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1 Einleitung

11 Einleitung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, welche sich durch eine Abnahme
der Knochensubstanz und eine verschlechterte Mikrostruktur des Knochens auszeichnet
(Consensus development conference: diagnosis, prophylaxis, and treatment of osteoporosis
1993; DVO 2017). In Folge der abnehmenden Knochenqualitit manifestiert sich die
Osteoporose durch Knochenbriiche auf Grund von inadiquaten Traumata. Ist es erst zu
einer Fraktur gekommen, so wird die Frakturheilung durch die osteoporotischen
Verinderungen am Knochen zusitzlich erschwert. In einer durch Mobilitit geprigten
Gesellschaft fiihrt dies zu einer nachhaltigen Beeintrichtigung der Lebensqualitit der
Patienten und ist zudem ein kostenintensives Unterfangen. Laut der BoneEVA-Studie von
2007 lagen die Kosten von Osteoporose-assoziierten Frakturen in Deutschland bei 5,8

Milliarden Euro (Héussler et al. 2007).

Betroffen sind vor allem postmenopausale Frauen. Durch die plotzliche Abnahme des
Ostrogen-Spiegels kommt es in dem postmenopausalen Knochen zu Umbauprozessen,
welche in einer verminderten Knochendichte, -masse und -qualitit und einer erhéhten
Fragilitit des Skeletts resultieren (Bartl 2014). Es wird vermutet, dass jede zweite Frau, die
an postmenopausaler Osteoporose leidet, einmal in ihrem Leben eine Fraktur erleiden wird
(Chrischilles 1991; Sambrook und Cooper 2006). Das zunehmende Alter der Gesellschaft,
Alkohol- und Nikotinabusus, chronische Krankheiten und Einnahme von Medikamenten,
welche eine Osteoporose, und somit im Verlauf auch sehr wahrscheinlich eine Fraktur,
begiinstigen, sind weitere Risikofaktoren, welche zusitzlich zu Ostrogen-Mangel bei

postmenopausalen Frauen nicht aul3er Acht gelassen werden diirfen (Kanis et al. 2019).

Eine Basisdiagnostik zur Finschitzung einer eventuell bestehenden Osteoporose wird
generell bei Frauen und Minnern ab dem 70. Lebensjahr empfohlen, da ab diesem Alter
von einem erhohten Frakturrisiko ausgegangen werden kann (Kanis et al. 2005). Zu einem
friheren Zeitpunkt wird die Durchfiihrung der Basisdiagnostik, welche eine ausfiihrliche
Anamnese, eine Knochendichtemessung und ein Basislabor umfasst, empfohlen, wenn
niedrigtraumatische Frakturen aufgetreten sein sollten, eine familidre Pridisposition besteht
oder aber eine Osteoporose-fordernde Grunderkrankung diagnostiziert wurde (DVO

2017).



Wird im Rahmen der Osteoporose-Diagnostik ein tber 30% erhohtes 10-Jahres
Frakturrisiko fur eine vertebrale oder Schenkelhalsfraktur evaluiert, oder handelt es sich um
eine manifeste Osteoporose mit bereits erlittener Fraktur, so wird vom Dachverband

Osteologie €.V. eine medikamentdse Therapie empfohlen (DVO 2017).

Diese medikamentose Therapie umfasst im Rahmen der sogenannten Basistherapie die
Calcium- und Vitamin D-Supplementierung. Weiterfithrend kann zur Osteoporosetherapie
bei postmenopausalen Frauen auf Bisphosphonate, den monoklonalen Antikérper
Denosumab, Ostrogen oder Ostrogen-Progestin-Priparate im Rahmen einer
Hormonersatz-Therapie (HRT) oder selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs)
zurickgegriffen werden. Der Fokus der Osteoporosetherapie richtet sich natiirlich in erster
Linie auf die Privention von Frakturen. Kommt es aber zu einer Fraktur, welche hiufig die
Erstdiagnose der Osteoporose ergibt, ist bis heute keine medikamentése Therapie zur
Unterstitzung der Frakturheilung von  Osteoporose-assoziierten — Frakturen bei
postmenopausalen Frauen zugelassen (DVO 2017; Kanis et al. 2019). Durch eine
beschleunigte bzw. normalisierte Frakturheilung kann eine schnellere Mobilitit erreicht
werden, wodurch sich Hospitalisierungszeit, Kosten und Mortalitit der osteoporotischen

Frakturen senken lieSe (Raaben et al. 2018).

Angesichts des zunehmenden Alters der Gesellschaft ist mit einem rapiden Anstieg an
Osteoporose-assoziierten Frakturen zu rechnen. So fihrt bei Minnern ein sinkender
Testosteronspiegel zu einem erhohten Risiko fur Osteoporose und Osteoporose-
assoziierten Frakturen (Araujo et al. 2007). Testosteron hat auch bei Frauen einen
osteoprotektiven Effekt, da es unter anderem die Knochendichte verbessern und die
Muskelmasse erhohen kann (Lee et al. 2008). Bei postmenopausalen Frauen wirkt sich also
nicht nur der Abfall der Ostrogenspiegel auf das Osteoporose- und damit Frakturrisiko-
beglinstigend aus, sondern auch der abfallende Androgenspiegel (Cauley et al. 2017). Hier
bietet sich ein neuer Ansatzpunkt in der Therapie der Osteoporose und vor allem der
Osteoporose-assoziierten Frakturen, welcher einen Nutzen fur Frauen darstellen konnte.
In letzter Zeit sind die nicht-steroidalen selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren
(SARMs) in den Focus der Osteoporose-Forschung gertickt, da diese Medikamente nicht
die Nebenwirkungen von Steroiden wie Testosteron, wie z. B. Virilisierung, Lebertoxizitit
oder kardiovaskulire Ereignisse (Davis und Wahlin-Jacobsen 2015), zeigen. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass eine systemische Applikation verschiedener SARMs in
ovarektomierten Ratten eine Abnahme der Knochensubstanz verhindern oder eine

stattgefundene Abnahme gar wiederherstellen konnte (Gao et al. 2005; Kearbey et al. 2007,



Jones et al. 2013). Zu den experimentell und klinisch am besten erforschten SARMs gehort
Ostarine (Enobosarm, MK-2866 oder GTx-024), welchem in experimentellen Studien
bereits ein osteoanaboler Effekt auf den osteoporotischen Knochen nachgewiesen werden
konnte (Jones et al. 2013; Narayanan et al. 2018). In klinischen Studien wurde der Focus
beztiglich einer Ostarine-Therapie bislang auf Sarkopenie verschiedener Ursachen gelegt.
So konnte in klinischen Studien bei gesunden Patienten unter Ostarine-Therapie eine
Erhohung der fettfreien Masse, des Muskelvolumens, sowie der Beinmuskelkraft
nachgewiesen werden. Auch bei Patienten mit Tumorkachexie konnten eine erhéhte
fettfreie Masse nach Applikation von Ostarine nachgewiesen werden (Dalton et al. 2011;
Jones et al. 2013; Narayanan et al. 2018). Auch im Rahmen dieser Studie konnte ein
anaboler Effekt auf die quergestreifte Muskulatur nachgewiesen werden (Henkies 2020).
Ein indirekter, den osteoporotischen Knochen stirkender Effekt von Ostarine iiber die
gesteigerte Muskelkraft ist neben der direkten Wirkung auf den osteoporotischen Knochen
anzunehmen. Die direkte Wirkung von Ostarine auf den osteoporotischen Knochen wurde
als Teil dieser Studie an intakten Wirbelkorpern und Femora untersucht und kiirzlich
ver6ffentlicht. Auch hier konnten osteoanabole Effekte nachgewiesen werden (Hoffmann
et al. 2019). Die Wirkung von SARMs auf die Frakturheilung bei Osteoporose-assoziierten

Frakturen ist bislang unbekannt.

1.2 Osteoporose

1.2.1 Definition

Die Osteoporose wird von dem Dachverband Osteologie e.V. definiert als eine
systemische Skeletterkrankung, welche sich in einer verschlechterten Mikroarchitektur und
einer niedrigen Knochenmasse niederschligt. Durch die sukzessive Abnahme der
Knochenqualitit entsteht eine Frakturneigung, weshalb es bereits bei Bagatelltraumata zu
Knochenbriichen kommen kann, wodurch sich die Osteoporose schlieSlich manifestiert

(DVO 2017).

Die noch heute angewandte Definition der WHO von 1994 besagt, dass von einer
Osteoporose gesprochen werden kann, wenn die Knochendichte des Oberschenkelhalses
oder der Lendenwirbelkérper  bei  einer  Knochendichtemessung =  -25
Standardabweichungen von dem Mittelwert abweicht, welcher bei gesunden 20-29 jihrigen
Erwachsen zu finden ist (Kanis 1994; Kanis et al. 2008; Kanis et al. 2013; Kanis et al.

2019). Diese Standardabweichungen werden als T-Score bezeichnet. Nach den Richtwerten



der WHO gilt ein T-Score =-1 als Normalwert, ein T-Score zwischen -1 und -2,5 als
Osteopenie und ab einem T-Score von = -2,5 wird von einer Osteoporose gesprochen
(Kanis et al. 2019). Der Dachverband Osteologie e.V. empfiehlt die Diagnosestellung nicht
ausschlieB8lich in Abhingigkeit der T-Scores, sondern auch unter Einbeziehung einer
ausfiuhrlichen Anamnese mit passender Klinik zu stellen (DVO 2017). Sind bei einem
Patienten jedoch sowohl ein T-Score von =-2,5 als auch Frakturen vorzufinden, so wird

von einer manifesten Osteoporose gesprochen (DVO 2017).

1.2.2 Atiologie

Man unterscheidet zunichst zwischen einer primiren und einer sekundiren Osteoporose.
Bei ca. 90% der Krankheitsfille handelt es sich um primire Osteoporosen. Dazu gehoren
die postmenopausale, die idiopathische sowie die senile Osteoporose. Die
postmenopausale Osteoporose wird durch die Abnahme der weiblichen Sexualhormone
hervorgerufen. Der regulierende Effekt des Ostrogens auf die Remodelierung des
Knochens entfillt (Bartl 2014; Nuti et al. 2019). Es entsteht ein Ungleichgewicht zwischen
Knochenauf- und abbau zugunsten des Abbaus. Die postmenopausale Osteoporose, auch
Typ I-Osteoporose genannt, ist die hiufigste Form dieser Krankheit. Einen weiteren
Vertreter der primiren Osteoporose stellt die senile Osteoporose dar. Diese tritt bei
Minnern und Frauen tber 70 Jahren gleichermallen auf (Bartl 2014). Laut Riggs und
Melton (19806) liegen der senilen Osteoporose zum einen die durch den Alterungsprozess
bedingte Abnahme der Osteoblasten-Funktion zugrunde, welche der Osteoklastenaktivitit
nicht nachkommen kann. Zum anderen kommt es mit dem Alter zu einer Abnahme der
Nierenfunktion und dadurch zu einer Abnahme von aktivem Vitamin D. Die Regression
des Vitamin D fihrt zu einer verminderten intestinalen und renalen Calciumresorption.
Dies wiederrum bedingt einen sekundiren Hyperparathyreoidismus. Parathormon
mobilisiert Calcium aus dem Knochen und trigt dadurch zum weiteren Knochenabbau bei.

(Riggs und Melton 19806; Bartl 2014)

Die Ausbildung einer sekundiren Osteoporose kann vielfiltige Ursachen haben. So
konnen metabolische oder endokrine Faktoren und auch chronische und maligne
Erkrankungen das Entstehen einer Osteoporose fordern (Bartl 2014). Eine wichtige Rolle
spielen auch Lifestyle-Faktoren, wie Erndhrung, Alkohol- und Nikotinabusus (Schapira
1990; Oftice of the Surgeon General (US) 2004; Kanis et al. 2005; Bartl 2014; Kanis et al.
2019). Den groBten Anteil an den sekundiren Osteoporosen hat jedoch die

medikamenteninduzierte Osteoporose durch Glucocorticoide. Diese vermindern die



Differenzierung von knochnebildenden Osteoblasten, fordern die frihzeitige Apoptose
von Osteoblasten und Osteozyten und fiihren zu einer gesteigerten Osteoklasten-Aktivitat

(Weinstein et al. 1998; Orcel 2005; Villa et al. 2013; Compston 2018).

1.2.3 Epidemiologie der Osteoporose und der osteoporotischen Frakturen

Die Osteoporose ist eine weltweit verbreitete und haufig auftretende Skeletterkrankung.
Allein in Deutschland belduft sich die Privalenz bei den tber 50-Jdhrigen insgesamt auf
14 %, wobei die Geschlechter-bezogene Privalenz bei Frauen 24 % und bei Minnern 6 %
zeigte (Gosch et al. 2019). Die Inzidenz bei den tiber 50-jahrigen betrug 2,1 % pro Jahr.
Das bedeutet, dass in Deutschland im Jahr 2009 hochgerechnet 6,3 Millionen Menschen an
Osteoporose erkrankt waren (Hadji et al. 2013). Europaweit geht man von 22 Millionen
Frauen und 5,6 Millionen Minnern mit Osteoporose aus (Hernlund et al. 2013; Kanis et al.
2019). Von den weltweit aufgetretenen 8,9 Millionen osteoporotischen Frakturen
ereigneten sich allein ein Drittel in Europa (Johnell und Kanis 2006; Hernlund et al. 2013).
Die haufigsten Osteoporose-assoziierten Frakturen sind die der Hiifte, bzw. des
proximalen Femurs, der Wirbelkorper, des distalen Unterarmes und des proximalen
Humerus (Kanis et al. 1994; Kanis et al. 2019). Die gravierendste osteoporotische Fraktur
ist hierbei die Fraktur des proximalen Femurs, da sie mit einer hohen Mortalitit einhergeht
und auch die meisten Kosten verursacht. 10-20 % der Frauen, die eine Fraktur des
proximalen Femurs erlitten haben, sterben innerhalb des ersten Jahres nach
Frakturereignis. Bei Minnern ist hier die Mortalitit sogar noch hoher (Cummings und
Melton 2002; Abrahamsen et al. 2009). Die Wahrscheinlichkeit von Frauen bzw. Minnern
tber 50 Jahren eine Fraktur des proximalen Femurs zu erleiden liegt bei 17 % bzw. 6 %
(Melton 2000). Es wird angenommen, dass als Folge des demographischen Wandels die
Zahl der Osteoporose-assoziierten Frakturen von 3,5 Millionen im Jahr 2010 auf 4,5
Millionen im Jahr 2025 ansteigen wird, was einer Zunahme von 28% entspricht (Kanis et
al. 2019). Die Kosten der Osteoporosetherapie, welche die konservative und operative
Frakturversorgung sowie die medikamentése Therapie der Osteoporose beinhalten,
beliefen sich in der EU im Jahr 2010 bereits auf 37 Milliarden Euro (Hernlund et al. 2013;
Kanis et al. 2019).

1.2.4 Klinik

Da es sich bei der Osteoporose nicht um ein plotzlich auftretendes Krankheitsbild handelt,
sondern um eine stumm voranschreitende Knochenerkrankung, wird die Klinik der

Osteoporose mal3geblich durch die als Erstsymptom auftretenden Frakturen bestimmt. Die



hiufigsten Frakturen, die im Rahmen einer Osteoporose diagnostiziert werden, sind die
proximale Femur- oder auch Huftfraktur, die Lendenwirbelfraktur, die proximale
Humerusfraktur und die distale Radiusfraktur Typ Colles (Kanis et al. 1994; Kanis et al.
2019). Ihr Auftreten ist meist durch leichte bis moderate Traumata bedingt, die bei einem
Knochengesunden keine Frakturen hervorrufen wirden. Meist handelt es sich bei diesen
Traumata um Stiirze aus Standhohe oder aus dem Sitzen (Amin et al. 2014). Besonders die
Wirbelkorper- und Frakturen des proximalen Femurs gehen mit einem hohen Mal3 an
Mortalitit einher (Ettinger et al. 1992; Ross 1996; Abrahamsen et al. 2009; Kanis et al.
2019). Die Frakturereignisse konnen zu einer massiv verminderten Lebensqualitit und
einem hohen Verlust an Selbststindigkeit fithren (Black und Rosen 2016). Durch die
osteoporotischen Verdnderungen an den Wirbelkérpern und den daraus resultierenden
Frakturen kann es im Verlauf  zu einer Korpergrof3enabnahme,
Bewegungseinschrinkungen und zu teils diffusen Rickenschmerzen kommen (Ettinger et
al. 1992; Nevitt et al. 1998; Hernlund et al. 2013). Zu zentralen Wirbelkorperfrakturen
kommt es bereits bei minimalen Traumata, welche bei alltiglichen Bewegungsmustern wie
Gehen, Stehen, Sitzen oder Liegen passieren (Amin et al. 2014). Oft bleiben die
Wirbelkorperfrakturen symptomlos, so dass nur jede dritte Fraktur klinisch erfasst wird
(Nevitt et al. 1998; Fink et al. 2005; Lems et al. 2021). Das Risiko bei einer bereits
stattgefundenen Wirbelkorperfraktur eine weitere Fraktur, sowohl an den Wirbelkérpern
als auch an anderen Lokalisationen, zu erleiden, steigt jedoch exponentiell (Ross et al. 1991;
Klotzbuecher et al. 2000; Hernlund et al. 2013). Der durch Osteoporose bedingte
Lebenszeit- und -qualititsverlust Gbersteigt jenen von rheumatoider Arthritits, Asthma,
hypertensiver Herzerkrankung und allen Krebserkrankungen mit Ausnahme von

Lungenkrebs (Johnell und Kanis 2006; Kanis et al. 2008; Kanis et al. 2019).

1.2.5 Diagnostik

Die angewandte Diagnostik zur Ermittlung einer Osteoporose und des damit verbundenen
Frakturrisikos richtet sich nach dem individuellen Risikoprofil des Patienten. Die
Basisdiagnostik sollte daher mit einer ausfithrlichen Anamnese beginnen, welche eine
Familienanamnese, besonders hinsichtlich aufgetretener Frakturereignisse bei den Eltern,
eine Schmerzanamnese, eine Krankheits- und eine Medikamentenanamnese beinhalten
sollte (Kanis 1994; Kanis et al. 2019). Auch explizite Fragen nach Alkohol- und
Nikotinkonsum und dem Ernahrungsverhalten sollten erfolgen, um die Risikoabschitzung
einer Osteoporose zu komplettieren (Kanis 1994; Kanis et al. 2019). Sollte sich bei der

korperlichen  Untersuchung eine eingeschrinkte Koordination oder verminderte



Muskelkraft zeigen, kann man sich verschiedener Tests zur Sturzpridiktion bedienen, wie
dem ,, Timed up & go“- und dem ,,Chair rising*“-Test (Ganz et al. 2007; Schoene et al.
2013). Des Weiteren sollte die Korpergrofie regelmaflig gemessen werden und auf das so
genannte ,, Tannenbaumphinomen® geachtet werden, das die Bildung von Hautfalten am

seitlichen Rumpf durch KérpergréBenminderung bezeichnet (Bartl 2011).

Zur Diagnosestellung der Osteoporose nach den WHO-Kriterien und zur Abschitzung
des Frakturrisikos ist die Messung der Knochendichte (BMD) unabdinglich. Die
Leitliniengruppe des Dachverbandes Osteologie e.V. (DVO 2017) empfiehlt als
Standardverfahren zur Knochendichtemessung die ,,Dual-X-ray-Absorptiometrie® (DXA)
des proximalen Femurs und der Lendenwirbelsiule, wobei hier die Lendenwirbelsiule von
L1-L4 dargestellt werden sollte und mind. 2 Wirbelkorper beurteilbar sein missen (ISCD
2019). Der Computer berechnet anhand des unterschiedlich abgeschwichten
Strahlendurchgangs die Mineralisation des Knochens, die dann auf die BMD und
schlieBlich in den T-Score umgerechnet wird. Weicht der T-Score um < - 2,5 SD von dem
Mittelwert der BMD in gesunden 20-29-jihrigen Individuen ab, so wird, die Diagnose der
Osteoporose gestellt, unter Berticksichtigung des individuellen klinischen Kontext (Kanis

et al. 1994; Kanis et al. 2019).

