018; Nunamaker et al. 2018; Yousefzadeh et al. 2020). Versu-
che, bei denen weibliche Ratten eingesetzt wurden, bezogen sich auch auf das Forschungs-
gebiet der Osteoporose (Lee und Jin 2018; Min et al. 2018; Yousefzadeh et al. 2020). Uber
die minnliche orchiecktomierte Ratte wurde weniger geforscht (Komrakova et al. 2011;
Seidlova-Wuttke et al. 2005; Stuermer et al. 2009).
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Da die endokrinologische Wirkweise der Sexualhormone bei der Ratte mit dem Hormon-
haushalt des Menschen vergleichbar ist, fihrt eine Orchiektomie zu einem ahnlichen
Krankheitsbild wie bei einem Mann, der unter Hypogonadismus leidet (Mayes et al. 2004).
Es lassen sich vergleichbare morphologische Knochenverinderungen feststellen (Turner et
al. 1989; Kalu 1991; Turner 2001).

Die Osteoporose der Ratte beginnt mit einer Phase der Abnahme der Knochensubstanz
mit gesteigertem Remodelling. Es entsteht ein Verlust der trabekuliren Architektur, wel-
cher durch eine gesteigerte Osteoklastenaktivitit hervorgerufen wird (Waarsing et al. 2000).
Die Auswirkungen bezogen auf den Knochenverlust zeigen sich, sowohl beim Menschen,
als auch bei der Ratte im spongiésen Knochen. Dies stellt bei beiden Lebewesen den
Hauptmanifestationsort dar. Im gleichen Zeitraum ist bei beiden ein geringes Wachstum

der kortikalen Knochenanteile feststellbar (Waarsing et al. 2000).

In dieser Studie wurden die Knochen 18 Wochen nach der ORX untersucht und die oste-
oporotischen Anderungen im Knochen wurden nachgewiesen. Diese Zeit wurde in einem
vorherigen Versuch (Komrakova et al. 2011) als angemessen gefunden, um Osteoporose

nach der ORX zu entwickeln.

Androgene l6sen eine Vielzahl von physiologischen und morphologischen Wirkungen in
Organismen aus (Meisel und Sachs 1994; Agmo 1997). Ein Androgen-Mangel induziert
Muskelatrophien (Laurent et al. 2016). Eine Testosteronsubstitution erhéht wiederum die
Skelettmuskelmasse und senkt den Anteil von Koérperfett bei Minnern mit Hypogonadis-
mus (Bhasin et al. 1997).

In diesem Versuch fiuhrte weder die Gabe von Ostarine noch von Testosteron zu einer
Zunahme des Korpergewichtes. Das Korpergewicht der Tiere nahm wihrend der Ver-
suchsdauer stetig ab. Diese Gewichtsabnahme ist zum einen durch den Muskelschwund
der Tiere und zum anderen durch die Orchiektomie zu erkliren. (Komrakova et al. 2011).
In anderen Studien war ebenfalls eine Gewichtsabnahme zu beobachten. Entgegen ihrer
alterstiblichen Gewichtszunahme nahmen minnliche Sprague-Dawley-Ratten ab der 2-3.
als auch 9. Woche nach ORX ab (Bohnsack 2011). AuBlerdem fithrte die Resektion der
Testis selbst zu einer Abnahme des Korpergewichts im Vergleich zu weiblichen Ratten, die
ovarektomiert wurden und eine Gewichtszunahme zeigten. (Schot und Schuurs 1990). An-
hand der Gewichtsabnahme bei den ORX Ratten lie} sich zusitzlich zeigen, dass die

Orchiektomien erfolgreich durchgefiithrt worden sind.

