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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Thema und Fragestellung

Aufgrund des demographischen Wandels und der steigenden Lebenserwartung ge-
winnen Erkrankungen des ,hoheren Lebensalters® in den letzten Jahrzehnten deutlich
an Bedeutung. Die haufigste Todesursache der westlichen Bevolkerung findet sich in
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, des Nervensystems oder in durch Neopla-
sien verursachten Erkrankungen wieder. Seit Jahren steigt die Anzahl der an altersbe-
dingten Erkrankungen leidenden Menschen. Die Osteoporose als chronische Multisy-
stemerkrankung zahlt hier in besonderem Malie dazu. Sie verzeichnet stetig anstei-
gende Fallzahlen: Im Jahr 2003 waren in Deutschland 7,8 Millionen Menschen von
Osteoporose betroffen (Haussler et al. 2006). Durch diese Erkrankung kommt es nicht
nur zu einer erheblichen Einschrankung der Lebensqualitat, sondern auch —behand-
lungsbedingt — zu einer deutlichen sozioOkonomischen Belastung. Der steigende Kli-
nische Stellenwert fuhrt zu einem gesteigerten wissenschaftlichen Interesse. Mehrere
Arbeitsgruppen und Studien haben sich zur Aufgabe gemacht, die Erkrankung und
ihre moglichen Therapien besser kennenzulernen.

Die Osteoporose zeichnet sich durch einen oft schleichenden und symptomlosen Ver-
lauf aus, bei dem es zu einem stetigen Verlust der Knochenmasse kommt. Betroffen
sind vor allem trabekulare Knochenstrukturen, unter deren Verlust die biomechanische
Festigkeit des gesamten Knochenskelettes abnimmt. Veranderungen lassen sich
durch die Messung der Knochenmineralisierungsdichte (engl. bone mineral density,
BMD) feststellen. Aufgrund der abgeschwachten Mikroarchitektur kommt es zu einem
erhohten Frakturrisiko, das sich durch steigende Fallzahlen auch klinisch nachweisen
lasst.

In der Vergangenheit wurden mehrere Konzepte verfolgt, um dem osteoporose-be-
dingten Knochenraub und damit einhergehenden Stabilitatsverlusten entgegenzuwir-
ken. Hierzu zahlen sowohl prophylaktische als auch therapeutische medikamentdse
Therapien. Unter den zugelassenen Substanzen finden sich Medikamente mit osteo-
anaboler oder antiresorptiver Wirkung am Knochengerust. Experimentell werden auch
einzelne Substanzen in Verbindung mit Ganzkorpervibration untersucht (Doll 2011,
Eimer 2015, Neuerburg 2015). Bereits seit 1996 ist jedoch auch ein Medikament be-
kannt, welches die osteoanabole und antiresorptive Wirkung miteinander vereint. Hier-
bei handelt es sich um das seit 2014 beschrankt zugelassene Strontiumranelat
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(Canalis et al. 1996, Brun et al. 2014). Nachweislich lasst sich hiermit der krankhafte
Prozess des Knochenumbaus reduzieren und eine bei der Osteoporose typische Re-
sorption des trabekularen Knochens verhindern. Zusatzlich wurde auch ein positiver
Einfluss auf die Knochenheilung festgestellt (Marie et al. 2001, Komrakova et al. 2015).
Bisherige Studien konnten den Effekt von Strontiumranelat bestatigen. Die therapeu-
tische Handhabung, bezogen auf prophylaktische und therapeutische Wirkungszeit-
raume, ist jedoch weitgehend unbekannt. Zudem kdnnen nur wenige Studien eine Aus-
sage Uber die Langzeitwirkung einer Therapie treffen. Ziel unserer Studie war es da-
her, den Einfluss von Strontiumranelat auf Eigenschaften des osteoporotischen Kno-
chens in Abhangigkeit von unterschiedlicher Therapiedauer zu beleuchten. Hierbei
war neben der biomechanischen Festigkeit auch die Mikroarchitektur des Knochens
und der Stoff- und Mineralgehalt von entscheidender Bedeutung. Bisherige Daten las-
sen vermuten, dass auch nach Therapieende ein Teil des Wirkstoffes im Knochenge-
rust enthalten bleibt und so einen langanhaltenden osteoprotektiven Effekt austben

kann.

1.2 Theoretische Grundlagen

Der menschliche Knochen ist eine fur die Beanspruchung des Korpers bestens geeig-
nete Struktur, welche alle notigen Eigenschaften vereint: Knochen ist sehr druck- und
biegestabil, jedoch gleichzeitig auch elastisch; das Gewicht ist durch eine ausgeklu-
gelte Struktur niedrig gehalten, ohne dass in der Stabilitat Einbul3en zu erkennen sind.
Die Elastizitat des Knochens wird durch ein Netzwerk aus Kollagenmolekulen ermdg-
licht, welche lamellenartig aneinander gelagert sind und so das Grundgerust darstel-
len. Kollagen allein ist elastisch und kann keine grof3e Belastung aufnehmen. Um den-
noch die notige Stabilitat zu gewahren, werden Phosphat und Kalzium in kristalliner
Form in das Kollagengrundgerust eingelagert und verfestigt. Spurenelemente, Wasser
und Mukopolysaccharide dienen als Leim, der die Proteinseile mit den Mineralkristal-
len fest verbindet. Diese Architektur des Knochens wird als Knochenmatrix bezeichnet
und stellt sich erst im Rontgenbild genauer dar (Bartl 2010).

Grundsatzlich bestehen Knochen aus einer dichten Knochenrinde, der Substantia cor-
ticalis, welche den aufleren Anteil darstellt. Der innere Teil des Knochens wird von
einem dunnwandigen engen Trabekelnetz durchzogen, sodass sich im Knocheninne-
ren viele Hohlraume befinden. Das Trabekelnetz wird als Knochenbalkchen oder Sub-

stantia spongiosa bezeichnet. Die Gesamtmasse des normalen Skelettes betragt ca.
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10 kg, wobei 8 kg auf den kompakten Knochen (Substantia corticalis) und 2 kg auf das
Trabekelnetz (Substantia spongiosa) entfallen (Bartl 2010). Zu berlcksichtigen ist na-
turlich, dass es hierbei von Mensch zu Mensch individuelle Unterschiede gibt. Die An-
ordnung des Trabekelnetzes folgt hierbei der biomechanischen Belastung, der der
Knochen ausgesetzt ist. Es bilden sich sogenannte Trajektionslinien. Schon 1892 be-
schrieb der Berliner Anatom und Chirurg Julius D. Wolff in seinem Buch ,Das Gesetz
der Transformation der Knochen® den dynamischen Umbau des Knochengewebes in
Abhangigkeit von seiner Belastung. Durch das ,Wolffsche Gesetz"“ beschreibt er, dass
durch belastungsabhangige Anpassung der Substantia spongiosa die maximale Sta-
bilitat des Knochens ermoglicht wird. Bei fehlender oder unzureichender regelmaliger
Belastung baut sich der Knochen hingegen langsam ab (Wolff 1892).

In longitudinaler Ausrichtung werden lange Rohrenknochen anatomisch in die drei Zo-
nen Meta-, Dia- und Epiphyse unterteilt. Alle drei Zonen haben gerade im Wachstum
verschiedene Bedeutungen. Diese aufwandige Architektur des Knochens wird in stan-
digem Umbau den gegebenen Beanspruchungen angepasst. Auf zellularer Ebene
sind dafur hauptsachlich drei Zellreihen verantwortlich, namlich Osteoblasten, Osteo-
klasten und Osteozyten.

1.2.1 Knochenmatrix

Die reine, unverkalkte Knochenmatrix wird als Osteoid bezeichnet. Die Knochenmatrix
besteht zu 30 % aus organischen und zu 70 % aus anorganischen Anteilen (Minera-
lien).

Die organischen Komponenten setzen sich aus Kollagen Typ 1 (90 %) und verschie-
denen anderen Proteinen (10 %) wie Osteokalzin, Osteonektin, Kollagen Typ 5 und
bone morphogenic protein (BMP) zusammen. Kollagen Typ 1 bildet typische Fibrillen
mit hoch geordnetem Verlaufsmuster. Sie sorgen fur Zugfestigkeit und Elastizitat des
Knochens. Das zu den Matrixproteinen gehorende Kollagen Typ 5 reguliert die Bildung
und Vernetzung der Fibrillen aus Kollagen Typ 1. Die Druckstabilitat wird durch das
eingelagerte Kalziumhydoxylapatit erreicht, welches 95 % der anorganischen Kno-
chenmasse ausmacht. Knochengewebe ist der grofte Kalziumspeicher des Men-
schen. Neben dem schwer |6slichen Hydoxylapatit kommt das gut wasserlosliche Car-

bonat bzw. Kalziumhydrogencarbonat vor (Jastrow 2015).
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1.3 Zellulare Bestandteile des Knochens
1.3.1 Osteoblasten

Osteoblasten gehéren zu den knochenaufbauenden mesenchymalen Zellen. Ihre
Hauptaufgabe ist der Aufbau von Knochenmatrix. Die Zellen bendtigen dazu vier Wo-
chen. Bei der desmalen Osteogenese wird ein sogenanter Bindegewebsknochen aus-
gebildet. Aus Osteoprogenitorzellen entstehen im Bindegewebsknochen Osteoblas-
ten, diese setzen sich an die Knochenoberflache und sezernieren dort die Vorstufe der
Kollagen-Typ-1-Fibrillen. Diese noch nicht mineralisierte Knochenvorstufe nennt man
Osteoid. Im Knochen bilden sich Osteoid-Balkchen, in denen sich Osteoblasten durch
vermehrte Knochenbildung einmauern und langsam zu Knochenzellen, Osteozyten,

werden.