Auf ein konventionelles Rontgen der Wirbelsiule sollte bei Frauen ab 70 Jahren, bei
Minnern ab 80 Jahren, bei akuten Schmerzereignissen, bei chronischen, noch nicht
abgeklirten Ruckenschmerzen, bei bereits stattgefundener Wirbelfraktur und bei

zunehmendem Korpergroflenverlust zuriickgegriffen werden (Kaptoge et al. 2004; Roux et

al. 2007; Kanis et al. 2019) .

Ein Basislabor sollte zum Ziel haben, Differentialdiagnosen und andere Osteopathien, wie
zum Beispiel primiren Hyperparathyreoidismus oder Osteomalazie, weitestgehend
auszuschlieBen und etwaige Kontraindikationen fiir die medikamentése Therapie zu

erkennen (Pfeilschifter 2009; Bartl 2014).

1.2.6 Therapie

1.2.6.1 Allgemeine Maf3nahmen

In der Therapie der Osteoporose gilt es, die Knochenstabilitit zu verbessern und
Frakturereignisse zu vermeiden. Somit stehen am Anfang der Frakturprophylaxe zunichst
die Eruierung und Eliminierung moglicher Risikofaktoren. So sollte auf ein adiquates

Gewicht geachtet werden, da sowohl Uber- als auch Untergewicht Frakturrisiken bergen



(Tanaka et al. 2013). Bei Calcium- und Vitamin D-Mangel senkt eine kombinierte
Supplementierung die Inzidenz von Frakturen bei ilteren Menschen (Boonen et al. 2007).
Durch regelmiBlige korperliche Aktivitit sollte Muskelkraft und Koordination geférdert
werden. Durch die so verbesserte Balance wird eine Sturz- und somit auch
Frakturprophylaxe erreicht (Sherrington et al. 2008). Eine Immobilisation stellt ein starkes
Frakturrisiko dar und sollte vermieden werden (Cooper et al. 1990; Kanis et al. 2019). Auch
eine Nikotinkarenz und Vermeidung von Alkoholexzessen hat einen positiven Effekt auf
die Frakturprophylaxe (Schapira 1990; Kanis J. A. et al. 2005; Fini et al. 2012; Hernlund et
al. 2013; Kanis et al. 2019). Sturz- und Osteoporose-férdernde Medikamente sind nach
Moglichkeit abzusetzen und durch eine gleichwertige Therapie zu ersetzen, welche keinen
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel nehmen oder eine erhéhte Sturzneigung
hervorrufen. Ist dies nicht moglich, sollte das Medikament in der geringstmoglichen Dosis
verabreicht werden. Zu diesen Medikamenten zihlen Antiepileptika, Sedativa und
Orthostase-auslosende Medikament, Glitazone und vor allem Glucocorticoide, welche der
hiufigste Grund einer sekundiren Osteoporose sind (Orcel 2005; Hernlund et al. 2013;
DVO 2017; Kanis et al. 2019).

1.2.6.2 Medikamentdse Therapie

Die medikamentése Therapie der Osteoporose hat zum Ziel, die Knochenqualitit zu
verbessern und somit auch die Frakturgefahr zu senken. Wenn die Indikation fir die
medikamentése Behandlung gestellt wurde, kann mit dem Patienten die fiir thn passende
medikamentose Therapie ausgewihlt werden, wobei der Patient aktiv an der Entscheidung
beteiligt werden sollte (Donovan 1995). Dies soll die Adhdrenz der Patienten verbessern,
die laut Compston und Seeman bei 50 % der Osteoporose-Patienten nicht vorhanden ist
(Compston und Seeman 2006; Kanis et al. 2019). Da die Adhirenz einen sehr wichtigen
Faktor in der optimalen Frakturprivention darstellt (Ross et al. 2011), sollte diese nicht

vernachlissigt werden.

Hormonersatztherapie (HRT)

Bei der postmenopausalen Osteoporose liegt es nahe, sich die Figenschaft des Ostrogens
zu Nutze zu machen, also des Hormons, durch dessen abruptes Absinken mit Beginn der
Menopause ein erhohter Knochenum- und -abbau initiiert wurde (Bartl 2014). So ist die
HRT — besonders in der frihen Menopause — ein gern eingesetztes Mittel, da es neben
einer Linderung der menopausalen Symptome auch positive Effekte auf andere Organe

hat. Man hat sowohl einen nachweislich verminderten Knochensubstanzverlust an



Schenkelhals und Radius feststellen koénnen (Reginster et al. 2000) als auch ein
vermindertes Frakturrisiko, welches an Schenkelhals und Wirbelkérpern um 34% gesenkt
wurde. Das Risiko anderer osteoporotischer Frakturen wurde um 23% gesenkt (Rossouw
et al. 2002). Allerdings geht die HRT auch mit gewissen Risiken einher. Da bei nicht-
hysterektomierten Frauen das Risiko der Entwicklung eines Endometriumkarzinoms bei
alleiniger Ostrogensubstitution steigt, miissen hier kombinierte Ostrogen-Progestin-
Priparate als HRT eingesetzt werden, wobei das Progestin keinen Finfluss auf den
Knochenstoffwechsel hat (Pfeilschifter 2001). Im Tiermodell lie sich bei Gabe von
Ostrogenen  wihrend  der  Frakturheilung  zwar  keine  Behinderung  des
Frakturheilungsprozesses feststellen, jedoch aber eine milde Unterdrickung der
Remodelierung des Kallus (Cao et al. 2002). Nicht zu unterschitzen sind auch
Nebenwirkungen wie ein erhohtes Risiko an invasivem Brustkrebs zu erkranken
(Chlebowski et al. 2009) und das vermehrte Auftreten thrombembolischer Ereignisse
(Eisenberger und Westhoff 2014). Daher wird die HRT von dem Dachverband Osteologie
e.V. nur bei Kontraindikation oder Uberempfindlichkeiten gegeniiber anderer

Osteoporosetherapeutika empfohlen (DVO 2017).

Selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs)

Auch die meisten der selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren zeigen einerseits durch
ihre Ostrogen-agonistische Wirkung am Knochen, andererseits durch Ostrogen-
antagonistische Effekte auf Uterus und Brust (Shelly et al. 2008) ein gutes Wirkprofil in der
Therapie der postmenopausalen Osteoporose. Durch ihre antiresorptive Wirkung auf den
Knochen, indem sie hemmend auf die Osteoklasten wirken, wird im Verlauf der
Behandlung die Knochendichte an Lendenwirbelsaule und proximalem Schenkelhals
erhoht und somit das Frakturrisiko signifikant gesenkt (Heaney und Draper 1997; Delmas
et al. 2002; Johnell et al. 2004). Zusitzlich zu den positiven Effekten auf Knochen- und
Fettstoffwechsel bei postmenopausalen Frauen, ist auch eine signifikante Reduktion von
invasivem Brustkrebs bei Risikopatientinnen festgestellt worden (Cauley et al. 2001). Auch
hier zeigte sich im Tiermodell, vergleichbar mit der HRT, keine Behinderung der
Frakturheilung per se, sondern nur die milde Suppression der Kallusremodelierung (Cao et
al. 2002). Generell sind klinische Daten beziiglich der Wirkung von Ostrogenen und
SERMs auf die Frakturheilung selten (Hegde et al. 2016). Die relevanten Nebenwirkungen
der SERMs erstrecken sich von Hitzewallung Gber Wadenkrimpfe, welche besonders am
Anfang der Therapie auftreten, bis hin zu einem signifikant erhohten Risiko fir

thrombembolische Ereignisse (Davies et al. 1999; Ettinger et al. 1999; Epstein 2000).
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Denosumab

Auf der Osteoklasten-Oberfliche wird RANK prisentiert, ein Rezeptor, welcher die
osteoklastische Knochenresorption mal3geblich beeinflussen kann. Denosumab ist ein
humaner, monoklonaler IgG2-Antikérper mit einer hohen Affinitit zu RANKL, dem
Rezeptor-Aktivator von RANK. Denosumab bindet also an RANKL und behindert so
eine Bindung an RANK, welcher in der Folge nicht aktiviert wird. Somit wirkt Denosumab
antiresorptiv, da es durch die ausbleibende Aktivierung von RANK die
Osteoklastenformation und -aktivitit inhibiert und es zu frithzeitiger Apoptose der
Osteoklasten kommt (Zaheer et al. 2015). Durch diesen Wirkmechanismus ldsst sich der
Knochenumsatz reduzieren, die Knochendichte verbessern und das Frakturrisiko von
sowohl vertebralen als auch non-vertebralen Frakturen senken (Cummings et al. 2009). Da
Denosumab zweimal jahrlich subcutan appliziert wird, ist die Adhdrenz und
Patientenzufriedenheit im Vergleich zu tiglich verabreichten Medikamenten sehr gut
(Freemantle et al. 2012). Indikation zur Denosumab-Behandlung in Deutschland sind bei
Frauen postmenopausale Osteoporose mit hohem Frakturrisiko und bei Minnern
Knochenschwund unter Hormon-Ablation bei Prostatakarzinom und erhéhtem
Frakturrisiko. Bei Gabe zur Unterstitzung der Frakturheilung konnte eine schnellere
Schmerzlinderung erreicht werden und bei anhaltender Therapie mit Denosumab auch eine
gesteigerte Knochendichte im Vergleich zur Gabe von Alendronat gezeigt werden
(Tetsunaga et al. 2017).

Bisphosphonate

Die Bisphosphonate sind sehr effektive Inhibitoren der Knochenresorption (Flanagan und
Chambers 1991; Kanis et al. 2019), welche nicht nur in der Therapie der postmenopausalen
Osteoporose ihren Einsatz finden, sondern auch in der Osteoporose des Mannes, der
Glucocorticoid-induzierten Osteoporose (Saag et al. 1998; Weinstein 2012) und bei
Osteolysen durch Knochenmetastasen (Mundy 2002). Die Bisphosphonate entfalten ihre
antiresorptive Wirkung einerseits durch die Bindung an Hydroxylapatit — dem Mineral, aus
welchem Knochen und Zihne hauptsichlich bestehen — und verhindern dessen Auflosung
(Jung et al. 1973; Drake und Cremers 2010; Cremers et al. 2019). Andererseits hemmen sie
den Knochenabbau, indem sie in den Osteoklasten eine enzymatische Kaskade hemmen,

welche fiur die Zellteilung und -differenzierung der Osteoklasten fundamental ist, und
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somit die Apoptose der Osteoklasten induzieren (Leu et al. 2006; Roelofs et al. 20006;
Drake und Cremers 2010; Cremers et al. 2019). Unter Bisphosphonat-Therapie wird die
Knochendichte gesteigert und das Auftreten von Frakturen an Wirbelsdule, Hufte und
anderen skeletalen Bereichen signifikant reduziert (Black et al. 1996; Black et al. 2000;
Kanis et al. 2019). Beztiglich der Frakturheilung wird der Gebrauch von Bisphosphonaten
in der Literatur kontrovers diskutiert. Die Gabe von Bisphosphonaten wihrend der
Frakturheilung inhibiert die Kallusremodelierung (Jorgensen und Schwarz 2011). Bei In
vivo-Versuchen konnte aber auch eine beschleunigte Wiedereinstellung der mechanischen
Stabilitdit im Frakturbereich nachgewiesen werden (Greiner et al. 2008). Die
Nebenwirkungen der Bisphosphonate treten vor allem bei der oralen Applikation auf und
duBlern sich dann in Beschwerden des oberen Gastrointestinaltraktes, wie Durchfall oder
Reizungen und Entziindungen des Osophagus und des Magens (Tosteson et al. 2003;
Kanis et al. 2008; Kanis et al. 2019). Auch Nebenwirkungen am Auge und an der Haut, wie
u.a. Uveitis und Pruritus, sind beobachtet worden (Abrahamsen 2010). Die gefiirchtetste
Nebenwirkung der Bisphosphonattherapie stellt die Osteonekrose des Kiefers dar (Khosla
et al. 2007; DVO 2017; Kanis et al. 2019).

Parathormon (PTH 1-34) / Teriparatid

Teriparatid ist ein rekombinantes, aminoterminales Fragment des humanen Parathormons
(PTH 1-34) (Cosman 2008) und kann sowohl bei Minnern als auch bei Frauen, die ein
hohes Frakturrisiko aufweisen, therapeutisch eingesetzt werden. Parathormon wird bei
sinkenden Serum-Calciumspiegeln kontinuierlich aus der Nebenschilddriise ausgeschiittet
und bedingt, durch verstirkte Calcium-Ruckresorption in Niere und Darm sowie durch
Calcium-Abbau aus den Knochen, den Anstieg des Calcium-Spiegels im Blut. Allerdings
wird durch intermittierende Gabe bei der medikamentdsen Verabreichung des
Parathormons die Osteoblasten-Apoptose vermindert, dadurch die Osteoblastenzahl
erhoht und die Knochenneuformation begiinstigt, wodurch Knochenmasse und
Knochenfestigkeit gesteigert werden (Bartl 2011; Kanis et al. 2019). Teriparatid wirkt also
osteoanabol. Es steigert die Knochendichte sowohl in der Wirbelsdule als auch am
Schenkelhals signifikant (Finkelstein et al. 2003). Das Frakturrisiko, sowohl vertebral als
auch non-vertebral, konnte mit Teriparatid bei Minnern und Frauen deutlich gesenkt
werden (Neer et al. 2001; Finkelstein et al. 2009; Kanis et al. 2019). In einer klinischen
Studie konnte gezeigt werden, das mit Teriparatid die Zeit der Frakturheilung
dosisabhingig etwas verkirzt werden konnte (Aspenberg et al. 2010), eine Zulassung zur

medikamentésen Unterstlitzung der Frakturheilung gibt es allerdings noch nicht. Als
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Nebenwirkung von Teriparatid wurden neben Allgemeinsymptomen, wie Kopfschmerzen
und Ubelkeit, auch Verwirrtheit und Wadenkrimpfe festgestellt, die allerdings meist nur
kurz nach Injektion auftraten (Neer et al. 2001). Neben einem Anstieg der Harnsdure im
Serum, wurden auch haufig Hypercalcidamien und Hypercalciurien festgestellt. Daher ist die
Anwendung von Teriparatid bei Patienten mit einer Neigung zu Nierensteinen
kontraindiziert (Neer et al. 2001; Miller 2008; Kanis et al. 2019). In Tierversuchen zur
Kanzerogenitit von Teriparatid wurden gehauft Osteosarkome gefunden (Vahle et al
2002; Kanis et al. 2019). Bei Menschen konnte die Ursachen-Wirkungsbeziehung noch
nicht eindeutig nachgewiesen werden (Betancourt et al. 2003). Daher wurde die maximale

Anwendungsdauer von Teriparatid auf maximal 24 Monate begrenzt (DVO 2017).

1.3 Fraktur und Frakturheilung

Das Wort Fraktur leitet sich von dem lateinischen Wort frangere ab, was ,,brechen®
bedeutet. Mit einer Fraktur wird in der Medizin eine vollstindige oder unvollstindige
Kontinuitatsunterbrechung des Knochens beschrieben. Bei gesunden Knochen muss
normalerweise eine grofle Kraft aufgebracht werden, um diesen zu brechen. Je nach
Mechanismus unterscheidet man hier die direkte von der indirekten Fraktur. Bei der
direkten Fraktur findet man die Diskontinuitit des Knochens direkt an der Stelle der
Krafteinwirkung, bei der indirekten kommt es zu Biegung oder Stauchung des Knochens,
sodass die Fraktur an einem anderen Ort als der Stelle der Krafteinwirkung auftritt. Auch
kann durch mechanische Uberlastung iiber einen lingeren Zeitraum eine
Ermudungsfraktur auftreten, welche die Folge der summierten Mikrotraumen aus diesem
Zeitintervall darstellt. Besteht nun eine Knochenerkrankung wie die Osteoporose, die
durch eine Knochendichteabnahme gekennzeichnet ist, kommt es zu atraumatischen oder
pathologischen Frakturen, also Frakturen ohne erkennbaren Grund oder adiquates

Trauma. (Bartl 2014; Niethard et al. 2014)

1.3.1 Direkte Frakturheilung

Die direkte oder auch primire Frakturheilung stellt sich ein, wenn der Frakturspalt klein ist
(nicht gréBer als 0,5 mm), oder die Frakturenden sich sogar berithren und stabil
zueinanderstehen. Zur Ausheilung der Fraktur kommt es, indem Osteoprogenitorzellen
sich um die in dem schmalen Frakturspalt eingesprossenen Blutgefille setzen und
Osteonen bilden. Bei der direkten Frakturheilung kommt es zu keiner Kallusbildung (Bartl

2011).
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1.3.2 Indirekte Frakturheilung

Ist der Frakturspalt grofler, kommt es zu der indirekten (sekundiren) Frakturheilung. Diese
ist durch einen mehrphasigen Verlauf gekennzeichnet. In Phase eins (Entziindungsphase)
bildet sich durch den Blutaustritt aus den Knochenenden ein Frakturhimatom. In Phase
zwei (Regenrationsphase) wandern Fibroblasten und kapillarreiches Mesenchym in das
Frakturhimatom ein. Es kommt zur Bildung eines bindegewebigen Kallus zwischen den
Frakturenden, dem sogenannten Briickenkallus. Die Fibroblasten wandeln sich in Phase
drei (Mineralisationphase) in Osteoblasten um, die den Kallus verkalken und so
Faserknochen bilden. In Phase vier (Remodellierungsphase) wird der Faserknochen unter

wieder zunehmender mechanischer Belastung zu stabilem, lamellirem Knochen umgebaut

(Bartl 2011).

1.3.3 Die osteoporotische Frakturheilung

In dem osteoporotischen Skelett kommt es durch progressiv katabolische Verinderungen
am Knochen zu einer erhShten Frakturneigung (Manolagas 2000). Ist es erst zu einer
Fraktur gekommen, stellt sich die Frakturheilung verspitet ein. Ein fortgeschrittenes Alter
tithrt zu einer Verlangsamung von einer Vielzahl von Prozessen, die fir die Frakturheilung
essentiell sind, wie Angiogenese im Knorpelgewebe und neuem Knochengewebe,
verminderte Ossifikation, verspatete Zelldifferenzierung und stark beeintrichtigte
Knochengeweberemodellierung (Lu et al. 2005; Cheung et al. 2016). Die Frakturheilung am
meisten zu beeintrichtigen scheint die verminderte Zelldifferenzierung, die eng mit der
GefilBlinvasion zusammenhingt (Lu et al. 2005). In osteoporotisch verindertem Knochen
ist der Heilungsprozef3 zusatzlich erschwert, da all diese Faktoren durch die Erkrankung
verstirkt werden (Meyer et al. 2001). Eine medikamentdse Unterstiitzung der durch die

Osteoporose beeintrichtigten Knochenheilung ist bis dato nicht offiziell zugelassen.