Die unkastrierten Ratten hatten signifikant héhere Prostatagewichte als die restlichen
Gruppen, die auch mit Testosteron oder mit Ostarine behandelt wurden. Dies kann als
Indiz dafiir gewertet werden, dass die physiologische Hormonausschittung intensiver ver-
stoffwechselt wird als die orale Substitution. Ontogenetisch bildet sich die Prostata aus den
Epithelien und Knospen unter Einwirkung von Testosteron und Dihydrotestosteron
(Clauss und Clauss 2018). Bei den kastrierten Gruppen fithrte die Ostarine-Prophylaxe zu

einer gegeniiber den ORX und beiden Testosteron behandelten Gruppen zur signifikanten
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Erhohung des Prostatagewichts. Dies zeigt das Ostarine nicht nur selektiv auf den Bewe-
gungsapparat wirkt, sondern auch direkt die Prostata beeinflusst. Ostarine erhéhte auch das
Uterusgewicht in vorherigen Studien (Narayanan et al. 2008; Hoffmann et al. 2019). Die
Zunahme der Prostata kann also als unerwiinschte Nebenwirkung betrachtet werden und

muss in weiteren Studien berticksichtigt werden.

4.3 Biomechanischer Bruchtest

Tezval entwickelte die Methoden des biomechanischen Bruchtests der Rattenfemora, damit
er den Knochen einheitlich als Zusammenspiel der trabekuliren und kortikalen Knochen-
substanzen untersuchen konnte (Tezval et al. 2010). Dieser Test kam in diesem Experi-
ment zur Anwendung, da der laterale Beugestest zum Herbeifiihren einer Hiftfraktur am
proximalen Femur der orchiektomierten Ratte am ehesten klinischen Umstinden dhnelt
(Zhang et al. 2005). Der Bruchtest nach Tezval ist folglich anwendbar fiir eine valide
Femora-Evaluation am Modell der Ratte. Mit dieser Methode lassen sich biomechanische
Verinderungen, Knochenelastizitit und maximaler Widerstand bis zum Auftritt einer Frak-

tur bei einem Bruchversuch bestimmen (Tezval et al. 2010).

Im Rahmen des biomechanischen Bruchtests zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen kastrierten und unkastrierten Ratten, die auch mit Ostarine oder Testosteron be-
handelt wurden. Bei dem Bruchtest des Wirbels zwischen kastrierten und unkastrierten
minnlichen Ratten ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in einem ande-
ren Versuch (Komrakova et al. 2012). Bekannt ist, dass der spongiése Knochen eher von
der Gonadenhormonproduktion beeinflusst wird als der kortikale Knochen (Wink et al.
1980; Turner et al. 1989). Trabekulire und kortikale Knochenbestandteile befinden sich im
proximalen Teil des Femura (Tezval et al. 2011).

Eine erhohte Knochendichte fihrt nicht unbedingt zu einer erhéhten biomechanischen
Festigkeit des Knochens (Akhter et al. 2004). Ostarine erhéhte in diesem und einem ande-
ren Versuch (Hoffmann et al. 2019) die Kortikalisdichte, zeigte aber in dem Bruchtest kei-
ne signifikanten Verbesserungen der osteoporotischen Knochen bei kastrierten Ratten.
Eine weitere mogliche Erklirung wiren die hohen Standardabweichungen zwischen den

Messungen den jeweiligen Femora und verminderte Tieranzahl zum Versuchsende.

4.4 Veraschungsanalyse

In dem hier durchgefithrten Versuch wurden nach der Veraschung die Masse der Kno-
chensubstanz, sowie der Anteil der Knochenmineralien des linken Femurs der Ratte in
allen Gruppen bestimmt. Es zeigte sich bei allen orchiektomierten Gruppen im Rahmen
der anorganischen Analyse ein tendenzieller Verlust der Masse. Die Gabe von Ostarine als
Prophylaxe bewirkt eine Verschiebung von anorganischer zu organischer Masse. Dement-

sprechend zeigte sich bei den hier durchgefuhrten Analysen eine signifikante Verringerung
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der anorganischen Bestandteile in der Ostarine Prophylaxe-Gruppe zu der NON-ORX-
Gruppe.

Die Knochenmatrix besteht neben einem Wasseranteil noch zu 30 % aus einer organischen
Matrixkomponente (Benninghoff und Drenckhahn 2008). Wiederrum 90 % der organi-
schen Masse fallen auf den Kollagentyp I mit Glykoproteinen, Proteoglykanen, g-
carboxylierten Proteinen und Wasser. Der mineralische Bestandteil des Knochengewebes
ist eine kristalline Form des Calciumsphosphats , dem Calciumhydroxylapatit. Diese Kris-
talle liegen auBen an den Kollagenfasern an und innerhalb der Grundsubstanz. Die Matrix-
und Mineralbestandteile tragen mit Zihigkeit und Steifheit zur Festigkeit des Knochens bei

(Welsch et al. 2018).