1.3.2 Osteozyten

Osteozyten sind von mineralisiertem Knochen umgeben und zahlen zu den knochen-
uberwachenden Zellen. Sie liegen in Lakunen und sind durch verzweigte Kanalchen
(Canaliculi) untereinander verbunden. Zwischen den Lakunen verlaufen Kapillaren,
sodass ein Stoffaustausch von organischen und anorganischen Substanzen erfolgen
kann. Die Funktion der Osteozyten ist nicht abschliel3end geklart, bekannt ist jedoch,
dass sie fur die Ernahrung des Knochens sowie die Steuerung der biomechanischen
Umbauprozesse der Trajektionslinien maf3geblich sind. Die mechanischen Krafte, wel-
che durch am Knochen ansetzende Muskulatur auf den Knochen wirken, konnen wahr-
scheinlich von Osteozyten aufgenommen und registriert werden. Diese Signale wer-
den dann ebenso wahrscheinlich auf die an der Knochenoberflache befindlichen Bau-
einheiten weitergegeben.

Osteozyten kdnnen das Alter der Knochensubstanz registrieren und den Umbau ein-
leiten. Eine gewisse eigenstandige Fahigkeit, Knochen auf- und abzubauen, konnte in
geringem Malde gezeigt werden. Somit obliegt den Osteozyten die Kontrolle und Re-
gulation des Knochenumbaus. Die Menge der Osteozyten hat einen Einfluss auf die
Knochendichte; eine Abnahme der Osteozytenanzahl im Alter geht daher unweigerlich
mit einer Verschlechterung der Knochenqualitat einher (Bartl 2010).

1.3.3 Osteoklasten

Osteoklasten gehéren zu den knochenabbauenden Zellen, die alten oder schwach
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mineralisierten Knochen in nur wenigen Tagen abbauen konnen. Histologisch lassen
sie sich als mehrkernige Riesenzellen erkennen. Sie leiten sich von den Monozyten
des Knochenmarks ab und gehdren zu den Zellen der hamatopoetischen Zellreihe.
Zellverwandt sind ihnen die Makrophagen; beide teilen viele Charakteristiken wie zum
Beispiel die Moglichkeit der Phagozytose. Auf der Knochenoberflache treten Osteo-
klasten mit der Knochenmatrix in Kontakt und konnen dort das Knochenmaterial auf-
I6sen. Hierzu besitzen sie eine typische, stark gefaltete Membranoberflache, die so-
genannte ruffled border, an deren Oberflache H*/ K*- Protonenpumpen durch ein sau-
res Millieu die Knochenmatrix arrodieren. Grof3e Mengen von proteolytischen Enzy-
men wie die tartratresistente saure Phosphatase (TRAP) oder Matrix-Metalloproteina-
sen (MMPs) werden sezerniert, die dann in einem weiteren Schritt die sich 16senden
Matrixbestandteile zersetzen. Die kombinierte Wirkung von Ph- Absenkung und der
Nutzen von lysosomalen Enzymen ermdglichen den Abbau des Knochens. Die Diffe-
renzierung und Aktivitat der Osteoklasten kann durch mechanische Reize oder hor-
monell beeinflusst werden. Von besonderer Bedeutung sind hierbei: Parathormon,
Ostrogen, Leptin und Schilddriisenhormone (Bartl 2010). An der Oberflache der Oste-
oklasten liegende Ostrogenrezeptoren kdnnen den sogenannten Fas-Ligand Kanal ak-
tivieren und hierriber die Apoptose der Osteoklasten initiieren (Nakamura et al. 2007).
Osteoklasten lassen sich von den verwandten Makrophagen durch einige Unter-
schiede differenzieren. Makrophagen sind im Gegensatz zu Osteoklasten nicht in der
Lage, Knochenstrukturen aufzuldsen. Es fehlt ihnen die hierfur charakteristische und
wichtige ruffled border; au3erdem reagieren sie nicht auf Calcitonin und andere hor-

monelle Einflisse des Knochenstoffwechsels (Rubin und Greenfield 2005).

1.4 Knochenumbau

Das Knochengewebe unterliegt zeitlebens standigen Umbauvorgangen, welche u. a.
eine Adaptation der Knochenstruktur an mechanische Belastung ermoglichen. Im
Kindes- und Jugendalter ist ein starker Knochenaufbau festzustellen, wohingegen im
hoheren Lebensalter ausschlieBlich Knochenumbau (sog. Turnover) im Rahmen des
Remodelings erfolgt. Knochenaufbau und Knochenabbau stehen im fein
abgestimmten Verhaltnis zueinander. Bei Kindern Uberwiegt der Aufbau und der
Knochenturnover ist deutlich hoher als bei Erwachsenen. Beim Erwachsenen werden
pro Jahr immer noch etwa 10 % der Knochenmasse ersetzt. Physiologischerweise

stellt sich das Verhaltnis von Auf- und Abbau des Knochens zwischen dem 20. und 30.
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Lebensjahr in ein Gleichgewicht. Kurz darauf wird im Alter zwischen 33 und 37 Jahren
die maximale Knochendichte erreicht, man spricht dann von der peak bone mass
(PBM), an die sich ein Abfall der Knochenmasse um ca. 1 % pro Jahr anschlief3t (Rodin
et al. 1990). Durch die standigen Umbauvorgange wird die Materialerneuerung des
Knochens gewabhrleistet, kleine Risse oder Storungen der Knochenstruktur kdnnen so
permanent ausgeglichen werden.

Wird die Balance durch Uberwiegen des Abbaus gestdrt, kommt es besonders im
hohen Lebensalter zur Osteoporose. Einflussfaktoren, die den Knochenumbau
triggern kdénnen, sind neben mechanischer Belastung auch Hormone, wie Ostrogen,
Parathormon, Kalzitonin, Insulin und Wachstumshormone (Benninghoff und
Drenckhahn 2008).

Je nach Knochenstruktur ist ein unterschiedliches Umbaumuster zu erwarten:
Kortikaler Knochen ist sehr dicht, stark kalzifiziert und zeigt ein niedriges Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis. Er bietet somit keine gute Angriffsflache fir Osteoklasten und
Osteoblasten. Der Umbau zeigt sich hier folglich langsam und trage.

Spongidose Knochen bieten durch ihre gro3e Oberflache und feingliedrigere
Anordnung eine wesentlich bessere Angriffsflache, somit ist ein wesentlich schnellerer
Umbau moglich. Jahrlich werden 25 % des spongidsen, aber nur 2,5 % des kortikalen
Knochens umgebaut (Bartl 2010).

1.5 Osteoporose

Die Definition der Osteoporose beruht auf einem Konsens, welcher auf der Internatio-
nal Consensus Development Conference on Osteoporosis im April 1993 in Hong Kong
getroffen wurde:

Die Osteoporose wird definiert als eine systemische Skeletterkrankung, welche durch
Verlust der Knochenmasse und eine Verminderung der Mikroarchitektur des Knochen-
gewebes charakterisiert ist. Als Folge kann der Knochen seine Stabilitat nicht aufrecht-
erhalten und Patienten neigen schon bei leichten Traumata zu Frakturen (Consensus
Development Conference 1993).

Von einer manifesten Osteoporose wird beim Vorliegen von mindestens einer Osteo-
porose-bedingten Fraktur gesprochen (Consensus Development Conference 1993,
Leitlinie Osteoporose 2017).

Der Zusammenhang von Knochendichte und Frakturrisiko wurde inzwischen durch

eine Reihe prospektiver Studien belegt. Gemal® der Weltgesundheitsorganisation
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(WHO) wird die Osteoporose der Frau daher nach den Werten der Knochendichte-
messung festgelegt (WHO 1994).

Definition der Osteoporose nach der DXA-Methode (Dual-X-Ray-Absorptiometrie;
Kap. 1.7.2) und dem T-Score:

,Eine Osteoporose liegt vor, wenn die Konchenmineraldichte (DXA-Methode) um 2,5
Standardabweichungen (SD) unter dem statistischen Mittelwert gesunder pré-
menopausaler Frauen liegt (= T-Score)” (Bartl 2010, S.21).

Liegt die Standardabweichung zwischen -1 und -2,5 spricht man von einer Osteopenie.
Die fur die messtechnische Definition genutzten Werte gelten fur die Osteoporose bei
Frauen (s.o.). Fur Manner kann die Definition ab dem 50. Lebensjahr jedoch tbernom-

men werden (Leitlinie Osteoporose 2017).