1.4  Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren

1.4.1 Wirkung von Androgenen auf den Knochen

Unter Androgenen fasst man die virilisierenden Sexualhormone zusammen. Sie sind, wie
Ostrogen, Steroidhormone und unterliegen beim Gesunden einem strengen Regelkreis, in
welchem via negativer Rickkopplung die Konzentration der Hormone im Gleichgewicht
gehalten wird. In der embryonalen Entwicklung des Mannes vermitteln und férdern sie die

Ausbildung von Nebenhoden, der Vasa deferentia und der Samenblasen, das Wachstum
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von Penis und Prostata, sowie die Ausbildung von Urethra und Skrotum (Silbernagel und
Lang 2009). Gebildet in Hoden, Ovarien und Nebenniere beeinflussen die Androgene die
Knochenhomodstase wihrend des ganzen Lebens, besonders in der Pubertit und bei
Erwachsenen (Clarke und Khosla 2009). Das prominenteste und haufigste Androgen ist
Testosteron. Durch das Enzym 5a-Reduktase kann Testosteron zu dem weitaus potenteren
50-Dihydrotestosteron (DHT) reduziert werden. Sowohl Testosteron als auch DHT
kénnen nun an den ubiquitir im Koérper vorkommenden Androgenrezeptor (AR) binden
und diesen aktivieren. Durch einen Enzymkomplex, eine Aromatase, kann aus Testosteron
auch Ostradiol metabolisiert werden, sodass auch eine Ostrogen-Wirkung iiber Bindung
des jeweiligen Ostrogenrezeptors auf den Knochen ausgeiibt werden kann. Sicher haben
Ostrogene einen groBeren Einfluss auf den Erhalt der Knochengesundheit, doch sind die
gunstigen Effekte der Androgene auf Knochen nicht zu vernachlissigen. Androgene haben
eine antiosteoporotische und anabole Wirkung (Elbers et al. 1999; Almeida et al. 2017). Bei
alteren Minnern mit Osteoporose beugen sie einem Knochenmasseverlust vor, sind
mal3geblich an der Entwicklung des Skelettes in jungen Erwachsenen beteiligt und
unterstiitzen den Erhalt des trabekulidren Knochens wihrend des Alterns (Vanderschueren
et al. 2004). Besonders DHT stimuliert periostales Wachstum, hemmt die
Osteoklastengenese und férdert die Osteoklasten-Apoptose (Chen et al. 2001; Kousteni et
al. 2002). Die Osteoblasten- und Osteozyten-Apoptose wird durch Androgene vermindert
(Clarke und Khosla 2009) und die Osteoblastendifferenzierung stimuliert (Kasperk et al.
1990; Kim und Koo 2020). Des Weiteren regulieren Androgene auch die lokale
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und Cytokinen und nehmen somit indirekt Einfluss
auf Vorginge im Knochen. So kommt es unter Androgen-Einfluss zu einer
Hochregulation von Transforming Growth Factor-f (TGF- B) und Insulin-like Growth
Factor (IGF), welche die Ossifikation stimulieren (Kasperk et al. 1990; Kasperk CH et al.
1997; Vanderschueren et al. 2014), sowie zu einer Herabregulation von Interleukin-6 (IL-

0), welches die Osteoklastengenese fordert (Bellido et al. 1995; Vanderschueren et al. 2014).

1.4.2 Der Androgenrezeptor (AR)

Der Androgenrezeptor (AR) gehort zu der groBten Familie von DNA-bindenden
Transkriptionsfaktoren, den sogenannten nukleiren Rezeptoren. AR sind ubiquitir
exprimiert und somit an vielen kritischen biologischen Vorgingen im menschlichen Korper
beteiligt. Sie werden durch Bindung ihres Liganden, also der Androgene, aktiviert und

gelangen dann in den Zellkern. Hier konnen sie die Transkription von Genen entweder
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aktivieren oder unterdriicken und somit Einfluss auf die Zelldifferenzierung nehmen. Der
Androgen/AR-Komplex kann auch tber einen schnellen, nicht DNA-abhingigen
Signalweg agieren, indem sekundire Botenstoffe aktiviert werden, die eine Enzymkaskade

in Gang setzen konnen (Estrada et al. 2003; Rana et al. 2014).

Die Androgenrezeptoren bestehen aus vier strukturellen Dominen: der Liganden-
bindenden Domine(LBD), der DNA-bindenden Domine (DBD), der N-Terminalen
Domine (NTD) und der Lysin-reichen Domine zwischen LBD und DBD, welche die
nuclear localization sequence (NLS) enthilt (Gao et al. 1996; Narayanan et al. 2008). An die
LBD binden die Androgene und fihren so tber eine Konformationsinderung des
Rezeptors zu dessen Aktivierung. In der NTD ist die activation function (AF-1) enthalten,
welche eine zentrale Rolle in der AR-Aktivierung und auch Funktion spielt. Die NTD ist
eine wichtige Transaktivierungsdomine des Androgenrezeptors und eine Deletion des AF-
1 fihrt zu einem relevantem Verlust an Rezeptorfunktion (Gao et al. 1996; Alen et al.
1999). Die DBD ist, wie der Name bereits impliziert, dafur verantwortlich, dass der
Rezeptor an das sogenannte androgen responsive element der DNA bindet, eine
spezifische Abfolge von Nukleotiden (Narayanan et al. 2008). Die NLS vermittelt den
Import des Rezeptors in den Zellkern. Eine Deletion dieses Signals zieht einen Verlust an

transkriptionaler Aktivitit nach sich (Gao et al. 1996).

Ein Beweis fir die Rolle des AR in der minnlichen Skeletthomd&ostase lie sich durch
Experimente mit AR-Knockout-Miusen und orchiektomierten Mausen ableiten, in denen
es zu einer erh6hten Knochenresorption im Vergleich zu Wildtyp-Midusen kam (Sinnesael
et al. 2012). Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Experimenten mit weiblichen AR-
Knockout-Miusen dargelegt (Méittd et al. 2013). Der Verlust der AR-Funktion resultiert
vor allem in einem Abbau der trabekuliren Knochenmasse (Mddttd et al. 2013;
Vanderschueren et al. 2014). Jedoch lie3 sich in den Osteoblasten des kortikalen Knochens
eine stirkere AR-Expression detektieren, als in denen des trabekularen Knochens (Kasperk
C et al. 1997). Generell zeigen sich zwischen Minnern und Frauen allerdings keine
Unterschiede in der Expression von AR in Knochenzellen, vor allem nicht in den
Wachstumszonen der Epiphyse (Carrascosa et al. 1990; Abu et al. 1997), wo sie in der
frihen Pubertit das longitudinale Wachstum stimulieren und in der spiten Pubertit den
Epiphysenfugenschlufl3 vermitteln (Clarke und Khosla 2009). AR ist sowohl in reifen
Osteoblasten und Osteozyten stark exprimiert, als auch in vitro in epiphysealen
Chondrozyten und anderen Knorpelzellen (Carrascosa et al. 1990; Abu et al. 1997;

Vanderschueren et al. 2014). Sowohl in humanen Osteoklasten als auch in Tierversuchen
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konnten keine direkten AR-vermittelten Effekte auf Osteoklasten nachgewiesen werden
(Abu et al. 1997; Maittd et al. 2013; Wu et al. 2019), weshalb man davon ausgeht, dass ein
GroBteil der Androgen-Wirkung auf Osteoklasten und Knochenresorption von Zellen aus
osteoblastischer Zelllinie vermittelt werden (Weinstein et al. 1997; Almeida et al. 2017, Wu

et al. 2019).

1.4.3 Nicht-steroidale Androgenrezeptor-Modulatoren

Die vorteilhaften anabolen Effekte der Androgene auf den Knochen méchte man sich in
der Osteoporosetherapie gerne zu Nutze machen. Die einfache Substitution von
Steroidhormonen ist allerdings mit einer Vielzahl an Nebenwirkungen verbunden, da nicht
nur die gewiinschte anabole Komponente der Androgene ihre Wirkung zeigt, sondern auch
androgene Effekte. In Mannern kénnen anabole Steroide durch Stérung des nattrlichen
hormonellen  Regelkreises zu  verminderter  Fertilidt, testikulirer  Atrophie,
Prostatahypertrophie, Priapismus und Gynidkomastie fiihren (Wemyss-Holden et al. 1994;
Maravelias et al. 2005). Bei Frauen verursachen sie eine Virilisierung, mit teils irreversiblen
Verinderungen am Korper (Maravelias et al. 2005). Anabole Steroide wirken zudem
lebertoxisch, aterosklerotisch, begiinstigen thrombembolische Ereignisse und fithren zu
Verhaltensauffilligkeiten und psychischen Stérungen (Maravelias et al. 2005; van
Amsterdam et al. 2010). Um die genannten Nebenwirkungen zu vermeiden und trotzdem
die anabolen Resultate am Knochen zu bewirken, ist es also wichtig, eine Dissoziation
zwischen den anabolen und androgenen AR-vermittelten Effekten der Steroidhormone zu
erzielen (Mohler et al. 2009). Die meisten bis heute entwickelten selektiven
Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs) zeigen eben diese Figenschaft: sie wirken nicht
steroidal und gewebsspezifisch als AR-Ligand (Gao und Dalton 2007; Kearbey et al. 2007).
Strukturell konnen SARMs in 4 Gruppen klassifiziert werden: die Arylpropionamide, die
bizyklischen Hydantonine, die Quinolinone und die Tetrahydroquinolin-Analoga (Chen et
al. 2005) (Abb. 1). Allen Gruppen gemeinsam ist, dass sie kein Substrat fiir die Aromatase
oder 50-Reduktase darstellen und als nicht-steroidale selektive Androgen-Rezeptor-
Modulatoren (SARMs) anabole Wirkung auf Muskel und Knochen und teilweise androgene
Wirkung auf die Prostata haben (Chen et al. 2005). Aus diesen Gruppen ist die Forschung
mit Arylpropionamide und Quinolinonen am weitesten fortgeschritten. Die restlichen
Gruppen wurde auf Grund von Toxizitit, fehlender Wirksamkeit in priklinischen Studien
oder anderen unbekannten Griinden nicht weiter untersucht (Narayanan et al. 2018). Die
wichtigsten klinischen Kandidaten der Arylpropionamide sind S-4/Andarine und
Enobosarm/Ostarine, die der Quinolinone LGD2226 und LGD2941 (Narayanan et al.
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2018). Die Quinolinone zeigten in priklinischen Studien eine gute Gewebespezifitit und
eine mit dem natiitlichen Hormon DHT vergleichbare Aktivierung des AR (Edwards et al.
1998). Rosen und Negro-Vilar (2002) demonstrierten in einer Studie mit LGID2226, dass
nach 16-wochiger Applikation von LGID2226 in orchiektomierten Ratten eine Zunahme
von Knochenmasse-und stirke im Vergleich zu den Kontrollen zu messen war. Trotz guter
praklinischer Studienergebnisse wurde die Entwicklung von LGD2226 von dem
produzierenden pharmazeutischen Unternehmen nicht weiter fortgesetzt. Ein neu
entwickeltes Molekul, .GD2941, befindet sich aktuell in einer Phase-1 Studie, zu der zu
diesem Zeitpunkt noch keine Daten, welche Riuickschlisse auf die Weiterentwicklung der
Quinolinone zulassen wiirden, vorliegen (Narayanan et al. 2018). Die Arylpropionamide
sind in der Forschung etwas weiter fortgeschritten. So konnte S-4/Andarine in
ovarektomierten und orchiektomierten Ratten die Knochenmasse und —stirke im Vergleich
zu intakten Kontrollen beibehalten und zeigte eine hohere Wirksamkeit als DHT (Gao et
al. 2005; Kearbey et al. 2007). Enobosarm hat in priklinischen Studien sowohl einen
anabolen als auch antiresorptiven Effekt am Knochen gezeigt. Des Weiteren konnte in
einer doppelblind, placebo-kontrollierten Studie nachgewiesen werden, dass Enobosarm
die fettfreie Masse und Muskelfunktion bei alteren Minnern und postmenopausalen
Frauen verbessern konnte (Dalton et al. 2011). SARMs haben sich also sowohl in
priklinischen als auch klinischen Studien als ein vielversprechendes Medikament fiir
Erkrankungen erwiesen, welche eine osteoanabole Therapie erforderlich machen

(Narayanan et al. 2008).

~
7~
a) Arylpropionamide ( S4/Andarine) b) bizyklische Hydantonine ( BMS-564929)
¢) Quinolinone (LGD2226) d) Tetrahydroquinolin-Analoga (THQ-1)

Abbildung 1: Beispielhafte Vertreter der vier strukturellen Gruppen der SARMs; eigene
Zeichnung
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1.4.4 Enobosarm/Ostarine

Enobosarm (CioH1sF3sN303) (Abb.2) entwickelt von der Firma GTx Inc ® (Memphis, TN,
USA), auch und im folgenden Ostarine genannt, zihlt zu den vielversprechendsten und

klinisch bis dato am besten erforschten Vertretern der Arylpropionamide unter den
SARMs (Narayanan et al. 2018).

Abbildung 2: Enobosarm; eigene Zeichnung

Nicht-Steroidale Androgen-Rezeptor-Modulatoren der Gruppe der Arylpropionamide
wurden erstmals 1998 beschrieben. Die chemische Verbindung der Arylpropionamide
ahnelt der des Bicalutamid, einem nicht-steroidalem, selektiven Antiandrogen, welches in
der Behandlung von Prostatakarzinomen eingesetzt wird und durch kompetetive Bindung
des AR die androgenen Effekte zu unterdriicken vermag. Durch strukturelle Modifizierung
des Bicalutamid gelang es, eine hohere Bindungsaffinitit zum AR, sowie eine agonistische
Wirkung an diesem zu erzielen (Dalton et al. 1998; Bohl et al. 2005; Duke et al. 2011).
Ostarine hat sich in der Gruppe der Arylpropionamide als der SARM mit dem giinstigsten
Sicherheitsprofil und einer vorteilhaften Pharmakokinetik erwiesen. Es zeigt eine
enantioselektive Affinitit zum AR und dhnelt in seiner Potenz und Effizienz der des DHT,
ohne eine androgene Wirkung zu zeigen. Die effektive und selektive Aktivitit von Ostarine
in anabolem Gewebe zeigt sich bereits bei einer Dosis von 0,03 mg pro Tag, was auf die
hohe anabole Potenz der Verbindung hinweist (Kim et al. 2005). Hierbei zeigt es sich
gleichzeitig bemerkenswert selektiv gegeniber dem AR und neben einer schwachen
antagonistischen Wirkung am Progesteronrezeptor keine weiteren Kreuzreaktionen mit

anderen nukledren Hormonrezeptoren (Jones et al. 2013).

In tierexperimentellen Studien mit ovar- und orchiektomierten Ratten konnte demonstriert
werden, dass Ostarine sowohl die Muskelmasse als auch die Knochenfestigkeit erhéht und
somit einen dualen Ansatz zur Osteoporosetherapie bietet (Hanada et al. 2003; Gao et al.
2005; Kearbey et al. 2007; Jones et al. 2013; Narayanan et al. 2018; Hoffmann et al. 2019;
Komrakova et al. 2019). Im Gegensatz zu der bei Osteoporose hiufig eingesetzten
antiresorptiven Therapie, welche einen weiteren Knochenabbau zu verhindern vermag, ist
Ostarine in der Lage die Knochenmasse und —festigkeit zu erhéhen (Narayanan et al.
2018).
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1.5  Hypothese und Fragestellung

In mehreren vorangegangenen Studien konnte ein osteoanaboler Effekt der SARMs auf
den osteoporotischen Knochen sowie eine Steigerung der Muskelmasse nachgewiesen
werden (Kearbey et al. 2007; Narayanan et al. 2018; Hoffmann et al. 2019; Henkies 2020).
Unsere Hypothese war es, dass sich die osteoanabole Wirkung der SARMs auch direkt auf
die durch Osteoporose beeintrichtigte Knochenheilung positiv auswirken wiirde. Eine
beschleunigte Frakturheilung und verbesserte Mobilisation konnte zu einer Reduktion der
Mortalitit und Morbiditit bei dem von Osteoporose betroffenen Patientenklientel nach
eingetretenem Frakturereignis beitragen. Eine Steigerung der Muskelkraft wirde sich
zudem indirekt positiv auf die Frakturheilung auswirken. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
als Osteoporosemodell die ovarektomierte Ratte (Kalu 1991) gewihlt, welche ein
etabliertes Modell der hiufigsten Osteoporoseform - der postmenopausalen Osteoporose-
ist. Das Ziel war es, durch die Untersuchung der metaphysiren Frakturheilung an den
Rattentibiae eine objektivierte Aussage beziiglich der Qualitit und Dynamik der

Frakturheilung im osteoporotischen Knochen unter Ostarine-Behandlung zu treffen.
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2 Material und Methoden

21 Material

Tabelle 1: Tiere und Tierhaltung

Tiere und Tierhaltungsmaterialien Bezugsquelle

Tecniplast, Hohenpei3enberg,

Makrolon Typ IV Kifig b Hland
eutschlan

Sojafreies Futter sniff S/M, 10 mm | Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,

Pellet
e Deutschland

Weibliche Ratten des Stammes Sprague- | Winkelmann, Borchen, Deutschland
Dawley

Tabelle 2: Operationsmaterialien

. . Bezugsquelle
Operationsmaterial g%q

Gebruder Martin GmbH und Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Hautklammern Michel wound brackets
7,5x1,75 mm

Korttikalisschrauben, 1,2 mm | Stryker, Selzach, Schweiz

Durchmesser, 5,6 und 7 mm Linge

Nadelhalter Fuhrmann GmbH, Much, Deutschland

Osteotomie-Siage OT 7 Piezosurgery Mectron Mediacal Technology,
Carasco, Italien

Pinzetten, anatomisch Fuhrmann GmbH, Much, Deutschland

Rasierer Aesculap Suhl GmbH, Suhl,
Deutschland

Skalpell pfm medical, Kéln, Deutschland

Vicrylfiden 4.0 Ethicon, Johnson &  Johnson,

Nordstedt, Deutschland
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5-Loch-Leibinger-Platte aus Titan, (57- | Stryker, Selzach, Schweiz
05140 XS Transfixationsplatte in T-
Form 90°)

Tabelle 3: Medikamente

Medikamente Bezugsquelle

Buptenorphin (0,3 mg/ml Temgesic®) RB Pharmaceuticals Limited, Berkshire,

England

Zoetis  Schweiz  GmbH,  Zirich,

Carprofen (Rimadyl®)
Schweiz

. ) . . Baver, Leverkusen, D hlan
Desinfektionsmittel Braunvidon ayet, Leverkusen, Deutschland

Enobosarm/Ostarine (Reinheit >98%) ];i).chemp artner  Co. Ltd. Shanghai,
ina

MEDISTAR Arzneimittelvertrieb

Ketamin (10 g/100 ml
10g ) GmbH, Ascheberg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Natriumchlorid 0,9%
Deutschland
Perphenazin (Decentan®) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Xylazin (20 mg/ml Xylariem® ) Riemser Arzneimittel AG, Greifswald,
Deutschland
Tabelle 4: Chemikalien
Chemikalien Bezugsquelle

o Roth, Karlsruhe, Deutschland
Alizarinkomplexon ’ ’

Calcein-Griin Roth, Karslruhe, Deutschland

Fukitt® Findeckmedium Kilder, Freiburg, Deutschland

Methylmetacrylsiure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Tetracyclinhydrochlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylenol-Orange Tetranatrium

Roth, Katlstuhe, Deutschland

Tabelle 5: Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerate- und Verbrauchsmaterialien

Bezugsquelle

Analyseautomat fir klinische Chemie

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Auflicht-Fluoreszenz-Stereomakroskop
Leica MZ 7-5 mit FluoCombi 111

Leica, Bensheim, Deutschland

Computerprozessor IntelPentium 4, 2.6
GHz

Intel, Santa Clara, Kalifornien, USA

Einmalkantlen B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Innenlochsige Leica SP 1600 | Leica Instruments GmbH, Nussloch,

Sagemikroton Deutschland

Kaltlichtlampe Leica KL 1500 LCD

Leica, Bensheim, Deutschland

Kamera  Leica DC  490F  auf | Leica, Bensheim, Deutschland

Auflichtmakroskop

Kleintier-Micro-CT QuantumFX | CaliperLifeScience, Hopkinton, MA,

picroCT USA

Objekttriger Gerhard Menzel, Braunschweig,
Deutschland

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rollrandflaschen Roth, Karlsruhe, Deutschland

Werkstoffpriifmaschine Typ 145660

Zwick/Roell, Ulm, Deutschland

Zentrifugen-Gefille 5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 6: Software und Programme

Software und Programme Hersteller

Excel MS Office 2010 Microsoft, Redmond, Washington,
USA

GraphPad Prism Version 5.0 GraphPad Software Inc.,, La Jolla,
Kalifornien, USA

MetaMorph Microscopy Automation & | Molecular Devices LLC, Sunnyvale

b

Image Analysis Software Kalifornien, USA
testXpert Software Zwick/Roell, Ulm, Deutschland
3DOsteoAnalyzer Software Kommerziell erwerbliche Version: Scry

v. 06 software, Kuchel & Sautter UG,
Bad Teinach-Zavelstein, Deutschland

(Saul et al. 2016; Albers et al. 2018)

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsablauf

Der Versuch wurde in einem Zeitraum von 14 Wochen mit insgesamt 63 weiblichen
Ratten des Stammes Sprague-Dawley (Fa. Winkelmann, Borchen, Deutschland) gestartet,
welche in 5 Gruppen a 12 bis 13 Tiere randomisiert wurden. Am Anfang des Versuches
stand die Ovarektomie der Ratten, um bei den weiblichen Tieren durch Ostrogenentzug
osteoporotische Verinderungen an den Knochen zu induzieren. Nach 8 Wochen, wenn
sich am Knochen der Ratten der erwiinschte osteopene bzw. osteoporotische Zustand
eingestellt hatte, der mit dem von postmenopausalen Frauen vergleichbar ist (Kalu 1991),
wurden die Tiere einer weiteren Operation unterzogen. Es wurde eine bilaterale,
metaphysire Osteotomie durchgefthrt, gefolgt von einer Osteosynthese beider Tibiae.