Anhand der Ergebnisse kann man vermuten , dass die Tiere unter einer Ostarinebehand-
lung, eine vermehrte Kollagenbildung haben, da bei ihnen in der 2D-Analyse auch eine
Trabekelzunahme festgestellt wurde. Der erhohte Fettanteil in anderen ORX Gruppen
(Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002; Viguet-Carrin et al. 2006) kénnte einen tendenziell

erhohten organischen Knochenanteil bewirken.

In fritheren Versuchen wurden verschiedene selektive Androgenrezeptoren auf ihre Wirk-
samkeit hin gepruft, eine benigne Prostatahyperplasie zu verhindern. In diesen Versuchen
zeigten sich Zunahmen an Muskel- und Knochenmasse bei kastrierten minnlichen Ratten
(Chen 2005; Segal et al. 2000).

Bei den Analysen des Gehalts von Phosphat und Calcium zeigten sich keine Anderungen.
Es lieB3 sich allerdings ein signifikanter Anstieg bei der prophylaktischen Gabe von Testos-
teron im Magnesiumlevel feststellen. Die Magnesiumsupplementierung hat wiederum einen
positiven Effekt auf das Gonadensystem der sexuell reifen Wistar-Ratte (Chandra et al.
2013). Chandra untersuchte zytologische und funktionelle Verinderungen in den Gonaden
bei Verabreichung von Magnesium. In Chandras Versuch war das Serum-Testosteron er-
héht (Chandra et al. 2013). Da seine Versuche bewiesen, dass Magnesium den Testosteron-
spiegel erhoht, konnte umgekehrt davon ausgegangen werden, dass auch die Verabreichung
von Testosteron den Magnesiumspiegel im Blut und wie in diesem Versuch auch im Kno-

chen erhoht. Testosteron und Magnesium stehen in Wechselwirkung (Maggio et al. 2014).

In dem hier durchgefithrten Versuch wurde allen Versuchstieren die gleiche Menge an
Magnesium tber das Futter verabreicht. Ein Mangel an Magnesium verursacht Krimpfe in
der Muskulatur. Dagegen hat eine Uberversorgung mit Magnesium eine Diarrhoe zur Fol-
ge. Ebenso sollte der Magnesiumhaushalt im Hinblick auf Herzrhythmusstérungen beo-
bachtet werden. Magnesium wird dem Knochen entzogen, wenn hier ein Mangel vorliegt.

Dieser Entzug fihrt zu einem Schwund der Knochendichte und steigert somit das Risiko
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der Osteoporose (Abrams et al. 2014). Grundsitzlich wird Magnesium nur in geringen

Mengen in den Knochen eingelagert.

Eine Stabilitit der Knochen wird durch Mineralien, so auch durch Magnesium, erreicht.
Allerdings kénnte eine Erhéhung des Magnesiumspiegels zu einer gleichzeitigen Erhéhung
von Testosteron fihren (Chandra et al. 2013) und die damit verbundenen Nebeneffekte
wie z. b. Gynidkomastie und Akne, Haarausfall, lebertoxische, psychiatrische und kardioge-

ne Verinderungen (Sigusch 2005) aufweisen.

4.5 Mikro-CT Auswertung

Die Mikro-CT-Auswertung zeigte, dass sich bei der Gruppe der Ostarine-Prophylaxe sowie
bei der Gruppe der Testosteron-Therapie im Vergleich zur ORX-Gruppe eine signifikant
dichtere Kortikalis nachweisen lief3. Dies bestitigt die Annahme, dass sich die Substitution

von Testosteron sowie die Gabe von Ostarine positiv auf die Kortikalis auswirken.

Ahnlich zeigte sich auch die Zunahme der Kortikalis bei ovarektomierten Ratten mit einer

Ostarinebehandlung in gleicher Dosisgabe (Hoffmann et al. 2019).