1.5.1 Epidemiologie

Osteoporose ist seit langem Gegenstand der Forschung, mittlerweile liegt eine breite
Datenbasis vor, die zu einer klaren Definition der Erkrankung beitragt. In mehreren
Studien wurden die hohen Patientenzahlen und die Kosten fur das Gesundheitssystem
aufgezeigt. Nach der BoneEVA-Studie lag im Jahr 2003 in Deutschland die Pravalenz
der Erkrankung im Alter von 50 Jahren oder alter bei 26 %. Die Pravalenz der Frauen
liegt mit 39 % deutlich hoher als die der Manner mit 9,7 % (6,5 versus 1,3 Millionen
Betroffene) und steigt bei beiden Geschlechtern im Alter stark an. Im Jahre 2003 be-
liefen sich die direkt durch Osteoporose entstandenen Kosten in der Bundesrepublik
Deutschland auf rund 5,4 Milliarden Euro pro Jahr (Haussler et al. 2006). In Deutsch-
land waren nach Hochrechnungen der Techniker Krankenkasse im Jahr 2009 mehr
als 6 Millionen Menschen an Osteoporose erkrankt (Hadji et al. 2013). Insgesamt kon-
nen 9 Millionen Frakturen weltweit und davon 34,8 % in Europa auf Osteoporose zu-
ruckgefuhrt werden (Johnell und Kanis 2006). Das Lebenszeitrisiko einer Becken- ,
Wirbelsaulen- oder Handgelenksfraktur durch Osteoporose liegt in den entwickelten
Landern bei 30 bis 40 % und ist damit dort ahnlich hoch wie das Lebenszeitrisiko fur
eine Koronare Herzerkrankung (WHO 2004). Eine von der Europaischen Union einge-
setzte Expertenrunde konnte 1998 einen Report aufstellen, der nach Analyse der Fall-
daten in Europa eine deutliche Zunahme der Frakturen bedingt durch Osteoporose bis
2050 voraussagt. Die Anzahl der Huftfrakturen soll sich von 2000 bis 2050 um 135 %
erhohen (Compston et al. 1998).

Aufgrund der hohen Morbiditat und der weltweit starken Kosten dieser Erkrankung hat



Einleitung 8

es sich die World Health Organization bereits seit 1994 zur Aufgabe gemacht, Praven-
tion, Therapie und Management der Erkrankung in einer weltweiten Strategie zu for-

mulieren. Eine Scientific Group der WHO wurde erstmals eingerichtet.

1.5.2 Einteilung

Die Osteoporose lasst sich an verschiedenen Anhaltspunkten unterteilen:

1.5.2.1 Einteilung nach der Atiologie:

Hier geht es um die Abgrenzung von primaren Formen zu durch bestimmte Grunder-

krankung ausgelosten sekundaren Formen.

Primare (idiopathische) Osteoporose:

Osteoporose ohne Grunderkrankung und erkennbar eindeutige Ursache. Hierzu zéh-
len vor allem die postmenopausale (Typ |; haufigste Form) und die senile Form (Typ
I1). Hinzu kommen die juvenile und adulte Osteoporose. Hierbei ergeben sich jedoch
oft Uberschneidungen zur sekundaren Form, da die Risikofaktoren oft mit der Patho-
genese in Zusammenhang stehen konnen (Bartl 2010). Wichtige Risikofaktoren der

primaren Osteoporose sind im Folgenden tabellarisch aufgefuhrt:

Tabelle 1: Risikofaktoren der primdren Osteoporose (Jerosch et al. 2002)

hoheres Lebensalter

postmenopausaler Ostrogenmangel

im Alter verminderte enterale Kalziumresorption
korperliche Inaktivitat (Lebensgewohnheit)
schlanke Statur

Osteoporose in Familie vorbekannt

Sekundéare Osteoporose:

Osteoporose, die als Begleiterscheinung bei einer Vielzahl anderer Grunderkrankun-
gen auftritt. Die Haufigkeit einer sekundaren Osteoporose im Patientenkollektiv wird in
Studien teilweise stark differierend angegeben. Eine Knochendichtemessung sollte
daher im Rahmen einer Erkrankung als Teil der Diagnostik durchgefuhrt werden
(Stupphann und Pietschmann 2008). Manner sind haufiger von sekundarer Osteopo-
rose betroffen als Frauen (Fitzpatrick 2002). Eine der haufigsten sekundaren Formen
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entsteht iatrogen durch langanhaltende Cortison-Therapie (Walsh et al. 1996), weitere
Formen konnen durch verschiedene Ursachen ausgelost werden, die im Folgenden

tabellarisch aufgefuhrt werden:

Tabelle 2: Risikofaktoren der sekundaren Osteoporose (Jerosch et al. 2002, Classe et al. 2003)

Ursachen
Endokrine Erkrankungen

Hamatologische Erkrankungen und Ma-

lignome

Gastrointestinale Erkrankungen und Er-

nahrung

Rheumatische Erkrankungen/ Medika-

mente

Sonderform

Beispiele

Cushing-Syndrom
Hyperparathyreoidismus
Hypogonadismus

Hyper- bzw. Hypothyreose
Diabetes mellitus

Anorexia nervosa

Multiples Myelom

Lymphome, Leukdmien
Systemische Mastozytose
Malignome mit paraneoplastischer Sekre-
tion (PTHrP, RANKL)
Entzindliche Darmerkrankungen
Malnutrition

Gastrektomie

Zoliakie

Laktoseintoleranz

Malabsorption

Chronische Lebererkrankungen
Alkoholabusus

Rheumatoide Arthritis

Morbus Bechterew
Glukokortikoide

Cyclosporine

Heparin

Antiepileptika

Lokale Osteoporose bei M. Sudeck/ CRPS
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1.5.2.2 Einteilung nach der metabolischen Charakteristik:

Zur Unterscheidung weiterer Formen der Osteoporose wird hier der Knochenumsatz
als sogenannter Turnover zur Einteilung bestimmt. Physiologisch stehen Knochenauf-
und -abbau in einem Gleichgewicht.

High-turnover-Osteoporose:

Kommt es zu einem Uberwiegen der Osteoklasten bei normaler Aktivitat der Osteo-
blasten, entsteht eine fast-loser-Situation. Diese tritt besonders in den ersten 10 Jah-
ren postmenopausal auf. In dieser fruhen Menopause spricht man von einer high-tur-
nover-Osteoporose. Bei diesen Patienten kann es zu einem Verlust der trabekularen
Knochenmasse von uber 3,5 % pro Jahr kommen (Furderer und Eysel 2004).

Low-turnover-Osteoporose:

Eine low-turnover-Osteoporose ist gekennzeichnet durch eine verminderte Knochen-
neubildung bei gleichbleibendem Knochenabbau. Ein solcher langsamer Knochenum-
bau wird als slow-loser-Situation bezeichnet. Dieser langsame Verlust der trabekula-
ren Knochenmasse tritt bei seniler Osteoporose (Typ Il, Involutionsosteoporose) oder
in der spaten postmenopausalen Osteoporose (mehr als 10 Jahre nach Menopause)
auf. Meist liegt der Verlust der trabekularen Knochenmasse unter 3,5 % pro Jahr
(Furderer und Eysel 2004, Bruch und Trenz 2005).

Biochemische Knochenmarker oder eine in besonderen Fallen durchgefihrte Kno-
chenbiopsie lassen genauere Ausmalle erkennen. Solange low-turnover-Formen im
Frihstadium erkannt werden, kdnnen sie mit Bisphosphonaten behandelt werden. Je
nach Starke des Turnovers sind teils vermehrte Kontrollen notig.

1.5.2.3 Einteilung nach Schweregrad:

Bei der Osteoporose kommt es zu einer Zerstérung der Knochenarchitektur und damit
zu einem hohen Frakturrisiko. Bei der Osteopenie hingegen ist die makroskopische
und mikroskopische Knochenstruktur noch intakt. Die Schweregradeinteilung wird an-
hand der Knochendichte bestimmt (Tabelle 3). Eine weitere Einteilung nach Werten
der Knochendichtemessung in Verbindung mit dem klinischen Bild wurde 1995 von
Minne veroffentlicht. Hier werden Schweregrad 0-3 unterschieden (Minne 1995, Bartl
2010).
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Tabelle 3: Einteilung der Osteoporose nach Schweregrad (Bartl 2010)

Normale Knochendichte: Die Knochendichte weicht weniger als eine Stan-
dardabweichung (SD) vom Mittelwert der maximalen Knochendichte ab.

Osteopenie: Die Knochendichte weicht negativ um mehr als 1 und weniger als 2,5
SD vom Mittelwert der maximalen Knochendichte ab.

Praklinische Osteoporose

Manifeste, schwere Osteoporose

1.5.3 Ostrogen und sein Einfluss auf die Osteoporose

Schon an der Epidemiologie der Erkrankung (Kap. 1.5.1) lasst sich erkennen, dass es
gerade bei postmenopausalen Frauen haufig zu Osteoporose kommt. Ein starker Zu-
sammenhang von Osteoporose und niedrigen Ostrogenspiegeln lieR sich bereits in
mehreren Studien darstellen. Dieser Zusammenhang lasst sich darauf zurtckfuhren,
dass Ostrogen eine komplexe Wirkung auf Knochen, enterale Resorption und den Hor-
monhaushalt hat und somit mehrere Angriffspunkte zur Regulation des Knochenum-
baus umfasst.

Wichtig fur die regelmafRige Erneuerung des Knochens ist der Kalziumgehalt im Blut,
welcher durch die enterale Resorption erhéht werden kann. Ostrogen steigert die Aus-
bildung von Ca*- Kanalen im Gastrointestinaltrakt (TRPV6 und TRPVS5) und kann auf
diesem Weg indirekt die Bildung von stabiler Knochenmatrix positiv beeinflussen (Diaz
de Barboza et al. 2015).