Wiahrend des gesamten Versuches bekamen die Ratten ausschlieflich eine Spezialdiit in
Form von sojafreiem Futter (ssniff SM R/M, 10mm Pellets, ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Deutschland). Wihrend zwei (OVX, NON-OVX) der funf Gruppen als
Kontrollgruppe dienten und ausschlieB3lich sojafreies Futter bekamen, wurde dem Futter

der tbrigen drei Versuchsgruppen (OS 0,04, OS 0,4 und OS 4) Ostarine (OS) (Reinheit >

98%, Biochempartner Co. Ltd ®, Shanghai, China), ein selektiver Androgen-Rezeptor-
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Modulator (SARM), in verschiedenen Konzentrationen unmittelbar nach der Osteotomie
tber 5 Wochen beigemischt (s. Tab. 7)

Um die Neuformation des Knochens und die etwaige Wirkung von OS auf die
Frakturheilung und Knochenstruktur besser nachvollziehen zu kénnen, wurden den Ratten
in bestimmten Abstinden Fluorochrome subkutan appliziert (Tab. 10 & Abb. 18).

5 Wochen nach der Osteotomie endete der Versuch mit der Enthauptung und Obduktion
der Tiere. Nach der Obduktion wurden die Tibiae freiprapariert und geputzt, um daran
anschlieBend biomechanische, morphologische und histologische Untersuchungen an den

ganzlich gesauberten Tibiae durchzufihren.

Tabelle 7: Behandlung der verschiedenen Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Behandlung

NON-OVX Osteotomie+Plattenosteosynthese, sojafreies Futter

OVX Ovarektomie, Osteotomie+Plattenosteosynthese, sojafreies Futter
Ovarektomie, Osteotomie+Plattenosteosynthese

08 0,04 ’ Y

Sojafteies Futter + Ostarine ( 0,04 mg/kg KG)

Ovarektomie, Osteotomie+Plattenosteosynthese,

OS 0,4 S .
sojafreies Futter + Ostarine (0,4 mg/kg KG)

0S 4 Ovarektomie, Osteotomie+Plattenosteosynthese,
sojafreies Futter + Ostarine (4 mg/ kg KG)

2.2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Die 63 weiblichen Sprague-Dawley Ratten (Fa. Winklemann, Borchen, Deutschland)
wurden in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universititsmedizin
Gottingen gehalten. Hier wurden die Ratten in Makrolon® Typ IV-Kifigen gehalten, in

welchen sich bis zu 4 Tiere gleichzeitig befanden. Die Kifige wurden regelmilig gereinigt.

Ein Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch eine sich alle 12 Stunden abwechselnde
Beleuchtung geschaffen. Die Temperatur betrug konstant 20 °C und die relative
Luftfeuchtigkeit 55%

Zu Versuchsbeginn betrug das durchschnittliche Kérpergewicht der Ratten 252,89 g (229 —
265 g). Das Gewicht der Ratten sowie der Verbrauch des Spezialfutters (ssniff SM, R/M,
10mm Pellets; ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) wurden wochentlich

gewogen und dokumentiert. Das Futter wurde wieder aufgefillt, um so zum einen die
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durchschnittliche Nahrungsaufnahme pro Tier als auch die durchschnittliche Aufnahme
des dem Futter beigemischten Ostarine pro Tier zu errechnen. Wihrend des gesamten

Versuches starben insgesamt 12 Tiere an der verabreichten Narkose.

2.2.3 Ovarektomie

Um eine Osteoporose durch Ostrogenentzug hervorzurufen, wurden bei den 56
Versuchstieren der Gruppen OVX, OS 0,04, OS 0,4 und OS 4 die Ovarien entfernt. Im
Vortfeld der Ovarektomie wurden die drei Monate alten Tiere zunichst durch eine CO»-
Narkose sediert. Daraufhin bekamen die Ratten einmal Rimadyl in einer Konzentration
von 5 mg/kg KG subcutan sowie Ketamin (Konzentration: 100 mg/kg KG) und Xylazin

(Konzentration: 7 mg/ kg KG) intraperitoneal gespritzt.

Direkt vor dem operativen Eingriff wurden alle Tiere gewogen und anschlieBend das
Operationsgebiet bilateral lateral unter dem Rippenbogen freirasiert. Dann wurde zunichst
ein paravertebraler Hautschnitt getitigt, das Retroperitoneum eréffnet und von hier weiter
in die Tiefe bis zum Peritoneum pripariert. Dieses wurde wiederum er6ffnet um
anschlieBend die Uteri und Ovarien samt der versorgenden Strukturen darzustellen. Zur
Durchfihrung der Ovarektomie wurde der Eierstock an der Tuba uterina abgeklemmt,
diese durch einen Faden ligiert und anschlieBend wurde das Ovar scharf abgetrennt. Nach
dem Erreichen und der Sicherstellung einer Bluttrockenheit wurde das Peritoneum und die
Muskeln mit 4.0 Vicrylfiden (Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt, Deutschland)
und die Haut mit Klammern (Michel wound brackets 7,5 x 1,75 mm, Gebrider Martin
GmbH und Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) wieder verschlossen. Mit der kontralateralen

Seite wurde genauso verfahren (Trautmann 2014; Weidemann 2014).

Ferner wurde jedem Tier intraoperativ ein individualisierter Transponder in den Nacken
platziert, um die Identifikation wihrend des Versuchsverlaufes zu ermdglichen.
Postoperativ wurde allen Tieren 3 ml 0,9 % Kochsalzlosung als Depot subcutan appliziert,
um eine Dehydratation vorzubeugen. Hiernach wurden die Ratten bis zum Erwachen in
einen durch eine Wirmeplatte gewdrmten Kifig gelegt und beobachtet. (Trautmann 2014,

Komrakova et al. 2015)

Bei diesem Eingriff starben sieben Versuchstiere, weshalb der Versuch mit 56 Tieren

fortgesetzt wurde.
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2.2.4 Osteotomie und Osteosynthese

8 Wochen nach der Ovarektomie, wenn davon auszugehen ist, dass eine Osteoporose,
dhnlich der, welche bei postmenopausalen Frauen auftreten kann, induziert ist (Kalu 1991),
wurden die Ratten aller Gruppen einem weiteren operativen Eingriff, der Osteotomie mit
anschlieBender Osteosynthese, unterzogen (Stuermer et al. 2010; Komrakova et al. 2018)
Die Narkose wurde weitestgehend analog zu jener der Ovarektomie durchgefihrt,

allerdings wurde zusitzlich noch Buprenorphin (0,1 mg/kg KG) subcutan injiziert.

Um einen adaquaten Zugang zum Operationsgebiet zu gewahrleisten, wurden die Tiere an
den Hinterldufen rasiert (Abb. 3) und der Bereich desinfiziert. AnschlieBend wurde mit
einem Skalpell ein circa 3 cm langer Hautschnitt Gber der medio-ventralen Tibia getitigt
und die Beugemuskulatur unter Schonung des Periost scharf abgesetzt (Brandsch 2012).
Die zukiinftige Osteotomielinie wurde circa 7 mm distal des Tibiaplateaus markiert. Nun
wurde eine 5-Loch-Leibinger-Platte aus Titan (57-05140 XS Titanfixationsplatte in T-Form
90°, Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) auf die freipripatierte ventrale Tibiakante aufgelegt.
Diese wurde manuell befestigt, und zwar so, dass die beiden proximalen Schraubenlécher
der Platte auf Hohe der Tibia-Epiphyse unter der Wachstumsfuge lagen. Durch das am
weitesten proximal gelegene Plattenloch wurde zunichst ein Schraubenkanal vorgebohrt
und die Platte dann mit einer Schraube leicht fixiert. Dieser Vorgang wurde mit dem am
distalsten gelegenen Plattenloch wiederholt. Zwei Schraubenkanile distal sowie proximal
wurden vorgebohrt, die jedoch zunichst nicht mit Schrauben bestickt wurden.
AnschlieBend wurde das angebrachte Osteosynthesematerial zeitweise aus dem
Operationsgebiet geschoben (Abb. 4). So konnte der Operateur unter Weichteilschonung
per gepulstem Ultraschall (OT 7 Piezosurgery®, Mectron Medical Technology, Carasco,
Italien) den Knochen senkrecht zur Lingsachse der Tibia osteotomieren (Abb. 4).
AnschlieBend wurde die Leibinger-Platte proximal mit zwei 7 mm 1.1er-Schrauben und
distal mit einer 4 mm und einer 5 mm 1.1er-Schraube in den hierfiir vorgebohrten Kanilen
refixiert (Abb. 5). Durch die Vorbohrungen der Schraubenlécher und die daraus folgende
determinierte Lage der Platte auf der Tibia wird eine genaue Reposition der Frakturenden
geschaffen. Der Osteotomiespalt von 0,5 mm entspricht dem verwendeten Piezosurgery®-

Sageblatt (Trautmann 2014; Weidemann 2014).

Die Beugemuskulatur wurde reponiert und mit einem 4.0 Vicrylfaden (Ethicon, Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland) wieder verniht (Abb. 6), die Haut geklammert (Michel
wound brackets, 7 x 1,75 mm, Gebrider Martin GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
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Deutschland) und die Operationswunde abschlieBend desinfiziert (Braunovidon®, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) (Abb. 7).

Der Eingriff wurde an der kontralateralen Seite wiederholt (Weidemann 2014).

Den Tieren wurde analog zum postoperativen Vorgehen bei der Ovarektomie ein 3 ml
Depot an isotoner Kochsalzlésung subcutan gespritzt. Zur Analgesie wurde auflerdem

noch Decentan (4 mg/kg KG) s.c. verabreicht

Die Tiere wurden anschlieend in einen vorgewirmten Kifig gelegt und bis zum Erwachen
beobachtet. Um auch im weiteren Verlauf eine relative Schmerzfreiheit der Tiere zu
erreichen, applizierte man den Ratten am OP-Tag einmalig Buprenorphin (0,1mg/kg KG,
s.C.), am ersten postoperativen Tag bekamen sie einmalig Rimadyl (5 mg/kg KG, s.c.)+
Buprenorphin (0,1mg/kg KG, s.c.) und ab dem zweiten bis einschlieSlich vierten Tag
wurde nur noch einmal tiglich Rimadyl (5 mg/kg KG, s.c.) gegeben.

Bei diesem Eingriff haben insgesamt funf Tiere die Narkose nicht tiberlebt. Der Versuch

wurde mit 51 Tieren weitergefthrt.

Abbildung 3: Rasur Abbildung 4: Osteotomiespalt

Hinterldufe zur Ope

vorbereitung
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Abbildung 5: 5-Loch-Leibinger- Abbildung 6: Vernihte und

Platte mit vier Schrauben reponiette Beugemuskulatur

Abbildung 7: Desinfizierte und geklammerte

Operationswunde

2.2.5 Behandlung und Ostarine-Verabreichung

Nach der Durchftihrung der Ovarektomie und der Osteotomie wurde der Versuch mit den
51 verbliebenden Ratten fortgesetzt. Es waren 10 Versuchstiere in der Gruppe NON-OVX
und 9 in der Gruppe OVX. In den Gruppen OS 0,04 und OS 4 befanden sich jeweils 11
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Versuchstiere und in OS 0,4 10 Versuchstiere. Dem Futter der Gruppen OS 0,04, OS 0,4
und OS 4 wurde Ostarine in verschiedenen Konzentrationen beigemischt (Tab. 7). Durch
wochentliches Wiegen der Versuchstiere und des Futterverbrauchs konnte man die
durchschnittliche Nahrungsaufnahme und somit Ostarine-Dosierung in Gramm pro
Versuchstier pro Tag ermitteln und auf eine wochentliche Dosis hochgerechnet werden,

welche unter der beabsichtigten Dosis lag.

2.2.6 Obduktion und Priparation

Finf Wochen nach der Ostetotomie wurden die Versuchstiere mittels Dekapitation
getotet. Davor wurden die Ratten nochmals gewogen und anschlieBend mit einer tiefen
COx-Narkose sediert. Die Dekapitation wurde mit einer Guillotine ausgefithrt und das
austretende Blut fur spitere Serumanalysen aufgefangen. Die Tibiae wurden anschlieSend
behutsam und unter Schonung der dinnen Fibulae aus dem Knie- und oberen
Sprunggelenk exartikuliert. Man entfernte einen groBen Anteil des Weichgewebes des
Unterschenkels, die restlose Freipriparation und Entfernung des Osteosynthesematerials
fand zu einem spiteren Zeitpunkt statt. Von jedem Tier wurde zufillig eine der zwei Tibiae
tiir den im folgendem beschriebenen Versuch gesammelt, wihrend die kontralaterale Tibia
fir molekulare Untersuchungen genutzt wurde, deren Analyse und Auswertung nicht
Inhalt der vorliegenden Arbeit sind. Die Tibiae wurden bis zu den im Folgenden
beschrieben Untersuchungen in 5 ml Roéhrchen bei -20 °C gelagert. Neben den Tibiae
wurden den Ratten auflerdem noch die Uteri entnommen und gewogen. Auch bestimmte
Muskeln, Femura und Wirbelkérper wurden entnommen. Diese werden in gesonderten

Arbeiten analysiert (Hoffmann et al. 2019).

2.2.7 Serumanalyse

Die Serumanalysen wurden in der Abteilung fir klinische Chemie der Universititsmedizin
Gottingen durchgefithrt. Zur Analyse der Alkalischen Phosphatase (AP) bediente man sich
eines klinisch-chemischen Analyseautomaten der Firma Roche (Roche/ Hitachi,
904/911/912/917 MODULAR P/ MODULAR D, Gerit ACN: 158, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland). Die AP-Werte wurden mithilfe eines standardisierten
Farbtestes ermittelt. Durch die photometrische Bestimmung des Reaktionsproduktes p-
Nitrophenol der AP, das sich proportional zur Aktivitit der AP verhilt, kann der
Analyseautomat durch einen Umrechnungsfaktor die Konzentration der AP berechnen

und gibt diese dann in U/l an. (Brandsch 2012)
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2.2.8 Biomechanische Untersuchung

2.2.8.1 Durchfiihrung der Untersuchung

Ziel der biomechanischen Untersuchung war es, Unterschiede hinsichtlich der Elastizitit
und Streckgrenzen zwischen den einzelnen Versuchsgruppen nachzuweisen. Um diese
Unterschiede  priagnant darstellen zu  konnen, bediente man sich  einer
Werkstoffprifmaschine (Typ 145660, Z020/TND Zwick/Roell, Ulm, Deutschland). Dazu
wurden die Tibiae auf einer speziell fir diese Art der Untersuchung angefertigten
Tragerplatte so positioniert, dass die ventrale Seite der Tibiae nach oben zeigte (Abb. 8)
und die Kraftibertragung ca. 1 mm unterhalb des Osteotomiespaltes senkrecht zur
ventralen Tibia ansetzen konnte. Die Werkstoffpriifmaschine wurde iiber das Programm
testXpert ® (Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) angesteuert, welches in einem Diagramm

die Kraft gegen die zuriickgelegte Wegstrecke aufzeichnet.

Vor Untersuchungsbeginn wurden die zu untersuchenden Tibiae vollstindig aufgetaut. Um
eine Austrocknung der Knochen zu vermeiden, wurden diese stets mit isotoner
Kochsalzlésung angefeuchtet. Zur biomechanischen Untersuchung wurden aus allen
Gruppen nur die Tibiae verwendet, welche wihrend der Frakturheilung harten Kallus
gebildet hatten. Tibiae mit weichem Kallus oder keinem Kallus konnten bei dieser
Untersuchung nicht benutzt werden. Die Trigerplatte ist ein Aluminiumblock, in welchen
zwei senkrecht zueinanderstehende Furchen eingefrist sind. Neben der longitudinalen
Furche sind vier Schrauben angebracht, welche ein seitliches Verrutschen durch
individuelle Anpassung verhindern sollen. Die Kondylen der Tibia liegen in der horizontal
zur Lingsachse der Tibia stehenden Furche, die distale Tibia in der lings zur Tibia
verlaufenden Furche. So positioniert und stabilisiert wird sichergestellt, dass die Tibiae sich
wihrend der Kraftibertragung nur longitudinal ausdehnen kénnen. Die so positionierte
Tibia wird auf der Trigerplatte in der Werkstoffprifmaschine platziert. Zur
Kraftiibertragung diente ein abermals speziell fir diese Art der Untersuchung gefertigter
Rollenstempel mit einer zirkuliren Nut, welche ca. 1 mm unterhalb des Osteotomiespaltes
ansetzte. Die ventrale Tibiakante sollte direkt in der Nut liegen (Abb. 9). Der
Rollenstempel wurde nun herabgesenkt und eine Vorkraft von 1 N erzeugt. Die Position
der Tibia wurde nun abermals kontrolliert und wenn nétig korrigiert. AnschlieSend wurde
die biomechanische Untersuchung gestartet, indem sich der Rollenstempel kontinuierlich
mit einer Geschwindigkeit von 5 mm/min absenkte und somit zunehmend Kraft auf die
eingelegte Tibia ausiibte. Die aufgewandte Kraft wurde alle 0,1 mm gemessen und in einem

Kraft-Weg-Diagramm aufgezeichnet. Da es nicht das Ziel der Untersuchung war, einen
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erneuten Bruch der Tibia herbeizufithren, galt es dies zu verhindern. Daher kam es zum
automatischen Abbruch der Kraftiibertragung, wenn sich der lineare Kurvenverlauf des
Kraft-Weg-Diagrammes grofler als 2 mm verdnderte oder aber ein Kraftabfall von groB3er

als 2 N registriert wurde.

Um die Anzahl der Messfehler durch den Untersucher méglichst gering zu halten, wurde
im Vorfeld zu dem Test eine Validierung mit zehn linken und zehn rechten nicht
osteotomierten Rattentibiae durchgefithrt. Lagen in diesen Messungen die Abweichungen
zwischen den erhobenen Daten unter 10%, konnte mit dem Test von osteotomierten

Tibiae begonnen werden. (Stiirmer et al. 2006; Weidemann 2014)

Abbildung 8: Aufsetzen der Nut an der ventralen
Tibiakante

Abbildung 9: Korrekte

Positionierung der Tibia auf

der Trigerplatte

2.2.8.2 Biomechanische Untersuchung

Die Auswertung der biomechanischen Untersuchung erfolgte durch die Analyse der
aufgezeichneten Kraft-Weg-Diagramme mit Hilfe von Microsoft Excel (MS Office 2010).
Diese zeigen einen typischen Kurvenverlauf, welcher sich in drei verschiedene Phasen

einteilen lasst. In der ersten Phase kommt es zur elastischen Deformation und der
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Kurvenverlauf ist linear. Die Dehnung der Tibia ist noch reversibel. Der Ubergang der
elastischen in die plastische Deformation markiert den Beginn der zweiten Phase und wird
auch als Streckgrenze oder yield load bezeichnet. In dieser Phase ist der Kurvenverlauf nicht
mehr linear. Es kommt zu einer plastischen Verformung des trabekuliren Knochens,
welche irreversibel sind, aber die Struktur nicht schidigen. Diese Phase endete mit dem

Erreichen der maximalen Kraft (Fimax).

2.2.9 Messparameter

2.2.9.1 Elastizitit

Die Elastizitit beschreibt die Fahigkeit der reversiblen Verformung der jeweils
untersuchten Tibiae und stellt sich im Kraft-Weg-Diagramm als linearer Kurvenanstieg dar.