Somit ist eine qualitative Verbesserung von osteoporotischen Knochenparametern nach
Ostarinebehandlung erreicht worden, da im Gegensatz dazu in anderen Arbeiten mit dem
SARM Ligandrol (Ligand Pharmaceutical) kein Effekt auf die Kortikalis erzielt werden
konnte (Roch et al. 2020).

Testosteron schiitzte in einem anderen Versuch vor einem Abbau des trabekuliten Kno-
chen, indem es die Knochenstruktur verbessert. Die Fragilitit war hingegen auf Grund des
Verlusts von kortikalem Knochen nahezu wie bei osteoporotischen Knochen (Stuermer et
al. 2009). In einer weiteren Studie mit der Applikation von Testosteron tber einen Zeit-
raum von vier Wochen mit minnlichen, 20 Monate alten, Wistar Ratten konnte die Zu-
nahme der Knochenstabilitit und der damit verbundenen Zunahme der Kortikalis bewie-
sen werden (Prakasam et al. 1999). Eine Testosteron-Supplementierung zeigte in einem
anderen Versuch bei drei Monate alten orchiektomierten Ratten einen Hinweis auf eine
schlechte Biomechanik der Kortikalis, dafiir eine Verbesserung der Trabekelstruktur
(Sehmisch et al. 2009).

Bei dem hier durchgefithrten Versuch konnte dagegen eine Verbesserung der Kortikalis
und keine Unterschiede zu den Dichte- und Volumenmessungen der Trabekel und des
Weichteils gezeigt werden, was dadurch verursacht sein kann, dass bei anderen Versuchen
jingere Ratten verwendet wurden und in dieser Arbeit der osteoporotische Knochen zu-
siatzlich zum Testosteronentzug altersbedingt verindert waren. Eine weitere Erklirung
konnte die hohere Anzahl der Versuchstiere im Vergleich zu dieser Studie sein und es so zu

keinen groBeren Abweichungen kam (Sehmisch et al. 2009; Stuermer et al. 2009).
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4.6 2D-Analyse

In diesem Versuch wurden Trabekelparameter untersucht, wie mittlere Trabkeldicke, Trab-
ekeldichte, Anzahl der Trabekelkreuzungen und die Dichte der Trabekelkreuzungen. Bei
den ORX- und Osta. Therapie-Gruppen konnte eine durchgehend signifikante Erniedri-
gung der Trabekelwerte gemessen werden. Die Gruppe Osta. Prophylaxe zeigte in den
meisten Parameteruntersuchungen eine aussagekriftigere Erh6hung der Parameter im Ver-
gleich zur ORX Gruppe, welche eine positive Wirkung der Ostarine im osteoporotischen
Knochen andeutet. Dies ist am ehesten damit zu begriinden, dass sich der Effekt in dieser
Untersuchung im Gegensatz zur CT-Untersuchung zeigt, da die Auflésung in der 2D Ana-
lyse genauer ist. In der Gruppe NON-ORX ist bei keinem Parameter ein signifikanter Un-
terschied zur Osta. Prophylaxe-Gruppe festzustellen, so dass gezeigt werden konnte, dass
Ostarine, welches prophylaktisch gegeben wird, ein Ergebnis erzielen kann, das dem in

einem physiologisch gesunden Kérper dhnlich ist.

In der ORX Gruppe verschlechterten sich alle Trabekeleigenschaften. Dies entspricht einer
Osteoporoseentwicklung unter Hormonentzug bei minnlichen Ratten (Kraenzlin und
Meier 2014).

Auch in Hoffmanns Versuch zeigte sich die Verbesserung der Trabekelkonstruktion unter
Ostarinegabe bei weiblichen Ratten in der 2D Analyse. In der gleichen Dosis wie in diesem
Versuch war eine signifikante Zunahme der Trabekelknochenfliche, der -knoten und -

dichte zu erkennen (Hoffmann et al. 2019).