Ostrogen fordert die Freisetzung der Zytokine (Interleukin -1, -6) und des Wachstums-
faktors TGF-3. Dieser induziert die Apoptose der Osteoklasten und verschiebt so die
Gesamtbilanz des Knochens in Richtung Zunahme der Knochenmasse (Pacifici 1998,
Riggs 2000). Frauen haben somit in der 0strogenreichen pra-Menopausalen Lebens-
phase einen gewissen Anteil an ,Zusatzknochen® im Vergleich zu Mannern aufbauen
konnen. Diese Reserve steht in Schwangerschaften dem Fetus zur Verfiugung, um
eine bestandige Kalzium- Versorgung zu gewahrleisten. In der Menopause kommt es
durch den Ostrogenabfall nicht nur zum Abfall von TGF-B, sondern auch zur Zunahme
der T-Lympohzyten im Knochenmark. Diese vermitteln eine vermehrte TNF-a-Sekre-
tion. TNF-a hat gegenteilige Wirkung und aktiviert die Osteoklasten, somit wird der
Knochenabbau gefordert (Ziegler und Nawroth 2006).
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1.5.4 Risikofaktoren

Erstes Anzeichen einer Osteoporose ist oft erst eine Fraktur. Gerade bevor diagnosti-
sche Madglichkeiten etabliert wurden, manifestierte sich die Osteoporose oftmals rein
klinisch. Heute konnen wir durch grof3e Studien zeigen, dass es multiple Risikofaktoren
gibt, die zu einer primaren oder sekundaren Osteoporose fuhren kdnnen. Hierzu zah-

len die in der Tabelle aufgefuhrten Risikofaktoren (Tabelle 4).

Tabelle 4: Risikofaktoren fiir Osteoporose (Bartl 2010)

Beeinflussbare Risikofaktoren

Lebensstil: Bewegungsmangel
ungenligende Ca*- Zufuhr
Vitamin-D-Mangel
Nikotinabusus
ubermafiger Alkoholkonsum
niedriger BMI
ubermafige sportliche Aktivitat

Nicht beeinflussbare Risikofaktoren

Genetische Faktoren: weibliches Geschlecht
Elternteil mit osteoporosebedingter prox.

Femurfraktur

Lebensalter

Frakturen nach dem 45. Lebensjahr

Hormonelle Veranderungen: Nullipara
Ostrogenmangel
Testosteronmangel
Amenorrhoe

spate Menarche und frihe Menopause

Das Lebenszeitrisiko einer osteoporosebedingten Fraktur liegt bei 47,3 % fur Frauen
und etwa 23,8 % fur Manner, unabhangig davon, welcher Knochen betroffen ist
(Nguyen et al. 1996, Kanis et al. 2000). Das Risiko einer Fraktur in Abhangigkeit von
der Knochendichte konnte in mehreren Studien gezeigt werden. Die Kombination aus
Knochendichtemessung und Anamnese der moglichen weiteren Risikofaktoren kann
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daher eine sehr genaue Fraktur-Risikoeinschatzung ermoglichen (Bartl 2010). Viele
der Risikofaktoren sind genetisch bedingt oder durch den hormonellen Status nicht
sonderlich beeinflussbar. Auf der anderen Seite zeigt die Tabelle auch Faktoren, die
sich durchaus durch den Patienten beeinflussen lassen. Bei 90 % der untersuchten
Patienten im Alter von 70 Jahren ist ein Vitamin-D-Mangel festzustellen (< 30 ng/ml).
Dies kann mit mangelnder Vitamin-D-Zufuhr oder oft auch mangelnder Sonnenexpo-
sition in Zusammenhang gebracht werden (Breysse et al. 2015). Weitere beeinfluss-
bare Grolden beziehen sich auf den Ernahrungszustand. Ein BMI unter 20 erhoht das
relative Risiko einer proximalen Femurfraktur um den Faktor zwei (Baum und Peters
2008).

1.6 Diagnostik

Aktuelle Versorgungszahlen zeigen eine starke Unter- bzw. Fehlversorgung der Oste-
oporose. Der deutsche Dachverband Osteologie (DVO) hat sich daher zur Aufgabe
gemacht, eine Leitlinie zur Prophylaxe, Diagnostik und Therapie fur Frauen ab der
Menopause und fur Manner ab dem 60. Lebensjahr zu erstellen. Eine weiterfuhrende
Diagnostik der Osteoporose sollte immer entweder nach niedrigtraumatischen Fraktu-
ren oder bei solchen Krankheiten erfolgen, bei denen die Evaluation des Frakturrisikos
eine therapeutische Konsequenz hat. Ansonsten sollte die Diagnostik nach der DVO
Leitlinie erst ab einer 10-Jahres-Fraktur-Wahrscheinlichkeit von > 20 % erfolgen, die
auf Grundlage klinischer Risikofaktoren nach dem DVO-Risikomodell 2006 abge-
schatzt wird. Die Tabelle 5 stellt Konstellationen dar, bei denen dieser Wert erreicht
wird. Die Diagnostik umfasst neben der Anamnese auch klinische Untersuchung, DXA-
Knochendichtemessung, konventionelles Rontgen von Brust- und Lendenwirbelsaule
und eine Labordiagnostik (Leitlinie Osteoporose 2017).
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Tabelle 5: Empfehlung fiir die Durchfiihrung einer Basisdiagnostik (Pfeilschifter 2006)

Alter (Jahre) Risikoprofil, bei dem eine Basisdiagnostik empfohlen
wird, sofern der/die Risikofaktor(en) nicht behebbar ist
Frau Mann (sind)
50-60 60-70 Wirbelkorperfraktur
periphere Fraktur als Einzelfallentscheidung
60-70 70-80 Wirbelkorperfraktur

periphere Fraktur
proximale Femurfraktur eines Elternteils
(Untergewicht, Nikotinkonsum, multiple Stiirze, Immobilitat)

> 70 >80 Lebensalter als Risiko ausreichend

1.6.1 Anamnese

Die Anamnese ist der erste Schritt zur Diagnostik der Osteoporose. Ziel ist es, Infor-
mationen uber vorliegende Risikofaktoren, Beschwerden, Erkrankungen und eine
eventuelle aktuelle Medikation zu erlangen, die mit einer Osteoporose in Zusammen-
hang stehen konnten. Weiter muss auf familiare Vorbelastungen und andere Anzei-
chen geachtet werden, die auf eine genetische Komponente schlieRen lassen. Weitere
Aspekte sind Alter, Gewicht- und Korpergrolienentwicklung sowie zurlckliegende
Frakturen und Stirze. Um bei alteren Menschen einen Vergleichswert zur aktuellen
Korpergrof3e zu erhalten, kann man beispielsweise die Korpergrofde um das 25. Le-
bensjahr erfragen. Sofern dies nicht erinnerlich ist, lasst es sich evtl. auf alten Doku-
menten wie dem Fuhrerschein ablesen. Studien haben gezeigt, dass es eine Korrela-
tion zwischen niedriger BMD und einem Korpergrofienverlust von mehr als 4 cm gibt
(Sanila et al. 1994). Auf Basis der gewonnenen Informationen wird die Indikation zur
weiterfUhrenden Diagnostik gestellt (Bartl 2010).

1.6.2 Klinische Untersuchung

Ziel der klinischen Untersuchung ist der Ausschluss von Frakturen bzw. Funktionsein-
schrankungen, die zum Beispiel durch eine seit langerem bestehende Fraktur zu-
stande gekommen sein konnten.

Im fortgeschrittenen Stadium kann es zu Wirbelkorperfrakturen kommen, welche oft
durch Rickenschmerzen und eine Hohenminderung von mehr als 4 cm klinisch auf-

fallig werden. Der massive Hohenverlust ist durch Sinterung der Wirbelsaule bedingt.
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Der Scheitel-Sohlen-Abstand als Wert fur die KorpergroRe ist bei der Osteoporose
vermindert, wohingegen die Armspannweite, die normalerweise der Korpergrolie ent-
spricht, hier unverandert bleibt. Durch Sinterung der Wirbelsaule wird das Abdomen
gestaucht und der Abstand vom unteren Rippenbogen zum Beckenkamm vermindert
sich (Abbildung 1, B). Dies zeigt sich charakteristisch durch Hautfalten vom Ricken zu
den Flanken, welche tannenbaumartig auslaufen. Die teils eingesunkenen Wirbelkor-
per bertihren sich an den Dornfortsatzen, man spricht vom Baastrup-Syndrom oder
s0g. kissing spine. Klinisch kommt es zu einer Verlagerung des Korperschwerpunktes
nach vorne, der Gang wird kleinschrittig und unsicher, was mit erhohter Fallneigung
einhergeht. Die Patienten zeigen bei Einbruch der Wirbelkorper einen Rundricken der
klinisch mit gesteigertem Wand-Hinterhaupt-Abstand auffallig wird (Abbildung 1, A).
Um Koordination sowie Muskelkraft und das damit verbundene Sturzrisiko weiter ein-
schatzen zu kdnnen, werden von der DVO-Leitlinie zusatzlich weitere Tests wie der
Up&Go-Test oder der Chair-rising-Test empfohlen (Baum und Peters 2008, Bartl 2010,
Leitlinie Osteoporose 2017).