Sie wird in N/mm angegeben. (Brandsch 2012; Trautmann 2014; Weidemann 2014)

2.2.9.2 Streckgrenze (yield load)

Die Streckgrenze, oder auch yield load, ist der Punkt, an dem es zum Ubergang von der
elastischen in die plastische Deformation des Knochens kommt und die Kurve im Kraft-
Weg-Diagramm nicht mehr linear verlduft. Ermittelt wurde dieser mit Hilfe einer
Regressionsgeraden und deren Standardabweichungen, welche aus den Daten des linearen
Kurvenanteils der jeweiligen Tibiae berechnet wurde. Als Streckgrenze definiert ist jener
Punkt, an welchem es zu einem Steigungsabfall der Kurve, also einer Abnahme der
Elastizitit um mehr als zwei Standardabweichungen kam (Stiirmer et al. 20006). Die

Streckgrenze wird in N angegeben. (Stiirmer et al. 2006; Brandsch 2012; Trautmann 2014)

2.2.9.3 Maximalkraft (Frax)

Unter Maximalkraft (Fn.) versteht man die Kraft, welche die Tibia gerade noch tragen
kann, ohne zu brechen. Sie stellt den hochsten Punkt der Kurve dar und wird in N

angegeben. (Stirmer et al. 2006; Weidemann 2014)

2.2.10 Mikro-Computertomographie

2.2.10.1 Scan der Tibiae

Die Tibiae wurden in einem Kleintier-Micro-CT = (QuantumFX  picroCT,
CaliperLifeScience, Hopkinton, Massachusetts, USA) gescannt. Um ein Verrutschen
wihrend des Scans zu vermeiden wurden die Tibiae einzeln auf einem mit Schaumstoff

ausgekleideten Probenhalter platziert. Jeder Aufnahme wurde ein Dichtephantom
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beigefiigt, welches fir die spitere Kalibrierung und Auswertung der Scans essentiell war.
Nachdem das Gerit aufgewirmt war, wurden die im Scan-Protokoll festgelegten Scan-
Parameter (Tab. 8) eingestellt und waren somit fir jede Aufnahme identisch. Anschlieend
wurde der Probenhalter samt Tibia und Phantom auf einem Probentisch gesetzt und in den
Roéntgenzylinder geschoben. Mittels Live-Scan konnte man die Position der Tibia auf dem
Bildschirm des Gerites kontrollieren und gegebenenfalls korrigieren. War die Position
korrekt, wurde der Scan gestartet und die automatisch entstandenen 3D-Rekonstruktionen
der gescannten Tibia in der vorher angelegten Datenbank unter der jeweiligen

Versuchstiernummer gespeichert (Weber 2019).

Tabelle 8: Parameter des Scan-Protokolls fiir die Anfertigung von 3D-CT-Scansmit

QuantumFX picroCT
Scan-Parameter Verwendeter Wert & Einheit
Rohrenspannung 70 kV
Rohrenstromstirke 200 pA
Scan-Zeit 2 Minuten
Rotation 360 °
Projektionen 3600
Field of views (FOV) 20 x 20 mm’
Pixel Matrix 512
Effektive Voxelgrof3e 40 x 40 x 40 pm’

2.2.10.2 Auswertung der Mikro-CT-Scans

Zur Auswertung der 3D-Scans bediente man sich des eigens hierfiir entwickelten
Programmes 3DOsteoAnalyzer. Das Programm ermdglicht es, die importierten Scans
sowohl in 2D als auch in 3D darzustellen und sie hinsichtlich ihrer Knochendichte zu
analysieren und die Knochenvolumina zu messen (Komrakova et al. 2015; Komrakova et
al. 2018) Nach dem Import des jeweiligen Scans in die Software wurde zunichst das

Kalibrierungsphantom von dem eigentlichen Scan der Tibia isoliert.

Da die Roéntgenabschwichung ein Mal3 fir die Elektronendichte des Materials ist, jedoch

nicht fiir die Massendichte, war der Finsatz dieses Phantoms fur die Dichteberechnung der
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Knochen unabdingbar (Valencia et al. 2006). Die 5 Kammern des Phantoms beinhalteten
Materialien, deren Dichte bekannt war und jeweils ein Aquivalent, bspw. zu Knochen
darstellte. Durch das von dem Phantom erstellte Grauwert-Histogramm (Abb. 10) konnte
man nun den bekannten Dichten der Materialien (0,2 g/cm’, 0,4 g/cm’, 0,6g/cm’, 0,8
g/cm’, 1 g/cm’) manuell die jeweiligen Grauwerte der einzelnen Peaks des
Grauwerthistogramms zuordnen. Sie wurden in eine Tabelle eingetragen und daraus eine
Ausgleichsgerade bestimmt. Lief diese gegen 1, konnte man die eingetragenen Daten zur
weiteren Analyse verwenden. So war es moglich in der spiteren Analyse durch die
Grauwerte auf die jeweilige Dichte des untersuchten Gewebes zu schlieSen. Dieser Schritt

wurde vor jeder Scanauswertung wiederholt.

Nachdem also die jeweiligen Grauwerte fir die bestimmten Dichten festgelegt waren,
wurde die Analyse des eigentlichen Scans fortgesetzt. Da nicht der gesamte Knochen
analysiert werden sollte, sondern nur der fiir die Fragestellung relevante Teil direkt um den
Osteotomiespalt, wurde ein Messrahmen tiber eben diesen Bereich gelegt (Abb. 11). Dieser
maf3 in Breite und Tiefe jeweils 9 mm, in der Hoéhe 3 mm, also vom Osteotomiespalt
jeweils 1,5 mm nach proximal und distal gehend. Alle auBlerhalb des Messrahmens

liegenden Tibiaanteile wurden entfernt (Abb. 12) (Komrakova et al. 2018).
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Abbildung 10: Grauwerthistogramm des
Kalibrierungsphantoms

Abbildung 11: Me3rahmen nach
Entfernen der restlichen Tibiaanteile;
Gruppe OS 0,04

Von dem tbriggebliebenen Messbereich wurde nun wiederrum ein Grauwert-Histogramm

Abbildung 12: Position des Mel3rahmens;
Gruppe OS 0,04

erstellt. In diesem stellten sich auf der x-Achse die zunehmende Roéntgenabschwichung
und auf der y-Achse die Anzahl der sich dort befindenden Bildpunkte dar. Das bedeutete,
dass von links nach rechts die Rontgenabschwichung und somit auch die Mineralisierung
des Knochens, zunahm. Es ergab sich ein typisches viergipfliges Histogramm. Der erste
Gipfel entsprach der Rontgenabschwichung durch die Luft, weswegen er ausgeblendet
wurde. In dem zur weiteren Auswertung verbliebenen Histogramm waren nun drei Peaks
zu sehen (Abb. 13). Diese entsprachen von links nach rechts (also mit zunehmender
Mineralisierung) dem Weichteilgewebe, dem Kallus und der Kortikalis. Um nun
Knochendichte und Knochenvolumina messen zu kénnen, wurden zunichst drei Tibiae
aus der Gruppe NON-OVX und drei Tibiae aus der Gruppe OVX mit jeweils gut
abzugrenzenden Peaks untersucht. Hier wurden zunichst den jeweiligen Peaks manuell ein
oberer und ein unterer Schwellenwert zugeordnet und notiert. In der 2D- Darstellung der
CT-Aufnahmen firbte sich der im Grauwert-Histogramm eingegrenzte Bereich grin,
womit sich auch eine visuelle Kontrolle ergab (Abb 14). Aus den so ermittelten
Grenzwerten wurde ein Mittelwert errechnet, welcher dann als definierter unterer
Schwellenwert fur die jeweiligen Grauwertbereiche Weichteil (Abb. 13, a), Kallus (Abb. 13,
b) und Kortikalis (Abb. 13, c) eingesetzt und in der durchgefiihrten Untersuchung fiir alle

Tibiae angewandt wurde. Die Software errechnete fiir jeden, mit den definierten unteren
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Schwellenwerten eingestellten Bereich, mittlere Dichte und Volumina, welche in eine

Excel-Tabelle tibertragen und gespeichert wurden. (Weidemann 2014; Weber 2019)

Abbildung 13: Grauwerthistogramm nach Ausblenden der Luft;
a = Weichteile; b = Kallus; ¢ = Kortikalis; Gruppe NON-OVX
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Abbildung 14: 2D-Betrachtung des im Grauwerthistogramm
grun eingefirbten, eingegrenzten Bereich der Kortikalis;
Gruppe NON-OVX

2.2.10.3 Messparameter der Micro-CT-Untersuchung

Die in der Micro-CT-Untersuchung erhobenen Daten betrafen zum einen die in g/cm’
angegebene Knochendichte, also die Dichte von Weichteil, ossirem Kallus und Kortikalis,
sowie die Gesamtdichte und zum anderen die in mm’ angegebenen Knochenvolumina von
Weichteil, ossirem Kallus und Kortikalis, sowie auch hier das Gesamtvolumen.
Schlussendlich wurde auch die bone volume fraction (BV/TV) bestimmt und in Prozent

angegeben. Die BV/TV berechnet sich mittels nachfolgender Formel:

BV/TV (0/0) _ Knochenvolumen %100

Gesamtvolumen

Wobei sich hier das Knochenvolumen als Summe aus Kortikalis- und ossirem
Kallusvolumen ergab. Die Berechnungsgrundlage der iibrigen bereits genannten Parameter

ist der folgenden Tabelle (Tab. 9) zu entnehmen.

Tabelle 9: Messparameter und deren Berechnungsgrundlage in der Micro-CT
Untersuchung (Trautmann 2014)

Messparameter & Einheit Berechnungsgrundlage

Kallusdichte in g/cm’ Dichte des ossaren Kallusanteils am Knochen

Kortikalisdichte in g/cm’ Dichte des Kortikalen Anteils am Knochen

Weichteildichte in g/cm’ Dichte des Weichgewebeanteils am Knochen

Gesamtvolumen in mm?’ Summe aus  Kallus-, Kortikalis  und
Weichteilvolumen

Kallusvolumen in mm’ Volumen des ossiren Kallusanteils am Knochen

Kortikalisvolumen in mm? Volumen des Kortikalisanteils am Knochen
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Weichteilvolumen in mm® Volumen des Weichteilanteils am Knochen

BV/TV gesamt in % Anteil des Knochenvolumens am Totalvolumen

ossarer Kallusanteil am Gesamtkallus in % Anteil des ossiaren Kallus am Kallusvolumen

2.2.11 Histologische Untersuchung
2.2.11.1 Mikroradiographie

2.2.11.1.1 Fertigung der histologischen Schnitte und der Mikroradiographien

Fir die histologischen Untersuchungen wurden die Tibiae zunichst entwissert und
entfettet. Um dies zu erreichen, legte man die Knochen fiir eine bestimmte Zeit in einer an
Stirke zunehmenden Alkoholreihe ein um sie dann in einem Alkohol-
Methylmethacrylsdauregemisch und schlieBlich nur noch in Methylmethacrylsiure (MMA)
einzulegen. Dies geschah in folgender Reihenfolge: vier Tage in 70%igem Ethanol, 3 Tage
in 80%igen Ethanol, 8 Tage in 96%igem Ethanol, drei Tage in einem 96%igem Ethanol-
MMA-Gemisch in einer 1:1 Konzentration und abschlieBend drei Tage in reinem MMA.
Danach wurden die einzelnen Tibiae zur endgultigen Aushirtung fiir drei Wochen in 40
ml-Rollrandflaschen gegeben, welche mit einem Gemisch aus 1000 ml MMA, 200 ml
Dibutylphtalat und 29 g Benzylperoxid aufgefiillt wurden. Die nach ca. drei Wochen in den
MMA-Bl6cken ausgehirteten Tibiae wurden aus den Rollrandflaschen gel6st und mit Hilfe
einer Innenlochsige (Leica SP 1600 Sigemikroton, Leica Instruments GmbH, Nussloch,
Deutschland) wurden 150 um dicke Schnitte angefertigt. Dabei verlief die Schnittrichtung
sagittal durch die Tibiae. Zur spiteren Auswertung wurden drei aufeinanderfolgende
Schnitte aus der Tibiamitte gewihlt. Zur Fertigung der Mikroradiographien galt es die
Schnitte mit einem Faxitron-Rontgengerit (Modell-Nr. 43855A, Faxitron X-Ray system,
Hewlett-Packard, San Diego, USA) auf Kodak Professional Film (KODAK INDUSTREX
SR45 Film ISO 9002, Rochester, USA) zu bringen. Der Rontgenvorgang wurde mit einer
Rohrenspannung von 10 kV, einer Stromstirke von 0,3 mA und einer Belichtungszeit von
drei Minuten durchgefiihrt. Alle Aufnahmen wurden beschriftet und aufbewahrt.

(Trautmann 2014; Weidemann 2014; Weber 2019)

2.2.11.1.2 Digitalisierung der Mikroradiographien

Um die Auswertung zu ermdglichen, mussten die Mikroradiographien zunichst digitalisiert
werden. Die Bilder wurden durch das Leica Stereomakroskop (Leica MZ 7-5, Bensheim,

Deutschland) betrachtet und mittels einer an diesem angebrachten Kamera (Leica DC
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300F, Bensheim, Deutschland) auf den Computer (IntelPentium 4, 2.6 GHz) ubertragen.
Als Lichtquelle fiur das Makroskop diente eine Kaltlichtlampe (Leica KL 1500 LCD,
Bensheim, Deutschland). Die technischen Einstellungen fir Makroskop, Kamera und

Software, die sich in diversen Vorversuchen als ideal zeigten, wurden einheitlich gehalten.

So wurde am Makroskop ein 1,0er Objektiv verwendet und der Schalter fir die
Blendenéffnung auf die Position B gesetzt. Dabei ist Position A die kleinste und Position
E die groB3tmogliche Blendenoffnung. Somit wurde eine mallige Helligkeit der Bilder bei
einer 10-fachen VergroBerung erreicht. Die Betriebstemperatur lag konstant bei 3000 K.
Die Auswertung wurde stets in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt, um etwaige
Verfilschungen durch zusitzliches artifizielles Licht zu vermeiden. Einer Verfialschung
durch den Untersucher wurde vorgebeugt, indem die Reihenfolge, in welcher die Schnitte

digitalisiert und ausgewertet wurden, willkiirlich stattfand.

Alle Mikroradiographien wurden auf gleiche Weise unter dem Makroskop positioniert, und
zwar so, dass der proximale Tibiaanteil oben, der distale unten sowie der ventrale
(plattennahe) Anteil links und der dorsale (plattenferne) rechts zu finden war. Die
Aufnahmen wurden zunichst als Live-Bild in der Software MetaMorph® (MetaMorph®
Microscopy Automation & Image Analysis Software, Molecular Devices LLC, Sunnyvale,
Kalifornien, USA) angezeigt. Nun konnte gegebenenfalls noch hinsichtlich Schirfe,
Kontrast oder Position nachjustiert und der Schnitt auf Auswertbarkeit Gberpriift werden.
Das bedeutete die Tibia beztglich des Vorhandenseins einer Kortikalis zu tberprifen.
Schnitten, die gar keine oder gar zu grofle Kortikalisflichen aufwiesen, wurden von der
Auswertung ausgeschlossen. Somit konnte es nicht zu einer Verfilschung der Werte
kommen. Wenn eine gute Einstellung gefunden war und nichts gegen die Verwendung des
Schnittes sprach, wurde die Aufnahme importiert und stand somit zur Auswertung bereit

(Trautmann 2014; Weidemann 2014).

2.2.11.1.3 Auswertung der Mikroradiographien

Arbeitsschritt 1: Graudetektion

Nach Import des Bildes wurde zunichst eine Ziellinie iiber dem Osteotomiespalt justiert
und ebenfalls ein genormter Messrahmen, der 1,5 mm in jede Richtung maf3, auf die Tibia
gelegt. Dann wurde eine Graudetektion am Knochen durchgefiihrt. Alle von der Software
als Knochen erkannten Strukturen wurden automatisch grin eingefirbt. FEine

Nachdetektion durch den Untersucher stellte sicher, dass alle Knochenstrukturen erfasst
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wurden, wobei hier darauf hinzuweisen bleibt, dass eine leichte Uberdetektion erlaubt war

(Trautmann 2014; Weidemann 2014).
Arbeitsschritt 2: Flichendefinition

Im nichsten Arbeitsschritt wurden die einzelnen Knochenanteile definiert. Man umrandete
zunichst den gesamten Knochen manuell auch iiber den definierten Messrahmen hinaus,
wobei abgesprengte Knochenanteile auBlenvorgelassen wurden. AnschlieBend wurden
jeweils getrennt voneinander folgende Tibiaanteile konturiert und damit definiert: die
Kortikalisfliche ventral (plattennah) proximal und distal, Kortikalisfliche (plattenfern)
proximal und distal. Es wurde fortgefahren mit der Kallusfliche. Diese wurde ventral,
endostal und dorsal umrandet (Abb. 15). Die Software gab jeden einzelnen Arbeitsschritt
vor und verhinderte auch eine versehentliche doppelte Auswahl eines Bereiches.
Korrekturen konnten stets bei noch nicht geschlossener Umrandung vorgenommen

werden.
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Abbildung 15: Flichendetektion einer Mikroradiographie;
Kortikalisfliche: a = ventral,proximal; b = ventral,distal; ¢ =
dorsal,proximal; d = dorsal,distal; Kallusfliche: e = ventral; f =

endostal, g = distal; Gruppe OVX

Arbeitsschritt 3: Dickenbestimmung der Knochenstrukturen
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Nachdem die Flichen festgelegt waren, konnte man mit der Bestimmung der
Knochendicken fortfahren. Die Knochendickenbestimmung wurde mittels Vektoren,
welche Gber den zu bestimmenden Bereich gelegt wurden, durchgefiihrt. Auch hier gab die
Software jeden Arbeitsschritt vor. Als erstes wurde die Kortikalisdicke bestimmt. Es
wurden 5 Vektoren senkrecht zur Lingsachse der Tibia iiber die osteotomienahe Kortikalis
gelegt, und zwar jeweils tber die distale Kortikalis der ventralen wie auch der dorsalen

Tibia (Abb. 16). Die Vektoren durften die eigentliche Kortikalis durchaus iiberragen, da

Abbildung 16: Beispielhafte Darstellung der durch die vorangegangene

Vektorenmarkierung der dorso-distalen Flichendetektion der Kortikalis der
Kortikalis einer Mikroradiographie; Gruppe

Messbereich klar definiert war und die
OVX
Software nur die Linge der Vektoren in
die Berechnung mit einflieBen lieB, die
auch tatsichlich tber der Kortikalis lagen. Um die Kallusdicke zu bestimmen wurden,
dhnlich wie bei der Kortikalisdickenbestimmung, mehrere Vektoren senkrecht zur

Lingsachse der Tibia Gber den ventralen und anschlieSend tGber den dorsalen Kallusanteil

on der Software nur die Vektorenlinge zur

br dem im Vorfeld definierten Bereich
rchmesser bestimmt, indem abermals
te Breite der Tibia gelegt wurden. Die

btomiespaltes und dann distal des

in der Berechnung nur die als
. Alle Ergebnisse wurden gespeichert

D14; Weidemann 2014)
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2.2.11.1.4 Messparameter der Mikroradiographie

Kortikalis- und Kallusdicke der ventralen wund dorsalen Tibia, sowie der
Knochendurchmesser proximal und distal des Frakturspaltes, alle werden in mm
angegeben, wurden als arithmetisches Mittel aus den finf tber die jeweiligen Bereiche
gelegten Vektoren berechnet, aus welchem sich die jeweilige durchschnittliche Dicke bzw.

der durchschnittliche Durchmesser ergab.

Die Kortikalis- und Kallusdichte wird in % angegeben und zeigt den jeweiligen
prozentualen Anteil des Knochens an den definierten Flichen. Es wurden folgende
Flichen definiert: Kortikalisdichte ventral und dorsal, Kallusdichte ventral, endostal und

dorsal.

Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung der
Vektorenmarkierung zur Berechnung der
Kallusdicke; orange = ventraler Kallusanteil;  2.2.11.1.5 Validierung
hellblau = dorsaler Kallusanteil; Gruppe
OVX
Die Vielzahl der manuell

durchzufiihrenden Arbeitsschritte und auch die visuelle Uberpriifung machen diese
Datenerhebung stark Untersucherabhingig. Daher wurden die morphometrischen
Untersuchungen alle von einem einzigen Untersucher durchgefiihrt, um etwaige
untersucherabhingige Messschwankungen zu vermeiden. Die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse wurde durch im Vorfeld wiederholte Auswertung von drei willkiirlich
ausgewahlten Schnitten gewihrleistet. Diese durften in ihren Ergebnissen nicht mehr als
+10% von den jeweiligen Mittelwerten abweichen. Erst wenn dies erreicht war, wurde mit

der eigentlichen Untersuchung fortgefahren.