In der Auswertung der Behandlung mit Testosteron gab es in diesem Versuch in der Tra-
bekelstruktur keine Verbesserung gegeniiber den anderen Versuchsgruppen. Im Gegensatz
dazu wirkte Testosteron positiv auf die Kortikalis, wie es sich im Mikro-CT gezeigt hatte.
Es wurde bereits erwiesen, dass die Behandlung mit Testosteron sich signifikant effizient
auch auf die trabekulire Knochenmatrix auswirkt (Snyder et al. 2017). Diese Studie wurde
aber an alteren Menschen, die unter Testosteronmangel litten, tiber ein ganzes Jahr durch-

gefthrt.

In einem anderen Versuch wurde auch Testosteron und Ostrogen untersucht. Bei diesen
beiden Wirkstoffen zeigte sich bei Testosteron nur eine Verbesserung auf die trabekulire
Knochenstruktur. Auf Grund des Verlustes des kortikalen Knochens war jedoch die Fragi-
litit dhnlich wie bei osteoporotischen Knochen (Stuermer et al. 2009). Ostrogen vermin-
dert die Haufigkeit von Mikrofrakturen, welche bei biomechanischen Untersuchungen ent-
stehen (Stuermer et al. 2009; Walsh 2015). Es hat aber einige Nebenwirkungen (Komra-
kova et al. 2010; Arzteblatt 2013). Es entsteht auf Grund der fehlenden minnlichen Hor-
mone wie Testosteron, ein Muskelschwund, welcher mit einer Tumorkachexie vergleichbar

ist (Narayanan et al. 2008). Beides fiihrt wiederum zu Knochenverlust (Dalton 2017).

In der Studie von Vorwerk konnte durch Dihydrotestosteron keine Verbesserung der

Knochenstruktur im Sinne einer Therapie der Osteoporose erzielt werden (Vorwerk 2010).
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Das Enzym 5alpha Reduktase katalysiert die Umsetzung von Testosteron zu Ostradiol und
Dihydrotestosteron. Diese Aromatisierung von Androgenen ist der entscheidende letzte
Schritt bei der Biosynthese der Ostrogene. Die Verabreichung von Ostrogen kann die
Knochenmasse aufrechterhalten und beugt einem Verlust entgegen (Nieschlag und Behre
1990). Ostrogene wirken antiresorptiv und besitzen eine fraktursinkende Wirkung (Herold

2011), daher werden sie bereits in der medikamentésen Standardtherapie angewendet.

Zusammenfassend liefert die Gruppe Osta. Prophylaxe die Ergebnisse, die zukiinftige For-
schungsprojekte begriinden konnen. Die beeintrichtigten Trabekeleigenschaften bei den
ORX Ratten wurden durch die prophylaktische Gabe von Ostarine verbessert. Allerdings
zeigt sich eine Zunahme des Prostatagewichts, was auf eine androgene Wirkung von Osta-

rine hindeutet.

4.7 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde das Ziel verfolgt, den selektiven Androgenrezeptormodulator Osta-
rine am Tiermodell zu erforschen, um die therapeutischen und prophylaktischen Méglich-
keiten fiir die méannliche Osteoporose zu erweitern und mit Testosteron als Hormonersatz-
therapie zu vergleichen. Dazu wurde der Effekt von Ostarine auf Stabilitit beziiglich Biege-
und Bruchfestigkeit der Femora getestet. Bei diesem Stabilititsversuch zeigte keine Gruppe
signifikante Unterschiede. Die Standardabweichung war relativ grof3, was man in fritheren

Versuchen auch beobachtet hat.

Weiter fihrte Ostarine beziiglich des Calcium-Phosphat-Haushalts, sowie des Magnesium-
gehalts, zu keiner Verinderung. Allerdings erhoht die Ostarine-Prophylaxe Behandlung den

organischen Knochenanteil, was mit erh6htem Kollagen-Anteil verbunden werden kénnte.

Testosteron erhchte den Magnesiumanteil, sodass in diesem Zusammenhang weitere Stu-
dien erfolgen sollten. Es stellt sich die Frage, ob ein erh6hter Magnesiumanteil eine thera-

peutische Grenze fiir Testosteron bewirken kann.

Im Rahmen der Mikro-CT-Untersuchung dieses Projektes ergab sich fiir Ostarine- Prophy-
laxe und Testosteron-Therapie ein positiver Einfluss fir die Zunahme der Dichte der Kozr-
tikalis.