Wall-Occiput Test for Occult Thoracic Vertebral Fractures Rib-Pelvis Distance Test for Occult Lumbar Vertebral Fractures

Negative Test Result Positive Test Result Negative Test Result Positive Test Result

A Gl
Y,

Abbildung 1: Klinische Tests zur Diagnostik einer Plattenimpressionsfraktur: A= Test zur Bestimmung des
Wand-Hinterhaupt Abstandes. Dieser ist positiv, sobald der Abstand > 0 cm entspricht. B= Rippen-Beckenkamm-
Abstands-Test. Dieser ist positiv, wenn in den dazwischenliegenden Spalt nur noch zwei oder weniger Finger pas-
sen (Green et al. 2004) mit freundlicher Genehmigung durch JAMA
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1.6.3 Labordiagnostik

Zur Abgrenzung zwischen primarer und sekundarer Osteoporose ist die Kontrolle spe-
zifischer Laborparameter erforderlich. Bei der primaren Osteoporose liegen die zu kon-
trollierenden Laborparameter im Normbereich, allenfalls frische Frakturen kdnnen
kurzfristige Laborwertveranderungen hervorrufen. Die genaue Labordiagnostik ist bei
der sekundaren Osteoporose unentbehrliches Instrument, um die verschiedenen Un-
terformen voneinander abzugrenzen und eine eindeutige Ursache der sekundaren Os-
teoporose festzustellen. Bei Verdacht auf Osteoporose sollte ein regelmaliiges Scree-
ning mit den folgenden Parametern durchgefuhrt werden (Tabelle 6).

Tabelle 6: Screeningparameter der Osteoporose (Leitlinie Osteoporose 2017)

Blutkérpersenkungsgeschwindigkeit (BSG) und CRP
Kleines Blutbild

Kalzium und Phosphat, Natrium fakultativ (Serum)
Alkalische Phosphatase (Serum)

Glukose (Serum)

Transaminasen und Gamma-GT (Serum)

Kreatinin (Serum), bei erhdhten Werten Kreatinin-Clearance
TSH

In Einzelfallen konnen 25-Hydroxyvitamin D3, Testosteron beim Mann und Knochen-
umbaumarker bestimmt werden. Der Knochenstoffwechsel Iasst sich durch verschie-
dene Marker fur Knochen-Auf- und -Abbau untersuchen. Die durch Osteoblasten syn-
thetisierte alkalische Phosphatase und das Osteokalcin sprechen fur eine erhohte
Knochensynthese, genau wie das Prokollagen Typ | N-terminale Propeptid (PINP). Als
Zeichen eines erhdhten Knochenabbaus sprechen Kollagenbausteine und Kollagen-
Quervernetzungsprodukte (cross links), die bei Knochanabbau erhéht im Blut festzu-
stellen sind. Hierzu zahlen Desoxypyridinolin und Pyridinolin, welche im Urin bestimmt
werden. Die C- und N-terminalen Cross-link-Telopeptide (CTX und NTX) kénnen so-
wohl in Urin als auch in Serum festgestellt werden (Garnero und Delmas 2004). Die
Knochenmarker werden vor Allem zur Kontrolle des Therapierfolges mit Bisphospho-
naten oder Hormonen genutzt. Bei einer Reduktion der Marker des Knochenabbaus
um min. 30 % gegenuber dem Ausgangswert spricht man von einem Therapieerfolg
und Ansprechen (response) der Therapie (Bartl 2010).
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1.6.4 Konventionelles Skelettrontgen

Rontgenaufnahmen des Skelettes sind fur die Auffindung bereits abgelaufener stum-
mer Frakturen oder Einbriche sehr wertvoll. Da sich osteoporotisch veranderter Kno-
chen erst bei Verlust von mehr als 30 - 40 % der Knochenmasse radiologisch auffallig
zeigt, ist eine Fruhdiagnose so nicht durchfuhrbar. Radiologische Zeichen einer Oste-
oporose sind eine auffallige Rahmenstruktur des Wirbelkorpers, die durch Verlust des
trabekularen Knochens bei noch erhaltener auferer Substantia corticalis entsteht. Der
Knochen sieht aus ,wie mit dem Bleistift gezeichnet* (Bartl 2010, S.79). Typisch kon-
nen sich Sinterungsfrakturen sowie Fisch- und Keilwirbel mit einer Hohenminderung
von mehr als 20 % bilden (Green et al. 2004).

Das konventionelle Rontgen ist zur Abklarung unklarer Rickenschmerzen unentbehr-
lich. Nur so kdnnen auch Differenzialdiagnosen wie Osteomalazie, maligne Knochen-

lasionen oder entzundliche Gelenkveranderungen ausgeschlossen werden.

1.7 Moglichkeiten weiterer bildgebender Verfahren

Unter Auswertung von Rontgenbildern der Brust- und Lendenwirbelsaule mittels auto-
matisierter Konturfindungsprogramme konnen bereits kleine Formveranderungen der
Wirbelkorper gefunden werden. Zur Auswertung wird bei allen gebrauchlichen Verfah-
ren die anteriore, mediale und posteriore Wirbelkorperhohe gemessen. Bei Reduktion
von > 15 % bzw. >4 mm Hohe spricht man von einem Wirbelkdrpereinbruch.

Die DVO-Leitlinie empfiehlt mit der Graduierung der Wirbelkorperfrakturen nach Ge-
nant eine Einschatzungsmaoglichkeit fur das Risiko weiterer osteoporotischer Fraktu-

ren. Nach Genant werden die Frakturen in drei Stufen eingeteilt (Genant et al. 1993):

Tabelle 7: Graduierung Wirbelkorperfraktur (Genant et al. 1993)

Grad 1: = < 25 % Hohenminderung
Grad 2: = 25 - 40 % HOhenminderung

Grad 3: = > 40 % Hohenminderung

1.7.1 Knochendichtemessung

Mittels der Knochendichtemessung (Osteodensitometrie) lasst sich primar Uberprufen,

ob eine Osteoporose nach der operativen Definition der WHO vorliegt (T-Score < -2,5).
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Nur durch die direkte Messung der Knochendichte (BMD) kann eine frihzeitige Diag-
nose der Osteoporose erfolgen. Schon ein Verlust von 10 % der Knochendichte lasst
das Risiko einer Fraktur der Lendenwirbelsaule verdoppeln und eine Fraktur des
Femurs verdreifachen. Die alleinige Messung der Knochendichte zur Ermittlung des
Frakturrisikos hat sich jedoch als ungeeignet herausgestellt. Studien haben gezeigt,
dass in weniger als 20 % der Falle osteoporotische Frakturen allein auf eine verrin-
gerte Knochendichte zurtckzufihren waren. Die Knochendichtemessung sollte daher
immer mit gleichzeitiger Beachtung weiterer Risikofaktoren erfolgen (Watts et al. 2005,
Bartl 2010).

1.7.2 DXA-Messung

Als sehr geeignetes und ausgereiftes Verfahren zur Messung der Knochendichte wird
von der DVO-Leitlinie die DXA-Messung ,Dual-X-Ray-Absorptiometrie“ empfohlen.
Hierbei wird der Mineralgehalt des Knochens mittels zweier Energiestrahlen berech-
net, die in unterschiedlicher Intensitat durch das Skelett gegeben werden und in abge-
schwachter Form zuruck zu einem Detektor gelangen. Die Messung erfolgt am proxi-
malen Femur sowie an den Lendenwirbelkorpern (L1-L4). Das Prinzip beruht auf Min-
derung der Intensitat der Rontgenstrahlung bei Durchtritt durch das Knochengewebe.
So kann indirekt ein Ruckschluss auf die Knochendichte erfolgen. Durch Vergleich
beider Messungen kann der weichteilbedingte Absorptionsanteil ermittelt und elimi-
niert werden. Ein errechneter Mineralgehalt des Skelettes kann dann als Dichte bezo-
gen auf die Flache (g/cm?) angegeben werden.

Vorteile dieser Messmethode liegen in der schnellen Zuganglichkeit, den geringen
Kosten (etwa 30 € fur Messung von LWS und Hufte) und der nicht invasiven Methodik.
Die Strahlenbelastung ist mit 1-3 mRem etwa 1-10 % geringer als bei einer normalen
Rontgenaufnahme. Aufgrund vieler weiterer Vorteile ist die DXA-Messung die einzige
von der WHO anerkannte Standardmethode zur Definition der Osteoporose und einer
moglichen Therapieindikation (Bartl 2010).

1.7.3 Quantitative Computertomographie (QCT)

Die quantitative Computertomographie erlaubt eine Unterscheidung zwischen spongi-
0sem und kompaktem Knochen. Fruhe Verluste des trabekularen Knochens lassen
sich durch die QCT deutlich besser erkennen. Zur Messung kann ein normaler CT-
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Scanner genutzt werden. Lediglich ein externes Knochenmineral-Phantom muss zur
Kalibrierung vorhanden sein (Genant et al. 1996). Fur diese genaue Bildgebung ist
eine hohere Strahlenbelastung (100-300 mRem) erforderlich. Hinzu kommt eine Un-
tersuchungsdauer von ungefahr 20 Minuten. Fur Verlaufskontrollen stellt diese Me-
thode daher keine gute Grundlage dar. Aufgrund der Abhangigkeit der Ergebnisse vom
Untersucher und der begrenzten CT-Verfugbarkeit konnte sich das QCT bisher nicht
gegen das Standardverfahren der DXA-Messung durchsetzen. Die bei der QCT-Me-
thode angefertigte Bildgebung gliedert sich in zwei Aufnahmen. Eine erste seitliche
digitale Radiogramm-Aufnahme der LWS ermdoglicht die Festlegung der Schichtebene
(L1-L3), in der dann die Messung erfolgen soll. Die gemessenen und mit einem Kalib-
rierphantom verglichenen Werte werden hier als Masse an Hydroxylapatit (HA) pro
Volumeneinheit berechnet. Die ermittelten T-Werte der QCT-Messung sind also nicht
mit den T-Werten der DXA-Messung zu vergleichen.