2.2.11.2 Polychrome Sequenzmarkierung

2.2.11.2.1 Prinzip und Zielsetzung der polychromen Sequenzmarkierung

Um die Kinetik der Frakturheilung besser betrachten und analysieren zu konnen bedient
man sich der polychromen Sequenzmarkierung. Diese erlaubte es, durch Applikation von
Fluorochromen zu verschiedenen Zeitpunkten, den dynamischen Prozess der
Frakturheilung analog festzuhalten und messbar zu machen. So wurden den lebenden
Ratten zu verschiedenen festgelegten Zeitpunkten vier verschiedene Fluorochrome
subkutan injiziert (gema3 Rahn 1976) (Abb. 18; Tab 10). Folgende Fluorochrome, oder
auch Fluoreszenzfarbstoffe, wurden verwendet: Xylenol-Orange Tetranatriumsalz (XO),

Calcein-Grin (CG), Alizarinkomplexon (AK) und Tetracyclinhydrochlorid (T'C) (Merck,
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Darmstadt, Deutschland). Die Farbstoffe wurden vor Applikation in einer der Tabelle 4 zu
entnehmenden Konzentration in isotoner Kochsalzlosung (TC) oder aber in destilliertem
Wasser (XO, CG, AK) gel6st. Die applizierten Fluoreszenzfarbstoffe bildeten mit Kalzium
Chelatkomplexe, welche im Zuge der Mineralisierung des neugebildeten Knochens in
diesen eingebaut wurden und fluoreszierende Banden bildeten. Auf Grund der festgelegten
Applikationszeitpunkte konnte man jeder Bande sowohl einen Zeitpunkt in der
Frakturheilung zuordnen als auch auf Lokalisation und Konzentration des neugebildeten

Knochens schliefen. (Trautmann 2014; Weidemann 2014)

Tabelle 10: Zeitpunkte der Applikation und Dosierung der Fluochrome

Fluorochrom | Zeitpunkt der Applikation / | Dosierung in mg/kg | Dosierung
Farbungszeitraum seit Osteotomie | Kérpergewicht in ml
(in Tagen)
XO 13.Tag / 1.- 13. 90 0,5
CG 20. Tag/ 14.-20. 10 0,3
AK 28. Tag/ 21.-28. 30 0,5
TC 36. Tag / 29.-36. (Obduktion) 25 0,5
Osteotomie XO-Applikation CG-Applikation AK-Applikation ~ TC-Applikation/
Tag 1 Tag 13 Tag 20 Tag 28 Obduktion
Tag 36

Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Frakturheilung und Applikationszeitpunkte der

Fluorochrome zur polychromen Sequenzmarkierung
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2.2.11.2.2 Digitalisierung der polychromen Sequenzmarkierung

Die wie in 2.9.1.1 beschrieben hergestellten histologischen Schnitte wurden mit Eukitt®
(Fa. Kilder, Freiburg, Deutschland) auf Objekttrigern fixiert. Die so aufbereiteten Schnitte
wurden dann nacheinander mit Hilfe des Leica Auflicht-Fluoreszenz-Stereomakroskops
(Leica MZ 7-5; mit FluoCombi III, Bensheim, Deutschland) unter Verwendung von
Blaulicht untersucht. Als zusitzliche Lichtquelle des Makroskops diente noch eine
Quecksilberh6chstdruck-Lampe, welche eine Leistung von 100 Watt hatte. Die Bilder
wurden, nach adaquater Positionierung und Beurteilung hinsichtlich ihrer Auswertbarkeit,
mit Hilfe der am Makroskop angebrachten Kamera (Leica DC 490F, Bensheim,
Deutschland) auf den Computer (IntelPentium 4, 2,6 GHz) ubertragen. Auch bei diesem
Vorgehen wurden standardisierte Einstellungen gewiahlt. So wurden die Schnitte mit einem
1,6er-Objektiv 16fach vergroflert. Durch einen Anregungsfilter im Wellenlingenbereich
von 450 — 490 nm konnte die beabsichtigte Fluorochromanregung durch das eingesetzte
Blaulicht erreicht werden. So fluoreszierten die eingesetzten Fluorochrome wie folgt: XO
orange, CG grin, AK rot und TC gelb. Die Belichtungszeit wurde individuell je nach
Schnittdicke, welche aus technischen Griinden minimal variieren konnten, eingestellt und
lag zwischen 9-12 s. Die entstandenen Bilder wurden auf dem Computer tGbertragen,
benannt und gespeichert. AnschlieBend konnte man die gespeicherten Bilder in die
Software MetaMorph® (MetaMorph® Microscopy Automation & Image Analysis Software,
Molecular Devices LLC, Sunnyvale, Kalifornien, USA) importieren und analysieren.

(Trautmann 2014; Weidemann 2014)

2.2.11.2.3 Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung

Arbeitsschritt 1: Flachendefinition

Die initialen Arbeitsschnitte verhalten sich bei der Flichendefinition analog zu der
Mikroradiograhie. Nach Umrandung des ganzen Knochens wurden die folgenden
Kortikalisflichen nacheinander definiert: Kortikalisfliche ventral proximal und distal, sowie
die Kortikalisflichen dorsal proximal und distal. Zur Identifizierung der Kortikalis machte
man sich den Umstand zu Nutze, dass in der Kortikails weniger Umbauprozesse
stattgefunden hatten als im osteotomienahen Kallus. Daher stellte sich die Kortikalis im
Gegensatz zum Kallus weniger bis nicht fluoreszierend dar (Abb. 19-21). Waren die
Kortikalisflichen determiniert, fuhr man fort die einzelnen Kallusflichen festzulegen. Es

wurde nacheinander der ventrale, der dorsale und der endostale Kallus umfahren und somit
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definiert. Auch hier wurde durch Software eine versehentliche Doppelauswahl eines

Bereiches vermieden. (Trautmann 2014; Weidemann 2014; Weber 2019)
Arbeitsschritt 2: Definition der Fluorochrom-markierten Flichen

Hier galt es nun die verschieden fluoreszierenden Areale den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffen zuzuordnen. Unter der Blaulichtfluoreszenz stellten sich die
Fluorochrom-markierten Kallusflichen wie folgt dar: XO zeigte sich orange, CG griin, AK
rot und TC fluoreszierte gelb. Auch zu erwahnen ist, dass die Areale, welche durch XO
angefirbt wurden, meist nur sehr klein und die von CG-markierten Arealen umschlossen
waren. Daher wurden die XO-markierten Bereiche zu den CG-markierten Arealen
gerechnet. Also fand schlussendlich eine quantitative Analyse der CG- (Abb. 19), AK-
(Abb. 20) und TC- markierten Areale (Abb. 21) statt. Durch die in Arbeitsschritt 1
beschriebene Flichendefinition, konnte die Software die verschiedenen umkreisten
Fluoreszenzareale den jeweiligen Kallusflichen zuordnen und somit deren Anteil an der

Kallusfliche, sei es ventral, endostal, dorsal oder die Gesamtkallusfliche, berechnen. Alle

Ergebnisse wurden gespeichert und in eine Excel-Tabelle tibertragen. (Trautmann 2014;

Weidemann 2014)

Abbildung 19: Beispielhafte Abbildung 20: Beispiclhafte ~ Abbildung 21: Beispielhafte
CG-Markierung; Gruppe OS  AK-Markierung; Gruppe OS TC-Markierung; Gruppe OS
0,0 4 0’04 0,04

2.2.11.2.4 Messparameter der polychromen Sequenzmarkierung

Die durch die polychrome Sequenzmarkierung erhobenen Daten werden in Tab. 11
dargestellt. Es wurde der Gesamtkallus jeweils ventral, endostal und dorsal gemessen, sowie

die Fluorochrom-markierten Flichen in den jeweiligen Kallusflichen.
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Tabelle 11: Messparameter der polychromen Sequenzmarkierung

Messparameter & Einheit

Berechnungsgrundlage

Kallus ventral

Gesamtkallusfliche in mm?

Absolutflache des ventralen Kallus

CG — Fliche in mm?

Absolute Flache der CG-markierten Areale

im ventralen Kallus

AK — Fliche in mm?

Absolute Flache der AK-markierten Areale

im ventralen Kallus

TC-Fliche in mm?

Absolute Flache der TC-markierten Areale

im ventralen Kallus

Messparameter & Einheit

Berechnungsgrundlage

Kallus endostal

Gesamtkallusfliche in mm?

Absolute Flache des endostalen Kallus

CG- Fliche in mm?

Absolute Fliche der CG-markierten Areale

im endostalen Kallus

Messparametere & Einheit

Berechnungsgrundlage

AK- Fliche in mm?

Absolute Fliche der AK-markierten Areale

im endostalen Kallus

TC- Fliche in mm?

Absolute Flache der TC-markierten Areale

im endostalen Kallus

Kallus dorsal

Gesamtkallusfliche in mm?

Absolute Fliche des dorsalen Kallus

CG-Fliche in mm?

Absolute Fliche der CG-markierten Areale

im dorsalen Kallus

AK- Fliche in mm?

Absolute Fliche der AK-markierten Areale

im dorsalen Kallus
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TC- Fliche in mm? Absolute Fliche der TC-markierten Areale

im dorsalen Kallus

Gesamtkallusfliche total in mm® Absolute Kallusfliche (ventral, endostal und

dorsal) in mm?

2.2.11.2.5 Validierung

Alle Auswertungen wurden von einem Untersucher durchgefithrt. Vor der eigentlichen
Auswertung der Tibiae wurden an drei randomisiert ausgewihlten Schnitten zunichst
mehrfach eine Auswertung vollzogen und anschlieBend die Ergebnisse verglichen. Wichen
diese weniger als = 10% von den jeweiligen Mittelwerten ab, konnte mit dem eigentlichen

Versuch begonnen werden.

2.2.12 Statistik

Die Ergebnisse aller Untersuchungen wurden statistisch ausgewertet und graphisch
dargestellt. Hierfir wurde die Software GraphPad Prism (Version 5.0a, GraphPad Software,
Inc., Januar 2008, La Jolla, CA, USA) benutzt. Es wurde ein Vergleich des Mittelwertes ==
der Standardabweichung zwischen den einzelnen Gruppen fir jeden einzelnen
Messparameter angefertigt. Um eine Signifikanz der erhobenen Daten zwischen den
Gruppen festzustellen wurde zunichst eine Varianzanalyse (one-way ANOVA) und
anschlieBend eine post-hoc-Analyse mit dem Tukey-Kramer-Test durchgefihrt. Fir alle

Ergebnisse galt dabei als Signifikanzniveau p < 0,05. (Trautmann 2014; Weidemann 2014)
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden alle Ergebnisse in Tabellen oder Abbildungen zusammengefasst. Die

signifikanten Unterschiede wurden wie folgt gekennzeichnet:

Tabelle 12: Kennzeichnung der signifikanten Unterschiede

Kennzeichnung Bedeutung

a signifikant zu NON-OVX

b signifikant zu OVX

c signifikant zu OS 0,04

d signifikant zu OS 0,4

e signifikant  zu allen  ovarektomierten
Gruppen

* p< 0,05 (signifikant)

ok p< 0,01 (hoch signifikant)

ok p< 0,001 (hochst signifikant)

3.1  Korpergewicht

Vor der Ovarektomie (OVX), also zu Beginn des Versuches, war kein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen festzustellen. Das durchschnittliche
Gewicht der Versuchstiere lag bei 248,74 g. An dem direkt vor der Durchfihrung der
Osteotomie gemessenen Gewicht der Tiere lie3 sich eine deutliche Gewichtszunahme in
allen Gruppen erkennen (Tab. 13). Vor allem aber in den Gruppen der ovarektomierten
Tiere, OVX, OS 0,04, OS 0,4 und OS 4, konnte eine héchst signifikante Gewichtszunahme
im Vergleich zu NON-OVX ermittelt werden (Tab. 13). Im weiteren Verlauf bis zur
Totung kam es zu einer weiteren Zunahme des Gewichtes in allen Gruppen, wobei die
hochst — signifikanten  Unterschiede  hinsichtlich  des Gewichtes zwischen den

ovarektomierten (OVX, OS 0,04, OS 0,4, OS 4) und nicht ovarektomierten (NON-OVX)
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Tieren weiterhin bestanden. OS-Behandlungen haben keinen Effekt auf das Korpergewicht

gezeigt (Hoffmann et al. 2019)

Tabelle 13: Kérpergewichte der Versuchstiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten des

Versuchs (Mittelwerte = Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX | OVX 0S 0,04 0S 0,4 OS 4
Gewicht  vor | 247,7+ 2533+ 2452+ 248,6+ 248,9+
OVX @@ 424 9,18 8,65 9,40 7,03
Gewicht  vor | 301,5% 372,1+ 360,3+ 358,6+ 351,0+
Osteotomie (g) | 53 7 15,95 (%) | 21,81(a%*) | 24412 ) | 2528(a%**)
Gewicht  vor | 307,2+ 376,6+ 368,9+ 389,7+ 385,3+
Tétung (g) 29,12 19,18 (a%+F) | 23.91(a%*) | 32,43(a* ) | 25,14(a%**)

a = signifikant zu NON-OVX; *** = p< 0,001

3.2 Futter- und Wirkstoffaufnahme

Die Futteraufnahme zeigte sich in der Gruppe NON-OVX im Vergleich zu den
ovarektomierten Gruppen in den Wochen 2 bis einschlieSlich Woche 5 signifikant
erniedrigt (Abb. 22). Des Weiteren fillt auf, dass nach Woche 8, also nach der Osteotomie,
ein Einbruch der Futteraufnahme in allen Gruppen zu verzeichnen war. Im weiteren
Verlauf kam es zu keinen weiteren signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen.
Hinsichtlich der tiglichen Wirkstoffaufnahme der Tiere zeigt sich, dass die in diesem
Versuch beabsichtigte Dosis in nahezu allen Gruppen nicht ganz erreicht wurde (s. Tab. 14
& Tab. 15). Ein signifikanter Unterschied der Dosisaufnahme wihrend der
Behandlungsdauer mit Ostarine zwischen den Ostarine-therapierten Gruppen zeigte sich

nicht.
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Abbildung 22: Futteraufnahme im zeitlichen ~ Verlauf  (Mittelwerte+

Standardabweichungen); e = signifikant zu allen ovarektomierten Gruppen; * = p< 0,05

Tabelle 14: Téagliche Wirkstoffaufnahme in mg/kg KG in den Ostarine-behandelten
Gruppen OS 0,04, OS 0,4 und OS 4 tiber den Behandlungszeitraum (Mittelwerte +
Standardabweichungen in mg/kg KG) (Komrakova et al. 2019)

Tigliche Woche 9 | Woche 10 | Woche 11 Woche 12 | Woche 13 | Mittelwert
Wirkstoffaufnahme +SD
in mg/kg KG
0S 0.04 0,01=% 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03% 0,007
> 0,004 0,001 0,001 0,002 0,002
0S 0.4 0,16* 0,28+ 0,3t 0,34+ 0,35+ 0,3 0,07
> 0,008 0,008 0,008 0,004 0,009
0S 4 1,56t 2,91 3,1t 34t 3,8t 3+ 0,8
0,22 0,07 0,1 0,1 0,3
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Tabelle 15: Tégliche Wirkstoffaufnahme in mg/Tag/Ratte in den Ostatine-behandelten
Gruppen OS 0,04, OS 0,4 und OS 4 tber den Behandlungszeitraum (Mittelwerte &

Standardabweichung in mg/Tag/Ratte) (Henkies 2020)

Wirkstoffaufnahme | Woche 9 | Woche 10 | Woche 11 | Woche 12 | Woche 13 | Mittelwert

in mg/Tag/Ratte +SD

OS 0,04 0,006+ 0,01+ 0,011+ 0,012+ 0,012+ 0,01+
0,0012 0,0005 0,0005 0,0007 0,0006 0,002

0S 0,4 0,054+ 0,099+ 0,11+ 0,13+ 0,14+ 0,11+
0,002 0,002 0,003 0,001 0,003 0,03

OS 4 0,51+ 1+ 1,12+ 1,26+ 1,4+ 1,07+
0,06 0,02 0,1 0,03 0,14 0,31

3.3  Uterusgewicht

Das Gewicht der am Versuchsende entnommenen Uteri war in allen ovarektomierten
Tieren im Vergleich zu den Tieren der Gruppe NON-OVX signifikant niedriger (Abb. 23;
Tab. 16, Hoffmann et al. 2019). Das Uterusgewicht in den Gruppen OS 0,4 und OS 4 war
allerdings, im Vergleich zu den Gruppen OVX und OS 0,04, signifikant hoher (Abb. 23;

Tab. 16)
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Abbildung 23: Das Uterusgewicht am Versuchsende

(Mittelwerte * Standardabweichungen); a= signifikant zu NON-OVX; b=signifikant zu
OVX;; c= signifikant zu OS 0,04; ***=p<0,001
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Tabelle 16: Uterusgewicht am Versuchsende

(Mittelwerte + Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX | OVX OS 0,04 OS 0,4 OS 4

Uterusgewicht | 0,5240,10 0,10+0,03 0,11+0,03 0,330,060 0,390,006

(g (a%%%) (a%%) (a%%%) (a%%)
(b*x¥) (b#4)
Ca (cH*)

a= signifikant zu NON-OVX; b= signifikant zu OVX; c= signifikant zu OS 0,04 *** = p<
0,001

34 Alkalische Phosphatase im Serum
Hinsichtlich der Blutuntersuchung zeigt sich in der Gruppe OS 4 ein erhohter AP-
Serumspiegel gegeniiber den Gruppen NON-OVX und OS 0,04 (Abb. 24, Hoffmann et

al. 2019). Eine Signifikanz ldsst sich allerdings nur fir Gruppe OS 4 zu den Gruppen
NON-OVX und OS 0,04 feststellen (Tab. 17)
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Abbildung 24: Aktivitdt der alkalischen Phosphatase im Serum (Mittelwerte *
Standardabweichungen); a= signifikant zu NON-OVX; ¢ = signifikant zu OS 0,04;
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Tabelle 17: AP-Spiegel im Serum (Mittelwerte * Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX | OVX 0S 0,04 0S 0,4 OS 4
Alkalische 92,50 1350 1047 1414 1683
Phosphatase | + 5 (14 + 3842 + 2592 + 54,92 + 49 37
(U /1) (a***)
(c*)

a = signifikant zu NON-OVX; ¢ = signifikant zu OS 0,04; *** = p< 0,001; ** = p<0,01

3.5  Biomechanische Untersuchung

In der biomechanischen Testung konnte festgestellt werden, dass sich weder in der
Elastizitit noch in der Streckgrenze oder in der Maximalkraft signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen ergaben (Tab. 18). Hierbei ist allerdings die geringe Anzahl der
Tibiae zu beachten, welche sich in der Gruppe OVX (n=3) iberhaupt zur
biomechanischen Auswertung eigneten. So konnten in der Gruppe OVX nur 30 % der
Tibiae zur Untersuchung benutzt werden, da nur hier harter Kallus gebildet wurde. In den
Ostarine-therapierten Gruppen sowie in der Gruppe NON-OVX wurde hingegen bei 60 —
70 % eine Bildung von hartem Kallus beobachtet (siche Tab. 19).