Deutlich wurde bei prophylaktischer Gabe von Ostarine die Dichtezunahme der Trabekel
im Versuch der 2D-Analyse. Ebenso verdichtete Ostarine die Kortikalis erwiesenermal3en,
wenn es prophylaktisch gegeben wird. Als reines Therapeutikum erwies es sich als wir-
kungslos oder die Behandlungszeit war zu kurz gewihlt. Prophylaktisches Ostarine zeigte
in dem Versuch eine Erhéhung der Anzahl der Trabekelkreuzungen und -dichte, so dass
Risikopatienten davon profitieren konnten. Testosteron bewies in diesem Versuch, dass es
die Kortikalis verstirkt und es ist anzunehmen, dass es mit dem Magnesiumhaushalt zu-
sammenhingt. Finige Nebenwirkungen von Testosteron sind bereits erprobt, so dass die

Gabe von Ostarine zu bevorzugen wire.
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Ostarine-Behandlung beim nicht osteotomierten Femur
wirksamer ist als bei der Heilung der Tibia in anderen Versuchsreihen. Im Gegensatz dazu
zeigen Testosteron-Behandlungen eine stirkere Wirkung auf die Knochenheilung
(Komrakova et al. 2020). Tendenziell zeigte sich auch bei der Untersuchung der Muskula-
tur, dass eine kurzfristige Therapie mit Ostarine, sowie Testosteronpropionat vorteilhafte
Auswirkungen auf die Skelettmuskulatur der orchiektomierten Ratte hat, ohne dabei das

Prostatagewicht nennenswert zu erhohen. Langfristigce Gaben zeigten keine signifikanten
Vorteile (Wolgast 2020)

Die Ostarineanwendung wird derzeit als Alternative zur Hormonersatztherapie und als
Behandlungsoption fiir Erkrankungen des Bewegungsapparates analysiert. Ob Ostarine
eine priventive Behandlungsmdglichkeit fiir Osteoporose bei Mannern darstellen konnte,

wird angesichts der Nebenwirkungen auf das Prostatagewicht weiter untersucht.

Die initialen Bestrebungen der Firma GTx Inc.® eine Zulassung von Enobosarm (Ostari-
ne) zur Therapie einer Sarkopenie zu erhalten, wurden trotz gutem Wirkungs- und Neben-

wirkungsprofil aufgrund der FDA geforderten Voraussetzungen aufgegeben (Garber 2016).

Detrzeit laufende Studien konzentrieren sich auf den Einsatz bei Tumorkachexie, Stress-
harninkontinenz, Brustkrebs und der Muskeldystrophie Typ Duchenne (Dalton 2017). Hier
scheint die Zulassung perspektivisch realistischer, da man v. a. bei onkologischen Patien-
ten, Patienten mit Tumorkachexie, und Patienten mit Muskeldystrophie eine stetig abneh-
mende Muskelmasse und —kraft findet, sowie ab gewissen Krankheitsstadien die kardiovas-

kuliren Langzeitfolgen nicht mehr so stark ins Gewicht bei der Zulassungsentscheidung
fallen.
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5 Zusammenfassung

Die Osteoporose ist neben Volkskrankheiten wie Diabetes mellitus und Bluthochdruck
eine weitverbreitete Krankheit, die im Alter vermehrt auftritt. Die WHO stuft die Osteopo-
rose als eine der weltweit hdufigsten Knochenerkrankungen ein. Das Gesundheitssystem
hat enorme Ausgaben bei der Therapie der Osteoporose, vor allem wenn diese Krankheit

schon progredient ist und Frakturen des Bewegungsapparates aufgetreten sind.

Bei der Erkrankung findet ein vermehrter Knochenabbau statt. Ursichlich fir die Osteo-
porose bei Mannern sind u. a. Hypogonadismus, Orchiektomie z. B. bei Z. n. Hodentorsi-
on im Kindesalter, Traumata des Hodens und folglich der verminderten Hormonbildung
bzw. Ausschiittung. Ebenso bewirken Medikamente wie Kortison Osteoporose. Die senile

Osteoporose tritt mit einem héheren Alter von Mann und Frau auf.