1.8 Therapie

Die im Folgenden aufgefuhrten Therapievorschlage orientieren sich an der Leitlinie
des Dachverbandes Osteologie von 2017. Es werden Basismal3nahmen und spezifi-
sche medikamentdse Therapieformen aus aktuellen Studien zur Behandlung der Os-

teoporose vorgestellt.

1.8.1 BasismaBnahmen und Prophylaxe

Die Umsetzung von BasismalRnahmen kann schon bei Patienten mit geringem Risi-
koprofil und unabhangig von einer spezifischen medikamentosen Therapie die Rate
an Frakturen senken. Neben medikamentosen Mallinahmen stehen hier auch die
Aufklarung und Schulung von Patienten, Familienmitgliedern und Pflegeeinrichtungen
im Vordergrund. Trotz hohen Fallzahlen konnte gezeigt werden, dass Verstandnis und
Wissen im Umgang mit Patienten, die an Osteoporose leiden, oftmals noch fehlen
(Alamri et al. 2015).

Ziel der Basismalinahmen ist es, der Osteoporose vorzubeugen und das Frakturrisiko
zu senken. In Studien hat sich gezeigt, dass Uber 90 % der Huftfrakturen durch einen
Sturz verursacht werden. Die Basismal3nahmen sollten daher auch eine effektive
Sturzprophylaxe beinhalten. Sowohl Huftpolsterung als auch Rickenorthesen konnen
einfache SchutzmalRnahmen darstellen, jedoch hat ein Review mehrerer Studien
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gezeigt, dass sich bei Huftpolsterung oft kein effektiver Rickgang der Frakturzahlen
feststellen lasst. Zudem kann es zu Nebenwirkungen wie Hautreizungen kommen
(Santesso et al. 2014). Eine Sturzanamnese kann Aufschluss liefern, welche Tatigkei-
ten und Barrieren im hauslichen Umfeld einen Sturz provozieren kdnnen. Gleichzeitig
sollte ein sicherer Gang, beispielsweise mit Gehilfen in Verbindung mit korperlicher
Aktivitat, trainiert werden, um dem Knochenschwund im Rahmen der Osteoporose
durch fehlende Belastung vorzubeugen. Medikamente, die orthostatisch oder sedie-
rend wirksam sind, sollten nur unter strenger Indikationsstellung weiter verabreicht
werden.

Die Supplementierung von Vitamin-D (300-1100 IU/d) und Kalzium (500-1200 mg/d)
konnte bei Mangelzustanden in mehreren Studien als effektive MaRnahme zur Reduk-
tion von Knochenabbau und Senkung des Frakturrisikos bei alteren Menschen festge-
stellt werden (Chung et al. 2011). Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass 75 %
aller Erwachsenen weltweilt einen Serum-Vitamin-D-Spiegel von < 30 ng/ml vorwei-
sen (Reddy und Edwards 2017). Gerade bei alteren Menschen ohne regelmafige Son-
nenexposition, Farbigen und Bewohnern der nérdlichen Hemispharen ist ein Vitamin-
D-Mangel zu erwarten. Hier muss eine regelmafige Substitution erfolgen. Die National
Osteoporosis Foundation empfiehlt eine tagliche Vitamin-D-Zufuhr von 800- bis 1000
IU pro Tag ab dem 50. Lebensjahr (Cosman et al. 2014). Kalzium sollte bei Mangel-
zustanden mit 1000 mg taglich substituiert werden.

Sollte es bereits zu einer osteoporotischen Fraktur gekommen sein, empfiehlt die
DVO-Leitlinie die Schmerztherapie nach WHO-Stufenschema, um neben der
Schmerzreduktion auch eine fruihe Mobilisation zu ermdglichen. Eine psychosoziale
Betreuung sowie Rehabilitationsmalinahmen, Physiotherapie und Funktionstraining in
Kombination mit einer antiosteoporotischen Pharmakotherapie sollten eingeleitet wer-
den (Leitlinie Osteoporose 2017).

1.8.2 Medikamentose Therapie

Die Indikation zur medikamentdsen Therapie kann nach der DVO-Leitlinie zum einen
anhand des T-Score (<-2,5) bei manifester Fraktur und zum anderen nach dem
10-Jahres-Frakturrisiko gestellt werden.

Die Evidenz der antiosteoporotischen medikamentdsen Therapie wurde in den meis-
ten Studien fur postmenopausale Frauen mit einem T-Score von < -2,5 nachgewiesen.

Ab einem T-Score Wert von > -2,0 ist die Wirksamkeit einer medikamentdsen Therapie
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nicht belegt. Die Datenlage zur Therapieeffizienz ist aktuell noch zu niedrig. Trotzdem
kann eine Therapie bei manifester Fraktur der Lendenwirbelsaule oder des proximalen
Femur in jedem Fall bei DXA T-Score < -2,0 und individuell auch bei T-Score > -2,0
erfolgen.

Abweichend gibt die Leitlinie eine Therapieempfehlung bei Konstellationen, in denen
das 10-Jahres-Frakturrisiko bei mindestens 30 % liegt. Die Wahrscheinlichkeit wird
anhand verschiedener Risikofaktoren (Kap. 1.5.4) in Kombination mit dem T-Score

bestimmt. In der nachfolgenden Tabelle sind einige solche Konstellationen aufgeflhrt:

Tabelle 8: Entscheidungsgrundlage fiir eine medikamentose Therapie bei 10-Jahres-Frakturrisiko > 30 %
(Leitlinie Osteoporose 2017)

Lebensalter (Jahre) T-Score Mittelwert L1-L4, Femurhals oder Gesamtfemur
Frau Mann -2,0bis-2,5 -2,5bis-3,0 -3,0bis-3,5 -3,5bis-4,0 <-4,0
50-60 60-70 Nein Nein Nein Nein Ja
60-65 70-75 Nein Nein Nein Ja Ja
65-70 75-80 Nein Nein Ja Ja Ja
70-75 80-85 Nein Ja Ja Ja Ja

>75 >85 Ja Ja Ja Ja Ja

1.8.3 Hormonersatztherapie

Im Rahmen der Menopause kommt es bei Frauen zum Abfall des Ostrogenspiegels.
Dies bringt neben klimakterischen Beschwerden auch einen gesteigerten Knochenab-
bau mit sich (Kap. 1.5.3), der postmenopausal einen entscheidenden Faktor fur die
Entstehung von Osteoporose darstellt. Eine Therapieméglichkeit ist in der Ostrogen-
bzw. Ostrogen-Gestagen-Substitution zu sehen. Man spricht dann von hormone re-
placement therapy (HRT). Mit dieser Therapie konnen klimakterische Beschwerden
vermindert und der Knochenabbau gebremst werden. Schon Jahre vor der Menopause
fihrt der absinkende Ostrogenspiegel zum Verlust der Knochenmasse; eine oft zitierte
Studie von Chapuy et al. beschreibt einen postmenopausalen jahrlichen Knochenver-
lust von 3 % bei ausbleibender Ostrogensubstitution (Chapuy et al. 1992).

Zur Langzeituntersuchung der Wirkung einer HRT und deren Einfluss auf den Knochen
sowie zur Feststellung von Nebenwirkungen wurden mehrere grof3e Studien begon-

nen. Die Women’s Health Initiative (WHI) fuhrte Gber funf Jahre eine randomisierte
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Studie an 161.809 postmenopausalen Frauen im Alter von 50-79 Jahren durch, bei
der die Wirkung von Ostrogen und Kombinationspraparaten untersucht wurde. Die hie-
raus publizierten Daten zeigten eine signifikante Senkung des Frakturrisikos unter ei-
ner HRT (Rossouw et al. 2002). Dies konnte auch in einem Review weiterer Studien
von Torgerson und Bell-Syer bestatigt werden. Hier zeigte sich eine um 33 % abge-
senkte Inzidenz fur vertebrale Frakturen bei Langzeit-HRT (Torgerson und Bell-Syer
2001). Weiter wurden jedoch in der WHI-Studie auch erhebliche Nebenwirkungen der
Therapie mit einem Ostrogen-Gestagen-Praparat festgestellt, zu denen ein erhdhtes
Risiko fur Mammakarzinom, koronare Herzerkrankung, Apoplex und Lungenembolie
zahlte. Die Studie wurde daraufhin vorzeitig abgebrochen.

Als Nebenwirkung eines reinen Ostrogenersatzes wurde eine signifikante Steigerung
des Risikos fur ein Ovarialkarzinom festgestellt (Lacey et al. 2002), auch das Risiko
fur ein Endometriumkarzinom ist bei Monotherapie erhoht.

Die Monotherapie wird aufgrund dieser Erkenntnisse nur bei hysterektomierten Frauen
empfohlen, ansonsten kann das Risiko durch eine HRT mittels Ostrogen-Gestagen-
Kombinationspraparat sowohl fir Ovarial- als auch Endometriumkarzinom gesenkt
werden (Beral et al. 2005). Eine Therapie wird aufgrund der erheblichen Nebenwirkun-
gen heute jedoch nur noch selten eingesetzt.