Tabelle 18: Biomechanische Parameter (Mittelwerte = Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX OVX 0S 0,04 0S 0,4 0S4
Elastizitit 38,82 25,59 31,46 20,25 31,05
(N/mm) + 19,48 + 6,37 +17,83 + 6,512 +11.23
Streckgrenze | 22,72 13,06 25,26 22,03 25,76
™) + 7,82 +0,16 + 12,66 + 875 + 14,16
Maximalkraft | 23,31 14,25 29,17 26,53 28,95
(N) + 7,56 +1,13 + 20,54 +17,67 + 20,40




Tabelle 19: Qualitative Analyse der Versuchstibiae vor der biomechanischen Testung

Parameter NON- OVX OS 0,04 OS 0,4 OS 4
OVX

Anzahl der Ratten 10 9 11 10 11

Kein Kallus 3 (30 %) 2 (22,22%) 1(9,1%) 1 (10%) 0

(n der Tibiae (%))

Weicher Kallus 0 4 (44,44%) 3 (27,3%) 2 (20%) 3 (27,3%)

(n der Tibiae (%))

Harter Kallus 7 (70%) 3 (33,33%) 7 (63,6%) 7 (70%) 8 (72,2%)

(n der Tibiae (%))

3.6 Mikro-CT

In der Mikro-CT-Untersuchung wurden verschiedene Knochenstrukturen der Tibiae
betrachtet und naher untersucht. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 20 zusammengefasst.
Der prozentuale Anteil des Knochenvolumens am Gesamtvolumen war in NON-OVX
signifikant hoher als in den tibrigen Versuchsgruppen (Tab. 20). Auch der ossire Anteil des
Kallus am Gesamtkallus zeigte sich in der Gruppe NON-OVX signifikant hoher als in den
anderen Gruppen. Die Kallusdichte war in der Gruppe OVX signifikant niedriger als in der
Gruppe NON-OVX. Wihrenddessen waren beziglich der Kortikalisdichte keine
signifikanten Unterschiede zu detektieren. Bei der Weichteildichte zeigte sich ein
Unterschied von OS 4 zu OVX, da in ersterer eine relevant hohere Weichteildichte zu
messen war (Tab. 20). Hinsichtlich des Volumens lieB sich nur beziglich des
Weichteilvolumens in der Gruppe OS 0,4 ein hoch signifikanter Unterschied zu der
Gruppe NON-OVX feststellen (Tab. 20).
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Tabelle 20: MikroCT- Parameter (Mittelwerte = Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX | OVX 0S 0,04 0S 0,4 OS 4
Kallusdichte 0,69 0,60 0,62 0,62 0,64

&/ cm?) + 0,05 +0,06 (a¥) +0,06 + 0,02 + 0,04
Kortikalisdichte | 1,17 1,10 1,12 1,17 1,14

&/ cm?) +0,13 +0,14 +0,13 +0,05 + 0,09
Weichteildichte | 0,11 0,09 0,12 0,10 0,13
(g/cm’) + 0,04 + 0,02 +0,02 + 0,02 + 0,02 (b**)
Gesamtvolumen | 120,8 122,8 118,1 161,0 121,2
(mmm?) + 21,47 + 18,36 + 30,80 + 46,33 + 35,89
Kallusvolumen | 74,44 56,87 54,21 70,59 53,52
(tmm?) + 21,36 +13,12 +1741 + 22,00 +17,16
Kortikalisvolumen | 17,47 13,70 19,80 17,09 22,58
(mm?) +25 +7,72 + 827 +7,97 +13,85
Weichteilvolumen | 28,60 48,96 44,10 58,69 45,68
(mm?) + 5,14 + 12,60 + 15,18 + 15,53 (%) | £23,75
BV/TV  gesamt | 77,31 57,93 62,93 55,41 63,44

(7o) + 8,56 + 748 @) | £6,53 @) | £8,90 () | £11,25 (ak*¥)
Anteil des ossiaren | 71,17 53,93 55,32 49,72 56,46
Kallus am | 4 g 95 +6,85@F) | 4,66 @) | £ 7,64@%*) | 9,93

Gesamtkallus (%)

a= signifikant zu NON-OVX; b= signifikant zu OVX; *= p< 0,05; **=p< 0,01; ***=p< 0,001

3.7  Mikroradiographie und polychrome Sequenzmarkierung

In der histologischen Betrachtung wurde das Augenmerk in der mikroradiographischen

Untersuchung (Abb. 25B-29B) auf Kallus- und Kortikalisdicke und —dichte gelegt. Hier

zeigte sich, dass ventral (also plattennah) die distale Kortikalisdicke in OS 4 signifikant
groBer war als in NON-OVX und OVX (Tab. 21). Auch in der Kallusdichte dorsal
(plattenfern) konnte in OS 4 eine, im Vergleich zu OVX maligeblich hohere Dichte

festgestellt werden (Tab. 21). Bei der ventralen Kallusdichte zeigte sich allerdings in der
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Gruppe OS 0,4 ein signifikanter Unterschied zu NON-OVX. Die prozentuale Kallusdichte
war in OS 0,4 geringer als in NON-OVX. Auch bei der endostalen Kallusdichte konnte in
der Gruppe OS 4 ein signifikant héherer prozentualer Kallusanteil als in Gruppe OS 0,4
verzeichnet werden. In den tibrigen Gruppen konnten hinsichtlich der restlichen Parameter

keine relevanten Abweichungen ermittelt werden.

Durch die polychrome Sequenzmarkierung lief3 sich eine signifikant gré3ere CG-markierte
Kallusfliche dorsal in Gruppe OS 4 im Vergleich zu OVX (Abb. 26A; Tab.22) nachweisen.
Auch die Gesamtkallusfliche dorsal zeigte sich im Vergleich zu OVX und OS 0,04
signifikant erhoht. Die Gesamtkallusfliche der Gruppen OVX und OS 0,04 waren im
Vergleich zu NON-OVX signifikant vermindert (Tab. 22). Die Gesamtkallusfliche ventral
zeigte sich in Gruppe OS 0,4 (Abb. 28A, Tab. 21) im Vergleich zu NON-OVX (Abb. 25A,
Tab. 22) signifikant verringert. Des Weiteren konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

A B

Abbildung 25: Reprisentative Bilder der Gruppe NON-OVX; A= polychrome
Sequenzmarkierung; B= Mikroradiographie

A B

Abbildung  26: Reprisentative Bilder der Gruppe OVX; A= polychrome
Sequenzmarkierung; B= Mikroradiographie
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A B

Abbildung 27: Reprasentative Bilder der Gruppe OS 0,04; A= polychrome

b

Sequenzmarkierung; B = Mikroradiographie

Abbildung 28: Reprisentative Bilder der Gruppe OS 0,4, A= polychrome
Sequenzmarkierung; B= Mikroradiographie

B

Abbildung  29: Reprisentative Bilder der Gruppe OS 4; A= polychrome
Sequenzmarkierung; B= Mikroradiographie
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Tabelle 21: Ergebnisse der Mikroradiographie (Mittelwerte + Standardabweichungen)

Parameter NON- OVX OS 0,04 OS 0,4 OS 4
OVX
Kortikalisdicke ventral (mm) 0,26 0,23 0,30 0,30 0,36 £ 0,12
+0,13 +0,12 + 0,10 + 0,11 (a*)
(b
Kortikalisdicke dorsal (mm) 0,37 0,34 0,32 0,37 0,33
+0,15 + 0,07 + 0,08 + 0,11 + 0,11
Kortikalisdichte ventral (%0) 98,62 96,19 92,19 96,40 96,83
+ 2744 | £ 3,66 + 18,58 + 4,45 + 515
Kortikalisdichte dorsal (%) 98,93 97,48 97,09 97,54 96,35
+1,43 + 2,89 + 2,61 +495 + 6,35
Kallusdicke ventral (mm) 0,28 0,26 0,22 0,19 0,23
+0,23 +0,15 + 0,16 +0,15 +0,17
Kallusdicke dorsal (mm) 0,57 0,70 0,53 0,57 0,55
+ 0,31 1+ 0,26 + 0,27 + 0,33 10,43
Kallusdichte ventral (%) 70,93 65,71 63,45 59,32 59,97
+1142 | £1825 | £12,20 + 17,62 | £ 14,40
@")
Kallusdichte dorsal (%) 69,09 57,94 65,01 67,61 73,18
+1739 | £11,17 | £ 11,64 +18,73 | £13,72
(b9
Kallusdichte endostal (%) 51,95 45,75 50,21 45,38 60,78
+1648 | £18,73 | £17,96 +21,30 | £17,47
(@)
Knochendurchmesser proximal (mm) | 3,97 4,43 4,21 4,47 4,05
+ 0,67 + 0,44 + 0,64 + 0,76 +0,90
a= signifikant zu NON-OVX; b= signifikant zu OVX; d=signifikant zu OS 0,4; * = p< 0,05;

= p< 0,01
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Tabelle 22: Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung; CG =Calcein-Griin;

AK=Alizarinkomplexon, TC = Tetrahydrochlorid (Mittelwerte + Standardabweichungen)

Parameter NON-OVX | OVX 0S 0,04 |OS04 OS 4
Kallus Ventral (mm?) | 0,99 0,69 0,45 0,40 0,74
Gesamtkallusfliche | T 0,87 + 0,61 + 0,47 + 0,53 (a¥) +0,73
CG-Fliche 0,41 0,32 0,19 0,15 0,41

+ 0,64 + 0,30 + 0,21 +0,18 + 0,63
AK-Fliche 0,27 0,18 0,11 0,13 0,11

+0,26 + 0,28 +0,18 + 0,20 +0,13
'TC-Fliche 0,24 0,18 0,15 0,12 0,23

+ 0,20 +0,19 +0,17 +0,19 + 0,15
Kallus endostal (mn?) | 3,26 2,81 2,40 2,81 2,56
Gesamtkallusfliche | T 0,85 + 1,16 + 0,75 + 1,66 + 1,30
CG-Fliche 1,74 1,29 1,18 131 1,38

+ 0,86 + 1,00 + 0,60 +0,98 + 0,98
AK-Fliche 0,87 091 0,69 0,92 0,57

+ 0,64 + 0,43 + 0,39 + 0,59 + 0,52
'TC-Fliche 0,61 0,56 0,60 0,70 0,62

+ 0,30 + 0,30 + 0,30 +0,33 + 0,44

e ——

Kallus dorsal (mn?) 1,95 1,39 1,44 2,01 2,49
Gesamtkallusfliche 1,09 + 0,48 0,71 * 1,32 * 1,62 (b*)(c*)
CG-Fliche 1,26 0,71 0,90 0,98 1,34

+0,72 + 0,44 + 0,58 +0,88 + 0,82 (b*)
AK-Fliche 0,36 0,44 0,34 0,52 0,47

+0,29 + 0,26 +0,28 + 0,54 + 0,44
TC-Flache 0,34 0,23 0,24 0,48 0,48

+0,29 + 0,17 + 0,20 + 0,58 + 0,46

e ——
Gesamtkallus  total | 6,39 4,48 429 5,22 5,78
(mm?) +1,61 + 098+ 139 |+211 + 241
(@%) @)

a= signifikant zu NON-OVX; b= signifikant zu OVX; ¢= signifikant zu OS 0,04;; * = p<0,05; **

= p< 0,01
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4 Diskussion

Osteoporose stellt eine nicht zu unterschitzende Gefahr fir die Gesundheit und damit
einhergehend fir die Lebensqualitit der immer alter werdenden Gesellschaft dar und ist
eine grole Biirde fir unser Gesundheitssystem. Hier sind besonders die stationdren
Behandlungen von Osteoporose-assoziierten Frakturen sowie deren Nachsorge eine grof3e
finanzielle Belastung. Oft fithren die erlittenen Frakturen zu chronischen Schmerzen,
funktionaler Einschrinkung oder zum Tode (Dennison und Cooper 2000). Um Mortalitit
und auch Kosten zu senken, ist es wichtig, die beeintrichtigte Frakturheilung bei
Osteoporose-Patienten dahingehend zu unterstiitzen, dass eine schnelle Mobilisation und
eine damit einhergehende Senkung der Mortalitit der Patienten mdglich sind. Seit einiger
Zeit sind hier selektive Androgenrezeptor-Modulatoren Gegenstand der Forschung zu
Therapieméglichkeiten von Osteoporose und Sarkopenie. Der osteoanabole Effekt der
SARMs, welchen man sich in der Osteoporose-Therapie zu Nutzen machen mochte,
scheint durch die hohe Expression von Androgen-Rezeptoren in reifen Osteoblasten und
auch Osteozyten vermittelt zu werden (Abu et al. 1997). Kearbey et al. (2007) sowie Rosen
und Negro-Vilar (2002) konnten in experimentellen Studien feststellen, dass verschiedene
SARMs einen positiven Effekt auf die Erhaltung der Knochenmasse und -festigkeit haben,
sowie eine anabole Aktivitit auf Muskeln ausiiben. In einer klinischen Phase II Studie
wurde insbesondere in der Behandlung mit Ostarine, einem der wichtigsten klinischen
Vertreter der SARMs, eine Steigerung der Muskelkraft und des -volumens in einem
gesunden Patientenklientel nachgewiesen (Narayanan et al. 2018). Jones et al. (2013)
konnten in mit Ostarine-therapierten und ovarektomierten Ratten die Knochendichte
verglichen mit Placebo-therapierten, ovarektomierten Gruppen erhéhen und die femorale
Belastbarkeit erhalten werden, welche mit der der nicht ovarektomierten Gruppen
vergleichbar war. Da SARMs die Induktion der Osteoblastogenese férdern und die der
Osteoklastogenese inhibieren (Kearbey et al. 2007), stellt sich die Frage, ob sich diese
Effekte auch positiv auf die metaphysire Frakturheilung in einem osteoporotischen

Knochen auswirken konnen.

4.1  Metaphysires Frakturmodell und Osteoporosemodell

Im klinischen Alltag machen metaphysire Frakturen, wie zum Beispiel ein Bruch des

distalen Radius oder des proximalen Femurs, einen GroBteil aller Frakturen aus. Vor allem
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osteoporotische Frakturen ereignen sich vorwiegend an den Metaphysen der langen
Rohrenknochen, beglinstigt durch den konsekutiven Abbau der trabekuliren
Spongiosastruktur. Trotz dieser Tatsache gibt es nur wenige Studien und Modelle, die
Frakturheilung an dieser anatomischen Lokalisation untersuchen (Nozaka et al. 2008;
Stuermer et al. 2010; Histing et al. 2012; Komrakova et al. 2018). In der Metaphyse ist die
direkte Frakturheilung vorherrschend, bei welcher sich im Frakturspalt neuer Knochen
ausbildet und keine oder nur geringe Kallusbildung zu beobachten ist (Jarry und Uhthoff
1971). Ein diaphysirer Bruch hingegen, welcher meist durch flexible Osteosynthesen
stabilisiert wird, verheilt indirekt und es bildet sich typischerweise ein Frakturkallus (Claes
et al. 2011). Experimentelle Studien zur Frakturheilung wurden hauptsichlich am
diaphysiren Knochen durchgefihrt (Habermann et al. 2010; Li et al. 2010; Histing et al.
2011), ungeachtet der untergordneten klinischen Relevanz, besonders in Bezug auf die
durch Osteoporose beeintrichtigte Frakturheilung der vorwiegend betroffenen
Metaphysen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine metaphysire Osteotomie und eine
ventral an der Tibia liegende Osteosynthese gewihlt, die noch minimale Bewegungen
zulassen. Daher kommt es trotz der metaphysiren direkten Frakturheilung nur zu geringer
periostalen Kallusbildung (Stuermer et al. 2010; Komrakova et al. 2018). Dieses Verfahren
wurde an ovarektomierten Ratten angewendet. Die ovarektomierte Ratte ist ein etabliertes
Osteoporosemodell, das im Vergleich zu humanen Knochen ihnliches Verhalten im
Knochenauf- und -abbau, bei der Frakturheilung und dem Ansprechen auf Hormone und
medikament6se Interventionen zeigt (Kalu 1991; Frost und Jee 1992). Dieses Modell hat
sich bereits in mehreren Studien als zweckmil3ig erwiesen, in welchen unter anderem die
Wirkung von Ostrogen und Alendronat, Ostrogen und Raloxifen, Teriparatid oder
Strontiumranelat auf die Frakturheilung untersucht wurde (Kolios et al. 2010; Komrakova
et al. 2010; Stuermer et al. 2010; Komrakova et al. 2015). In dieser Arbeit wurde eine
Frakturheilungszeit von 5 Wochen gewihlt. Dies entspricht der frithen und mittleren Phase
der Frakturheilung, in der es zu Knochenneubildung und Frakturspaltiiberbriickung
kommt (Komrakova et al. 2010) und welche bei osteoporotischem Knochen beeintrichtigt

ist (Namkung-Matthai et al. 2001) .

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Korpergewicht und Uterusgewicht

Das Korpergewicht der Ratten war zu Beginn des Versuches in allen Gruppen gleich. Uber

die gesamte Laufzeit des Versuches war neben der zu erwartenden Gewichtszunahme
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begriindet durch das Wachstum der jungen Ratten eine deutlich stirkere Gewichtszunahme
bei ovarektomierten Tieren der Gruppen OVX, OS 0,04, OS 0,4 und OS 4 zu beobachten.
Hier kam es in den Versuchswochen 2 bis 5 auch zu einer signifikant erhéhten
Futteraufnahme im Vergleich zu der Gruppe NON-OVX. Die gesteigerte Futteraufnahme
und stirkere Gewichtszunahme in den ovarektomierten Gruppen ldsst sich mit der
Ostrogen-Defizienz nach Ovarektomie erkliren, welches einerseits das Essverhalten der
Ratten beeinflult und die Futteraufnahme erhéht (Butera 2010) und zudem die Bildung
von abdominalen Fett férdert und somit auch eine Gewichtszunahme provoziert (Wade et
al. 1985). Wade (1972) und Kadi et al. (2002) erklirten die zusitzliche Gewichtszunahme
der ovarektomierten Ratten auch mit ihrer verminderten koérperlichen Aktivitit im
Vergleich zu den nicht ovarektomierten Tieren. Da diese Beobachtungen auf eine
Ostrogen-Defizienz in den Ratten zuriickzufithren ist, spricht die Gewichtszunahme fiir
eine erfolgreiche Ovarektomie. Auch anhand der signifikant leichteren Uterusgewichte aller
ovarektomierten Versuchsgruppen (OVX, OS 0,04, OS 0,4 und OS 4) gegentber der
schein-operierten, nicht ovarektomierten Gruppe (NON-OVX), ist davon auszugehen,
dass die Entfernung der Eierstécke erfolgreich war. Allerdings ist hier zu bemerken, dass in
den Gruppen OS 0,4 und OS 4 gegeniiber den Gruppen OVX und OS 0,04 ein deutlich
hoéheres Uterusgewicht festzustellen war. Das lasst sich mit dem Vorhandensein der AR am
Uterus erkliren (Takeda et al. 1990; Gur und Timurkaan 2016). Takeda et al. (1990)
konnten mit mono- und polyklonalen Antikérpern immunohistochemisch zwar nur eine
schwache AR-Expression im Myometrium und in den Stromazellen der Uteri nachweisen,
sowie eine fast nicht vorhandene Expression im Endometrium und an den Driisenzellen,
dennoch kann hier von einem dosisabhingigen anabolen Effekt von Ostarine auf die
glatten Muskelzellen des Myometrium ausgegangen werden. Zu untersuchen bleibt,
inwiefern sich hieraus etwaige unerwiinschte Arzneimittelwirkungen entwickeln kénnen

und, wenn dem so sein sollte, wie diese sich vermeiden lassen.

Beziiglich der Futteraufnahme ist hinzuzufiigen, dass es zu einem Einbruch dieser in der
neunten Woche kam, also direkt nach der Osteotomie. Dies konnte in allen Gruppen
beobachtet werden und kann mit der postoperativen Mobilititseinschrinkung, bedingt
durch postoperative Schmerzen und Nachwirkungen der Narkose, erklirt werden. Bis
Woche dreizehn nimmt die Futteraufnahme wieder konstant zu, wobei sie jedoch leicht
unter der Menge bleibt, welche vor der Osteotomie aufgenommen wurde. Die erreichten
Dosen in den Gruppen OS 0,4 (durchschnittliche Dosierung: 0,3+0,07 mg pro KG) und
OS 4 (durchschnittliche Dosierung : 3+0,8 mg pro Tag) sind mit den Dosierungen der
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Studie mit ovarektomierten Ratten von Jones et al. (2013) vergleichbar. In dieser Studie
wurde mit Ostarine-Dosierungen von 0,1 mg bis 3 mg pro Tag pro ovarektomierter Ratte
eine Steigerung der BMD nachgewiesen. Bei einer Dosierung von 3 mg pro Tag konnten
ovarektomie-induzierte Verinderungen der Mikrostruktur des Knochens sogar ganz
verhindert werden (Jones et al. 2013). Kearbey et al. (2007) zeigte in einer Studie ebenfalls
in ovarektomierten Ratten und unter Therapie mit dem SARM Andarine eine signifikante
Steigerung der BMD, eine Verbesserung der Knochenfestigkeit und einen positiven
Einfluf auf den kortikalen Knochen. Auch in unserem Tierversuch konnte unter Ostarine-
Therapie eine gesteigerte BMD und erhohte Mineralisation der Femora und der
Lendenwirbelkorper in den Gruppen OS 0,4 und OS 4 im Vergleich zu OVX, sowie ein
positiver Effekt auf den trabekuliren und kortikalen Knochen der Femora, nachgewiesen

werden (Hoffmann et al. 2019).