Bei Minnern wurde die Osteoporose bislang sehr wenig erforscht. Es gibt bisher die Ba-
sismedikation aus Calcium, Vitamin D und Bisphosphonaten, Parathormon sowie die er-
weiterte Therapie mit Strontiumranelat (welche allerdings 2017 vom Markt genommen
wurde), Denosumab und Cathepsin K. Da diese Wirkstoffe alle mit Nebenwirkungen wie
etwa Durchfall, Erbrechen, Knochennekrosen, Infektionen der Harn- und Atemwege so-
wie Hautausschligen und muskuloskelettalen Schmerzen verbunden sind, werden neue
Wirkstoffe mit weniger Nebenwirkungen erforscht. Testosteron ist ein gut geeigneter
Wirkstoff, der allerdings auch Nebenwirkungen wie Hodenathrophie, Gynikomastie, Akne,
psychische Verinderungen (Aggression), Verinderung des Fettstoffwechsels sowie Aus-
wirkungen auf das Herzkreislauf-System (Hypertonus, erhéhtes Herzinfarktrisiko) verursa-

chen kann.

Ein neuer Ansatz ist der selektive Androgenrezeptormodulator (SARM) Ostarine. Dieser
kann zur Behandlung von Muskelatrophie, Osteoporose und im Idealfall als Testosteroner-
satztherapie angewandt werden. SARMs haben eine selektive anabole Wirkung auf Muskel-
und Knochengewebe. Im Gegensatz zu Testosteron sollen SARMs selektiv wirken und
somit konnen die unerwiinschten Wirkungen von Testosteron vermieden werden. Dadurch
wird im Idealfall der Muskel aufgebaut und die Knochendichte erhéht. Beides wirkt pro-
tektiv gegentiber Osteoporose. Allerdings ist Ostarine nicht ausreichend erforscht, weshalb
wenig Uber mogliche Nebenwirkungen bekannt ist. Daher bestand das Ziel der hier durch-
gefithrten Versuche darin, die Effekte von Ostarine auf osteoporotischen Knochen zu ana-
lysieren , mit Testosteronwirkung zu vergleichen und mogliche Nebeneffekte zu untersu-

chen .

Dazu wurden Ratten im Alter von acht Monaten orchiektomiert, um eine altersbedingte
Osteoporose zu verursachen. Die Vergleichsgruppe NON-ORX (15 Ratten) wurde nicht
orchiektomiert. Die anderen fiinf Gruppen wurden aufgeteilt in ORX (15 Ratten), Ostari-
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ne-Prophylaxe (15 Ratten), Ostarine-Therapie (15 Ratten), Testosteron-Prophylaxe (15
Ratten) und Testosteron-Therapie (15 Ratten). Alle Ratten erhielten sojafreies Futter. Die
Prophylaxegruppen erhielten ihre Wirkstoffe ab dem Tag der Orchiektomie iiber einen
Zeitraum von 18 Wochen. Die Therapiegruppen bekamen zwolf Wochen nach der
Orchiektomie iber einen Zeitraum von sechs Wochen das Futter mit den zugesetzten
Wirkstoffen. Die Ratten der Ostarine-Gruppen erhielten durchschnittlich 0,4 mg/kg BW
Ostarine und die Ratten der Testosteron-Gruppen erhielten 45 mg/kg BW Testosteron. 18

Wochen nach ORX wurden die Ratten gettet und die Femora herausprapariert.

Die Auswertung eines Femura erfolgte in einem standardisierten Biege- und Bruchtest, um
die Stabilitit zu ermitteln. Das gebrochene Femur wurde dann einem Veraschungsversuch
unterzogen, um die organischen und anorganischen Anteile, sowie den Gehalt von Magne-
sium, Kalzium und Phosphat zu bestimmen. AnschlieBend erfolgte eine Untersuchung der

kontralateralen Femora im Mikro-CT und einer 2D Analyse.

Im Bruchtest zeigte sich keine therapeutische Verbesserung in Bezug auf den Knochen
durch die Gabe von Ostarine und Testosteron. Eine Verschlechterung der Stabilitit durch

Testosteronmangel lief3 sich auch nicht nachweisen.