1.8.4 Ostrogen-Rezeptor-Antagonisten/ -Agonisten

Diese Medikamentengruppe der sog. SERM’s (selective estrogen receptor modula-
tors) wirkt in verschiedenen Geweben direkt an den Ostrogenrezeptoren ER-a und
ER-B. Dabei wirken sie nur analog zum kérpereigenen Ostrogen, stellen aber selbst
kein Steroidhormon dar. Bekannte Vertreter dieser Stoffgruppe sind Tamoxifen und
das draus weiterentwickelte Raloxifen. Tamoxifen wird zur Behandlung von Brustkrebs
eingesetzt. Es wirkt als Antidstrogen auf Brustgewebe, jedoch wie Ostrogen positiv auf
den Knochenaufbau. Die reine positive Wirkung auf den Knochen wurde durch das
neuere Praparat Raloxifen weiterentwickelt, wohingegen die Wirkung auf das Brustge-
webe wegfallt. Somit konnten ungewollte Nebenwirkungen wie Brustspannen, unre-
gelmafige Blutungen und Wassereinlagerung vermieden werden. Am Knochen wer-
den auf zellularer Ebene die Osteoklasten gehemmit.

Die Wirkung von Raloxifen wurde in der MORE-Studie (multiple outcomes of raloxifen
evaluation) genauer untersucht. Unter Therapie lief3 sich in der Studiengruppe das Ri-
siko vertebraler Frakturen um 50 % senken (Agnusdei und lori 2000). Ein weiterer
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positiver Effekt in einer Therapie mit Raloxifen ist darin zu sehen, dass das Risiko, an
Mammakarzinom zu erkranken, bei Ostrogen-Rezeptor-positivem Brustkrebs um 55 %
sinkt. Ein Nachteil ist in der Steigerung des Risikos einer tiefen Beinvenenthrombose
und eines Apoplex zu sehen. Eine negative Wirkung auf das Risiko einer koronaren
Herzerkrankung wurde nicht festgestellt (Barrett-Connor et al. 2006).

1.8.5 Bisphosphonate

Bisphosphonate gehoren zu den antiresorptiven Substanzen. In den 1980er-Jahren
wurden Bisphosphonate fur die Behandlung von Knochenerkrankungen entdeckt. In
Deutschland sind sie fur die Behandlung der Osteoporose, aber auch beispielsweise
bei der Tumor-assoziierten Hyperkalzamie zugelassen. Eines der ersten Praparate
war Etidronat. Das heutige, stark weiterentwickelte Zoledronat hat eine 20.000-fach
starkere Potenz, dazwischen gibt es mehrere Praparate in unterschiedlich starker Wir-
kung, welche in der folgenden Tabelle aufgefuhrt werden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Auflistung der in der Klinik verwendeten Bisphosphonate (Bartl 2010, S.147)

Bisphosphonate relative Potenz
Substanz Handelsname

Etindronat Didronel 1

Clodronat Ostac, Bonefos 10

Pamidronat Aredia 100

Alendronat Fosamax, Fosavance 1000
Risedronat Actonel 5000
Ibandronat Bonviva, Bondronat 10.000
Zoledronat Aclasta, Zometa 20.000

Bisphosphonate haben eine hohe Affinitat zur Knochenoberflache, und zwar verstarkt
zur arrodierten Knochenoberflache unter den Osteoklasten. Hier konnen die Osteo-
klasten effektiv gehemmt werden, zusatzlich kommt es zu einer Reaktivierung der
supprimierten Osteoblasten. Es Uberwiegt der Knochenaufbau durch die Osteoblas-
ten, daraus resultiert eine positive Bilanz der Knochenmasse. Es kommt zwar zur Ver-
langsamung des Knochenumsatzes, jedoch nie zur Stagnation. Bisphosphonate wer-
den im Zuge des Knochenumbaus in den Knochen eingelagert und konnen dort meh-

rere Jahre nachgewiesen werden.
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In mehreren Studien wurden Wirkung und Effekt der verschiedenen Praparate genauer
untersucht. Die TRIO-Studie von Paggiosi et al. verglich 2014 die Wirkung von
Alendronat, Ibandronat und Risedronat. In einer randomisierten Kohorte von 172 post-
menopausalen Frauen mit einem T-Score < -2,5 wurden Untergruppen gebildet, die
uber zwei Jahre mit jeweils einem der drei genannten Praparate behandelt wurden. Es
zeigte sich, dass alle Praparate einen positiven Effekt auf die BMD haben, dabei war
der starkste Effekt auf die Lendenwirbelsdule und die totale BMD bei Ibandronat und
Alendronat festzustellen (Paggiosi et al. 2014). Aktuelle Studien konnten zeigen, dass
die Bisphosphonat-Therapie auch einen protektiven Effekt auf das Brustkrebsrisiko hat
(Ebert et al. 2014). Sollten dabei Knochenmetastasen vorliegen, konnen Bisphospho-
nate hier einen signifikanten Ruckgang der Metastasen bewirken (Kremer et al. 2014).
Als Nebenwirkung der Bisphosphonate sind bei oraler Einnahme Beschwerden des
Gastrointestinal-Traktes wie Bauchschmerzen, Erbrechen und Durchfall bekannt.
Durch Komplexbildung mit im gastrointestinalen Trakt befindlichen Kalziumionen kon-
nen Hypokalzamien vorkommen. Um Schleimhautreizungen bei Reflux in die Speise-
rohre zu vermeiden, sollte die Einnahme immer vor dem Essen in aufrechter Korper-
position erfolgen. Eine seit 2003 bekannte Nebenwirkung kann die Bisphosphonat-
assoziierte Osteonekrose des Kiefers sein (Filleul et al. 2010). Eine Studie konnte zei-
gen, dass diese Nebenwirkung vor allem bei Patienten mit Multiplem Myelom und ske-
lettalen Metastasen auftreten (94 % der beschriebenen Falle) (Woo et al. 2006).

1.8.6 Parathormon

Parathormon (PTH) wird in der Nebenschilddrise gebildet und auch gespeichert. Es
dient der Regulation unseres Kalziumhaushaltes. Bei Absinken des extrazellularen
Kalziums wird PTH in das Blut freigesetzt, um den Kalziumspiegel zu erh6hen und die
Konzentration von Phosphat zu senken. Dies geschieht mit Hilfe der Niere. Hier stimu-
liert PTH die vermehrte Ruckresorption von Kalzium aus dem Primarharn. Parallel wird
Kalzium auch vermehrt aus dem Knochen freigesetzt und die Synthese von Calzitriol
angetrieben. Phosphat wird parallel Uber die Niere ausgeschwemmt. Physiologischer-
weise wird Parathormon kontinuierlich dem Blutkreislauf zugefuhrt, so wirkt es osteo-
lytisch. Um Parathormon als osteoanaboles Hormon nutzen zu kbnnen, muss die Ap-
plikation jedoch pulsatil erfolgen. Aus noch ungeklarten Granden kann so die Osteo-
blastenapoptose reduziert werden. Durch langere Uberlebenszeit wird die Kollagen-
produktion dann erhoht (Canalis et al. 2007).
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In einer Studie konnte 2007 die Wirkung von rekombinantem humanen Parathormon
(1-84) (PTH) auf die bone mineral density (BMD) und das relative Risiko von vertebra-
len Frakturen gezeigt werden. Dazu wurden 2532 postmenopausale Frauen randomi-
siert und doppelblind mit einer BMD von 3.0 SD oder mehr (T-Score < -3,0) Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten taglich mit 100 ug rekombinantes PTH oder Placebo behan-
delt. Das Risiko einer neuen bzw. verschlechterten vertebralen Fraktur konnte in der
PTH Gruppe um 58 % gesenkt werden. Die Knochendichte (BMD) veranderte sich ab
dem 12. und 18. Monat signifikant zwischen Behandlungs- und Placebo Gruppe um
6,9 % vertebral und 2,5 % femoral (Greenspan et al. 2007).

1.8.7 Strontiumranelat

Eine seit 2004 in Deutschland zugelassene Substanz zur Behandlung der Osteopo-
rose ist das Strontiumranelat. Chemisch ahnelt das enthaltene Strontium als Erdalka-
limetall sehr dem Kalzium und gehort damit zu den knochenaffinen Elementen; zur
Steigerung der Resorption wurde es an Ranelicsaure gebunden. Strontium wird in die
Hydroxylapatit-Kristalle des Knochengewebes eingebaut. Uber Kationsensing-Rezep-
toren entfaltet es durch Aktivierung von Pra-Osteoblasten eine osteoanabole Wirkung
und bremst zugleich die Knochenresorption durch Hemmung der Osteoklasten und
Pra-Osteoklasten. Somit kommt es zur Vermehrung der Knochenmatrix. Die Festigkeit
des Knochens ist unter Strontiumranelat erhoht, da die Substantia compacta an Dicke
zunimmt. Auch Dicke und Anzahl des trabekularen Knochens erhoht sich (Bain et al.
2009).

Die Wirkung von Strontiumranelat konnte sowohl fur das periphere als auch fur das
zentrale Skelett in zwei grof3en Studien belegt werden.