4.2.2 Alkalische Phosphatase

Die knochenspezifische alkalische Phosphatase (AP) ist ein hoch spezifischer Marker fiir
Knochenumsatz, der von den Osteoblasten sezerniert wird. Der AP-Spiegel im Serum
korreliert positiv. mit der Osteoblastenaktivitit und infolgedessen auch mit dem
Knochenaufbau (Kaplan 1972). In OS 4 lie3 sich ein hochst signifikant erhohter AP-
Serumspiegel feststellen zu NON-OVX und ein hoch signifikanter Serumspiegel zu OS
0,04 (Hoffmann et al. 2019). Dies ldsst auf eine signifikant héhere Osteoblastenaktivitit in
OS 4 schlieen. Kang et al. (2008) zeigten in einer Studie mit AR-Knockout-Midusen, dass
das Signal zur Enzymproduktion von AP AR-vermittelt ist. Auf Grund dessen kann
angenommen werden, dass Ostarine in der Dosis 4 mg/kg KG den AR aktiviert und somit

durch eine verstarkte AP-Synthese den Knochenaufbau begtnstigt.

4.2.3 Biomechanische Testung

Die biomechanische Testung dient der Untersuchung der Knochenfestigkeit und -
elastizitit. Hier zeigte sich in der Analyse aller Ergebnisse, dass in der Gruppe OVX nur
eine geringe Anzahl (n=3) der untersuchten Tibiae iuberhaupt zur biomechanischen
Untersuchung geeignet waren, da hier kaum harter Kallus gebildet wurde, im Gegensatz zu
den restlichen Gruppen (jeweils n=7). Dies kann bereits als positiver Effekt von Ostarine
auf die Frakturheilung interpretiert werden. Alle untersuchten Parameter zeigten keine
Signifikanzen, dennoch fillt auf, dass in den mit Ostarine therapierten Gruppen OS 0,04,
OS 0,4 und OS 4 im Vergleich zu NON-OVX die Elastizitit und Streckgrenze nicht

wesentlich voneinander abweichen. Im Gegensatz dazu waren in der Gruppe OVX alle
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Parameter vermindert. Dies ldsst sich mit den Beobachtungen von Kearbey et al. (2007)
vereinbaren, der dhnliche positive Effekte des SARMs S-4 auf die Biomechanik von
Femora in ovarektomierten Ratten nachweisen konnte. Unter Ostarine-Therapie zeigten
die in diesem Versuchsdurchlauf getesteten intakten Femora keine Verbesserung der
biomechanischen Eigenschaften im Vergleich zu OVX. Knochenfestigkeit und — elastizitit
der Wirbelkérper hingegen konnte in den Gruppen OS 0,04 und OS 0,4 zwar nicht
signifikant, aber dennoch leicht verbessert werden verglichen mit der untherapierten,
ovarektomierten Gruppe (Hoffmann et al. 2019). In orchiektomierten Ratten konnte
bereits gezeigt werden, dass die Knochenfestigkeit unter SARMs-Therapie mit LGID2226
mit der gesunden Kontrollgruppe vergleichbar ist (Rosen und Negro-Vilar 2002). Dies legt
die Vermutung nahe, dass die Behandlung mit Ostarine wihrend der Knochenheilung
einen positiven Effekt auf die Stabilitit der Fraktur und die Qualitit des neugebildeten

Knochens hat.

4.2.4 Mikro-CT

In der Mikro-CT-Untersuchung wurden verschiedene Knochenstrukturen der Tibia um
den Osteotomiespalt ausgewertet. Hier féllt auf, dass sich signifikante Unterschiede in der
bone volume fraction (BV/TV) und der Gesamtknochendichte zeigen, welche in der
Gruppe NON-OVX signifikant héher waren als in den ovarektomierten Gruppen (OVX,
OS 0,04, OS 0,4 und OS 4). Dies lisst sich durch den Knochenmasseverlust erkliren, den
die ovarektomierten Tiere auf Grund der Ostrogendefizienz erlitten (Jones et al. 2013).
Wiahrend Hoffmann et al. (2019) in intakten Femora der Ostarine-therapierten
ovarektomierten Ratten und Gao et al. (2005) bei Andarine-therapierten orchiektomierten
Ratten eine signifikant erhohte Knochendichte des Femurs im Vergleich zu nicht
therapierten, ovar- bzw. orchiektomierten Ratten messen konnten, lieB3 sich dieser Effekt
von Ostarine auf die Knochendichte im Osteotomiebereich im osteoporotischen Knochen

in diesem Versuch nicht nachweisen.

Bei den in diesem Versuch gemessenen Kortikalisdichten und -volumina zeigten sich zwar
keine Signifikanzen, jedoch war in allen Ostarine-therapierten Gruppen eine im Vergleich
zu der OVX-Gruppe erhohte Kortikalisdichte und ein erhchtes Kortikalisvolumen im
Bereich des Frakturspaltes festzustellen, was auf einen osteoprotektiven Effekt von
Ostarine auf den kortikalen Knochen hindeutet, welchen Hoffmann et al. (2019) ebenfalls
in intakten Femura und Wirbelkérpern nachweisen konnten. Dies deckt sich auch mit den

Ergebnissen aus den Studien von Jones et al. (2013), Kearbey et al. (2007) und Hanada et
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al. (2003), in welchen ein anaboler Effekt von Ostarine und Andarine auf den kortikalen
Knochen der osteoporotischen, aber nicht osteotomierten Ratte festgestellt wurde. Dieser
anabole Effekt kann auf das vermehrte Vorhandensein des AR in den Osteoblasten des
kortikalen Knochens (Kasperk C et al. 1997) zuriickgefiihrt werden, welche durch Ostarine
stimuliert werden. Allerdings fillt auf, dass in der Gruppe OS 0,4 das Volumen des
weichen Kallus, signifikant héher war als in NON-OVX. Die Weichteildichte zeigte sich in
OS 4 signifikant hoher als in OVX. Ostarine scheint in der Gruppe OS 0,4 und OS 4 die
Bildung des Weichkallus stirker stimuliert zu haben, was mit einer durch Ostarine AR-
vermittelten verstirkten Expression von Typ I-Kollagen erklirt werden kann
(Vanderschueren et al. 2004). Unter Berticksichtigung der Kortikalisdichte und des -
volumens sowie den Ergebnissen der biomechanischen Testung, welche eine mit der nicht
ovarektomierten Gruppe vergleichbare Stabilitit des Frakturknochens zeigte, ist davon
auszugehen, dass auch in den Gruppen OS 0,4 und OS 4 die Qualitit des neugebildeten
Knochens mit der der Gruppe NON-OVX zu vergleichen ist.

4.2.5 Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung umfasst die mikroradiographische Untersuchung, in der
das Augenmerk auf Dicke und Dichte des Kallus bzw. der Kortikalis gerichtet wurde und
die polychrome Sequenzmarkierung, durch welche die Kinetik des Knochenaufbaus im

Frakturspalt beurteilt werden konnte.

4.2.5.1 Mikroradiographie

Bei Betrachtung der Mikroradiographien fiel auf, dass in allen Ostarine-behandelten
Gruppen eine erhohte ventrale, also plattennahe, Kortikalisdicke zu messen war. In der
Gruppe OS 4 konnte tiberdies ein signifikanter Unterschied zu NON-OVX und ein hoch-
signifikanter Unterschied zu OVX verzeichnet werden. Dies lisst wieder auf eine Dosis-
abhingige Stimulation des AR schlieBen. Da dorsal, bzw. plattenfern, keine
bemerkenswerten Unterschiede zwischen allen Gruppen hinsichtlich der Kortikalisdicke zu
finden waren, kann angenommen werden, dass das Einbringen des Osteosynthesematerials
an der ventralen Tibiakante einen verstirkten Aufbau der Kortikalis stimuliert hat. Die
Kallusdicke hingegen ist in allen Gruppen auf der dorsalen Seite der Tibia hoher als auf der
ventralen. Das kann durch die dorsal noch stattgefundenen Mikrobewegungen erklirt
werden, welche ventral durch die fest stabilisierende Osteosynthese weitestgehend
unterbunden wurden (Komrakova et al. 2009). Die in diesem Versuch gemessene

Kallusdichte ist in OS 0,4 ventral signifikant niedriger als in NON-OVX. Auch endostal ist



67

in OS 0,4 eine im Vergleich zu den restlichen Gruppen verminderte Kallusdichte
festzustellen. Dies spricht flr eine geringe Mineralisierung des neugebildeten Kallus, die
sich in OS 0,4 auch in der MikroCT-Untersuchung zeigte. Wihrenddessen zeigte sich in
OS 4 eine zu OVX signifikant erhohte dorsale Kallusdichte. Auch endostal ist in OS 4 eine
signifikant erhéhte Kallusdichte als in OS 0,4 festzustellen, was auf eine fortgeschrittene
endostale Frakturheilung in dieser Gruppe schlieBen lisst. Dies zeigt einen positiven Effekt
von der héheren Dosis (OS 4) des Ostarines auf die Frakturheilung des osteoporotischen
Knochens. Beztglich der Kortikalisdichte konnte kein nennenswerter Unterschied

gefunden werden.

4.2.5.2 Polychrome Sequenzmarkierung

Dass Ostarine einen anabolen Effekt auf den osteoporotische Knochen hat, wurde bereits
in anderen Studien gezeigt (Gao et al. 2005; Kearbey et al. 2007; Jones et al. 2013, und
konnte sich auch in diesem Tierversuch durch die Untersuchung der Femora und Wirbel
(Hoffmann et al. 2019) sowie durch die Mikroradiographie der Tibia bestitigen. Mithilfe
der polychromen Sequenzmarkierung galt es nun zu beurteilen, inwiefern Ostarine die
Kinetik des Knochenaufbaus modellieren kann (Weidemann 2014). Eine signifikant
reduzierte Gesamt-Kallusfliche in der Gruppe OVX im Vergleich zu NON-OVX , wie sie
in anderen Studien beobachtet wurde (Namkung-Matthai et al. 2001), konnte hier bestatigt
werden. In der Gruppe OS 4 konnte an der dorsalen Tibia eine signifikant erhohte CG-
markierte Kallusfliche nachgewiesen werden als in der Gruppe OVX, wobei in der Gruppe
OS 0,04 die dorsale Kallusbildung mit der der Gruppe OVX vergleichbar war (Komrakova
et al. 2019). So kann man annehmen, dass es in der Gruppe OS 4 zu einer Dosis-
abhingigen verstirkten Kallusbildung am dorsalen Knochen in den ersten 20 Tagen nach
Osteotomie gekommen ist, welche mit der Gruppe NON-OVX zu vergleichen ist. Die
signifikant erhéhte dorsale Gesamtkallusfliche in der Gruppe OS 4 lisst auf eine die
Frakturheilung begiinstigende, osteoanabole Wirkung von Ostarine schlielen. Allerdings
gilt es hier zu berticksichtigen, dass eine generell verstirkte Kallusbildung an der dorsalen
Tibia auf Grund der hier stattfindenden Mikrobewegungen zu erwarten ist, welche ventral
auf Grund der Osteosynthese unterbunden werden (Komrakova et al. 2009). Die sich in
der Gruppe OVX zeigende signifikant verringerte Gesamtkallusfliche im Vergleich zu
NON-OVX kann auf die verzogerte Knochenheilung des osteoporotischen Knochens
zurickgefithrt werden (Meyer et al. 2001; Lu et al. 2005). In OS 4 konnten in der frihen
Frakturheilung an der dorsalen Tibia mit NON-OVX vergleichbare Ergebnisse erzielt

werden.  Berticksichtigt man bei der Ergebnisbetrachtung der polychromen
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Sequenzmarkierung auch die Ergebnisse der biomechanischen Untersuchung, welche
belegen, dass die biomechanischen Eigenschaften in allen Ostarine-behandelten Gruppen
auf vergleichbarem Niveau wie die der Gruppe NON-OVX sind, ist davon auszugehen,
dass der neugebildete Kallus qualitativ mit dem der gesunden Kontrolltiere zu vergleichen
ist. Dies deutet abermals auf eine die Frakturheilung férdernde Wirkung von Ostarine,

besonders in den Dosierung OS 4, hin (Komrakova et al. 2019).

4.3 Schlussfolgerung

Ostarine hat sowohl auf den osteoporotischen Knochen (Hoffmann et al. 2019) als auch
auf die Frakturheilung einen positiven Effekt. Die besten Ergebnisse wurden hier in der
Gruppe der hochsten Dosierung von Ostarine, OS 4, gefunden. So konnten im Vergleich
zu OVX Gesamtkallusfliche und —dichte dorsal signifikant gesteigert werden. Auch die
frihe Frakturheilung wurde in der Gruppe OS 4 im Vergleich zu OVX beschleunigt.
Daneben wurden Knochenfestigkeit und -elastizitit nach Fraktur hier wieder auf ein
Niveau gehoben, welches nicht signifikant aber mit dem der gesunden Knochen aus der
Gruppe der nicht ovarektomierten Tiere vergleichbar war. In OS 4 zeigten sich verglichen
mit NON-OVX und OVX ein gesteigertes Kortikalisvolumen und eine grof3ere ventrale
Kortikalisdicke. Die in der polychromen Sequenzmarkierung in OS 4 gezeigte Steigerung
der endostalen Gesamtkallusfliche mit dhnlicher Heilungskinetik wie in NON-OVX kann
als positiver Einfluss von Ostarine gewertet werden, welcher die durch die Osteoporose
verzogerte Frakturheilung beschleunigt bzw. die Qualitit des Frakturkallus auf ein mit im

gesunden Knochen gebildeten Kallus vergleichbares Niveau hebt.

Auf Grund der verbesserten Knochenqualitit im Osteotomiebereich, welche hier belegt
wurde, ist die Therapie einer osteoporotischen Fraktur mit Ostarine durchaus in Betracht
zu ziehen. Auch die anabole Wirkung auf die Skelettmuskulatur, welche sich auch in
unserem Tierversuch durch verstirkte Kapillarisierung und gesteigerte Aktivitdt
metabolischer Enzyme im Muskel zeigte (Henkies 2020), konnte einen indirekten positiven
Effekt auf die Knochenheilung haben. Obwohl noch weitere Untersuchungen beztiglich
der genauen Wirkweise von Ostarine am Knochen, und anderen Geweben, insbesondere in
Anbetracht der gesteigerten Uterusgewichte, durchgefihrt werden sollten, prisentiert sich
ein potentes Medikament zur Therapie der Osteoporose und Verbesserung der

Frakturheilung in einem osteoporotischen Knochen.
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5 Zusammenfassung

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, welche weltweit eine enorme
Belastung fiur Patienten und Gesundheitssysteme darstellt. Sie bedingt ein erhéhtes
Frakturrisiko und erschwert dann die frihe Frakturheilung und die spite
Kallusmineralisation, wodurch die Neubildung eines Knochens von minderer Qualitit
bedingt wird. Daher ist es notwendig, neben optimalen Osteosynthesen zur
Frakturstabilisation, auch die medikamentésen Moglichkeiten auszuschopfen, um den
Reparaturprozess des durch Krankheit beeintrichtigten Knochens zu optimieren und zu
beschleunigen. In mehreren Studien konnte bereits ein positiver Effekt der selektiven
Androgen-Rezeptor-Modulatoren (SARMs), insbesondere von Ostarine (Enobosarm,
GTx-024, MK-28606) als klinisch bis dato am besten erforschten SARM, auf den
osteoporotischen Knochen festgestellt werden Hierbei wurde die Wirkung auf die
Frakturheilung bislang jedoch noch nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit war es daher, den
Einfluss von Ostarine auf die metaphysire, Frakturheilung im Osteoporosemodell der

ovarektomierten Ratte bewerten zu kdnnen.

Der Versuch wurde mit drei Monate alten Ratten gestartet, welche auf finf Gruppen 4 12
bis 13 Tiere randomisiert verteilt wurden. Eine Gruppe wurde unbehandelt gelassen
(NON-OVX), die anderen 4 Gruppen wurden ovarektomiert und nach acht Wochen,
wenn eine Osteoporose induziert war, wurde eine bilaterale, metaphysire Osteotomie der
Tibiae bei allen Versuchstieren durchgefiihrt, welche mittels Plattenosteosynthese
stabilisiert wurde. Nach Osteotomie bekamen drei der vier ovarektomierten
Versuchsgruppen oral Ostarine (OS; Reinheit > 98%, Biochempattner Co. Ltd ®,
Shanghai, China) verabreicht, indem dieser in verschiedenen Konzentrationen (OS 0,04 =
0,04 mg/kg Korpergewicht (KG); OS 0,4 = 0,4 mg/kg Korpergewicht (KG) und OS 4 = 4
mg/kg Korpergewicht (KG)) dem Futter beigemischt wurde. Korpergewicht und
Futteraufnahme wurde wochentlich dokumentiert. Finf Wochen nach der Osteotomie
wurde die Knochenheilung untersucht. Die Tibiae wurden biomechanischen und
histomorphologischen Untersuchungen sowie einer MikroCT-Analyse unterzogen. Die
Uteri wurden gewogen und Serum fiir die Analyse der Alkalische Phosphatase (AP) wurde
aufbewart. Alle erhobenen Daten wurden anschlieBend statistisch mittels Varianzanalyse

und post-hoc Tukey-Kramer Test ausgewertet (p < 0,05).
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Nach Ovarektomie zeigte sich in allen Gruppen mit ovarektomierten Tieren eine stirkere
Gewichtszunahme als in der Gruppe NON-OVX. Die erhohte Futteraufhahme in den
ovarektomierten Gruppen OVX, OS 0,04, OS 0,4 und OS 4 lisst sich durch die
Ostrogendefizienz begriinden, welche durch verschiedene Faktoren zu einem erhdhten

Korpergewicht fihrt.

Die Uteri in den ovarektomierten Gruppen zeigten sich signifikant leichter als in NON-
OVX, was fur eine erfolgreiche Ovarektomie spricht. In der Gruppe OS 0,4 und OS 4 war
das durchschnittliche Uterusgewicht hoher als in OVX. Dies deutet auf einen Androgen-

Rezeptor-vermittelten Effekt von Ostarine auf die glatten Muskelzellen der Uteri hin.

Die in OS 4 signifikant erhohten AP-Serumspiegel im Vergleich zu NON-OVX und OVX
deuten auf einen Ostarine-vermittelte verstarkte Stimulation der Osteoblastenaktivitat und

somit ethohten Knochenaufbau hin.

Ostarine vermochte es in der Gruppe OS 4, verglichen mit der Gruppe OVX, nachweislich
die Gesamtknochendichte und dorsal die Gesamtkallusdichte und Kallusfliche zu steigern
und somit die frithe Frakturheilung zu verbessern. Des Weiteren wirkte Ostarine anabol
auf die Kortikalis. Die biomechanischen Eigenschaften des Frakturknochens in den

Ostarine-therapierten Gruppen waren mit denen der Gruppe NON-OVX zu vergleichen.

Zusammenfassend fiihrte die Behandlung mit der héchsten Ostarine-Dosierung in Gruppe
OS 4 zur einer verbesserten frihen Frakturheilung, wihrend diese Effekte sich in den
Gruppen mit niedriger Ostarine-Dosierung, OS 0,4 und OS 0,04 , weniger zeigten.
Ostarine konnte ein potentes Medikament zur Therapie der Osteoporose und zur
Verbesserung der Frakturheilung in einem osteoporotischen Knochen darstellen.
Allerdings sind weitere Untersuchungen beziiglich der Nebenwirkungen, insbesondere in

Anbetracht der gesteigerten Uterusgewichte, anzustreben.
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