Im Veraschungsversuch konnte bei der prophylaktischen Gabe von Testosteron eine pro-
zentuell signifikante Erhohung des Magnesiumanteils des Femurs nachgewiesen werden.
Bei der Bestimmung von Kalzium und Phosphat ergaben sich keine Unterschiede. Ostarine
als prophylaktische Gabe zeigte einen Zuwachs organischer Masse gegeniiber den NON-
ORX-Ratten. Der erhohte organische Anteil bei Osta-Prophylaxe kénnte eine Zunahme an

Kollagen im Knochen andeuten.

Im CT Versuch verfigten die ORX-Ratten iiber eine weniger dichte Kortikalis als jene
Gruppen, die Testosteron Therapie oder Ostarine Prophylaxe erhalten hatten. Bei der
NON-ORX-Gruppe zeichnete sich allerdings eine deutlich héhere Knochendichte als bei
der Testosteron-Therapie Gruppe ab. Fir die Testosteron-Prophylaxegruppe und Ostari-
ne-Therapie Gruppe konnte im Hinblick auf die Steigerung der Knochendichte nur eine

geringe Wirksamkeit nachgewiesen werden.

Die prophylaktische Applikation von Ostarine bei ORX Ratten, die im CT eine beintrich-
tige Trabekelstruktur hatten, zeigte eine signifikante Verbesserung der Knochenstruktur in
der 2D-Analyse. Daher sollte dieses Themengebiet weiter erforscht werden, um evtl. Osta-
rine bei Risikopatienten prophylaktisch einzusetzen, da diese Patienten ohne die Wirkstoffe
Testosteron oder Ostarine méglicherweise schneller bzw. gravierender an Osteoporose

erkranken.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass Testosteron-Therapie und Ostarine-
Prophylaxe die Dichte der Kortikalis erh6hen. Ostarine als prophylaktische Gabe verbes-
sert die Trabekelstruktur des Knochens. Aktuell witd als Alternative zur Hormonersatzthe-

rapie und zur Therapie bei Erkrankungen des Bewegungsapparats an Ostarine geforscht.
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Da sich durch die Gabe von Ostarine eine Erhohung des Prostatagewichts beweisen liel3,
ist eine zukiinftige Behandlung mit Ostarine fraglich und es miissen noch weitere Studien

erfolgen.
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6 Anhang

Hinweis: Alle nicht frei erhiltlichen Fotos durfen mit freundlicher Genehmigung der Auto-
ren im Rahmen dieser Arbeit verwendet bzw. veréffentlicht werden. Diesen spreche ich

hier noch einmal meinen Dank fir ihre Genehmigung aus.

Abb. 1: http:/ /upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cf/Bone_growth.png
Abb. 2: https://www.ugb.de/bilder/05-041b.jpg

Abb. 3: http:/ /upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/34/Illu_compact
_spongy_bone.jpg/400px-1llu_compact_spongy_bone.jpg

Abb. 4: http:/ /www.osteoporosezentrum.de/img/osteoporosezentrum-muenchen-dt-
med-helmut-radspieler-differentialtherapie-der-osteoporose-in-der-
praxis_cul762w347h179.jpg

Abb. 5: http://vmrz0100.vm.ruht-uni-
bochum.de/spomedial/content/e866/e2442/e5017/e5108/e5114/e5124/e51
26/humerus_low3_ger.jpg

Abb. 6:http:/ /pictures.doccheck.com/de/photo/13195-rotes-knochenmark-eines-
schweinefetus-8-osteoprogenitorzellen-osteoblasten

Abb. 7: http:/ /www.fibroese-dysplasie.info/?page_id=282

Abb. 8: http://www.unifr.ch/anatomy/assets/files/ elearning/de/stuetzgewebe/knoche
n/images/osteozyt_ohne.gif

Abb. 9: http:/ /mmsetver.cjp.com/images/image/2559059.jpg
Abb. 10-106: Bastian Spelsberg

Abb. 17: Sina Pflug

Abb. 18: Bastian Spelsberg

Abb. 19: Sina Pflug

Abb. 20—406: Bastian Spelsberg
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