Die im Jahr 2005 veroffentlichte TROPOS-Studie (freatment of peripheral osteoporo-
sis) zeigt auf, dass bei funfjahriger Therapie mit Strontiumranelat eine Reduktion von
peripheren Frakturen erzielt werden kann. Hierzu wurden 5091 postmenopausale Os-
teoporosepatientinnen randomisiert entweder mit einer taglichen Dosis von 2 g Stron-
tiumranelat oder einem Placebo behandelt. In der High-Risk Subgruppe (T-Score Huft-
kopf < -3) konnte unter Therapie eine Reduktion des relativen Risikos einer prox.
Femurfraktur um 36 % festgestellt werden. Auch das relative Risiko einer vertebralen
Fraktur konnte um 39 % (bei Therapie Uber drei Jahre) oder 45 % (bei frUher Therapie
direkt postmenopausal) gesenkt werden (Reginster et al. 2005). Einen ahnlichen Effekt
auf das relative Risiko vertebraler Frakturen konnte zuvor mit der SOTI-Studie 2004
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(spinal osteoporosis therapeutic intervention) belegt werden (Meunier et al. 2004).
Die European Medicine Agency (EMA) hat 2014 in einer Veroffentlichung vor maogli-
chen Nebenwirkungen einer Therapie mit Strontiumranelat gewarnt. Nach Studienlage
kann Strontiumranelat gerade bei Patienten mit chronischer Herzerkrankung oder Ge-
rinnungsstorung zu kardiovaskularen Nebenwirkungen fuhren. Ein positiver Effekt zur
Vorbeugung von Frakturen ist laut EMA unumstritten, die Therapie wird aufgrund der
Nebenwirkungen jedoch ausschlieRlich restriktiv empfohlen. Patienten ohne kardiale
Vorerkrankung oder fehlende medikamentose Alternative konnen weiterhin behandelt
werden (EMA 2014).

1.9 Tiermodell und angewandte Auswertungsmethoden

Die Implementierung neuer antiosteoporotischer Pharmaka bedarf mehrerer tierexpe-
rimenteller Studien. Hierzu lassen sich in der Literatur verschiedene Tiermodelle fin-
den. Je nach Fragestellung sind Modelle mit Schafen, Mausen, Hasen oder Ratten
geeignet (Turner et al. 2001, Baofeng et al. 2010, Oheim et al. 2012, Oheim et al.
2017, Dias et al. 2018, Wanderman et al. 2018). Kein Tiermodell kann dabei exakt die
Hormonmangelsituation der postmenopausalen Osteoporose nachahmen. Dennoch
gibt es hierzu gravierende Ahnlichkeiten, die eine Vergleichbarkeit zulassen. Bereits
seit mehreren Jahrzenten wird das Tiermodell der ovariektomierten Ratte zur Erfor-
schung der Osteoporose genutzt (Saville 1969, Gurkan et al. 1986). Eine Vielzahl an
Studien konnte die Vergleichbarkeit des Rattenmodells zur postmenopausalen Oste-
oporose belegen. Bei Beiden kommt es ausgeldst durch den Ostrogenmangel zu den
charakteristischen Knochenverlusten. Auch das therapeutische Ansprechen auf an-
tiosteoporotische Pharmaka erscheint in bisherigen Studien sehr ahnlich (Kalu 1991).
Aufgrund der langjahrigen Erfahrung, der breiten Datenbasis und der einfachen Ver-
fugbarkeit war das Tiermodell der ovariektomierten Ratte fur diese Studie besonders

geeignet.

In diesem Versuch wurden insgesamt drei Methoden genutzt, um die Frage zu beant-
worten, welchen Einfluss eine Behandlung mit Strontiumranelat auf das osteoporoti-
sche proximale Rattenfemur in Abhangigkeit unterschiedlicher Behandlungszeitrau-
men hat. Hierbei sollte eine prophylaktische und eine therapeutische Behandlung mit
Strontiumranelat untersucht werden, zudem wollten wir die Auswirkung einer Kombi-

nation von Beiden Uber einen langeren Zeitraum untersuchen.
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Mikroradiographie: Der negative Einfluss der Osteoporose auf die kortikale bzw. tra-

bekulare Knochendichte ist hinreichend bekannt (Wronski et al. 1986, Rodin et al.
1990, Riggs 1991). Eine etablierte Methode zur genaueren Beurteilung dieser Struk-
turen findet sich in der Anfertigung und Auswertung von Mikroradiographien (DAll
2011, Eimer 2015). Hierruber Iasst sich nicht nur unser Tiermodell Gberprifen, sondern
auch ein moglicher antiosteoporotischer Effekt von Strontiumranelat auf die Knochen-
struktur darstellen und mittels Software genau bemessen. In bisherigen Studien wer-
den zur Beurteilung der Knochenmorphologie im Tiermodell der ovariektomierten
Ratte mehrere Messparameter genutzt. Hierzu zahlen die kortikale und trabekulare
Knochendichte (%), die mittlere Trabekeldicke (um), die Anzahl der Trabekelkreuzun-
gen (absolut), die Dichte der Trabekelkreuzungen (n/mm?) oder auch die mittlere Fla-
che des Trabekelbereiches (mm?) (Marie et al. 1993, Sehmisch et al. 2009, Eimer
2015, Komrakova et al. 2015, Li et al. 2015, Neuerburg 2015). Aufgrund der breiten
Datenbases dieser Methode und der Maoglichkeit, einen antiosteoporotischen Effekt
auch Knochenmorphologischen darzustellen, haben wir uns fur diese Methode und zur

Bestimmung der genannten Parameter in unserem Versuch entschlossen.

Biomechanischer Bruchtest: Da eine erhdhte mikroradiographische Knochendichte al-

lein nicht unbedingt zu einer erhdhten biomechanischen Knochenfestigkeit fuhrt, ist
ein Stabilitatstest zur Beurteilung eines antiosteoporotischen Effektes unumganglich
(Akhter et al. 2004). Fruhere Studien nutzen hierzu die axiale Kompressionstestung.
Durch Tezval et al. wurde jedoch ein Bruchtest etabliert, bei dem es durch laterale
Krafteinwirkung auf das proximale Femur osteoporotischer Ratten zu einer pertrocha-
ntaren Fraktur kommt (Tezval et al. 2010). Da diese Versuchsanordnung auch den
realen Umstanden einer Huftfraktur z.B. nach seitlichem Sturz auf das proximale
Femur sehr ahnelt, haben wir uns fur diese Methode entschieden. Im Vergleich zur
axialen Kompressionstestung zeigte sich die laterale Bruchtestung fur die Evaluation
einer antiosteoporotischen Therapie sogar als sensitivere Methode (Zhang G et al.
2005). Anhand der in dem Test gemessenen Parameter Iasst sich die Widerstandskraft
der Femora feststellen und in einem weiteren Schritt untereinander vergleichen. Hierzu
wurde nach dem fur Bruchtests standardisierten Verfahren nach Sturmer et al. die ma-
ximale Krafteinwirkung (N) sowie die Elastizitat (N/mm) der Femora einzeln bestimmt
(Sturmer et al. 2006, Tezval et al. 2010).
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Veraschung und photometrische Stoffmengenbestimmung: Um die in der Bruchtes-

tung und in der Mikroradiographie gewonnenen Daten dem in diesem Versuch appli-
zierten Strontiumranelat zuordnen zu konnen, bedarf es eines chemischen Nachwei-
ses aus den untersuchten Knochen. Zudem sollte der Effekt der Ovariektomie und der
einhergehende Verlust des Mineralsalzgehaltes an den Femora aus unserem Tiermo-
dell bestatigt werden. Hierfur wurde eine Veraschung der zu messenden Knochen
durchgefuhrt, um den organischen und anorganischen Anteil der Knochen bestimmen
zu konnen. Mehrere Studien zuvor nutzen hierzu diese Methode (Tedfilo et al. 2003,
Sehmisch et al. 2009). In einem weiteren Schritt lassen sich nun mittels Saureauf-
schluss und photometrischer Messung Kalzium, Phosphat und das eingesetzte Medi-
kament Strontiumranelat bestimmen. Auch hier gehen wir analog zu bisherigen Stu-
dien vor (Marie et al. 1993, Rude et al. 2006). Die gemessenen Parameter wurden

absolut, in prozentualen Anteilen sowie in deren Verhaltnis zueinander ausgewertet.



Material und Methoden 29

2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Die Versuchsdauer betrug 13 Wochen. Insgesamt beinhaltet der Versuch 60 weibliche
Ratten des Stammes Sprague-Dawley, welche in funf Gruppen zu je zwolf Tieren ein-
geteilt wurden (siehe auch Tabelle 10). Zu Beginn wurden die drei Monate alten Rat-
ten der entsprechenden Gruppen ovariektomiert, um eine Osteoporose zu induzieren.
Acht Wochen spater folgte eine operative metaphysare Osteotomie der Tibia mit an-
schlielender Osteosynthese. Nach weiteren funf Wochen endete der Versuch. Die
Tiere wurden in CO2-Narkose durch Dekapitation getotet. Knochen, Muskeln und Blut
wurden wahrend der Obduktion entnommen. Wahrend der gesamten Versuchszeit
wurden die Tiere mit einer Standarddiat in Form von sojafreiem Futter (ssniff SM R/M,
10 mm-Pellets; sniff Spezialitaten GmbH, Soest, Deutschland) geflttert. Einige Tiere
erhielten gruppenspezifisch eine Spezialdiat, bei der Strontiumranelat als Zusatzstoff
verabreicht wurde. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes wurden sowohl das
Tiergewicht als auch die Futteraufnahme einmal pro Woche registriert. Die genaue
Gruppenaufteilung ist in Tabelle 10 zu erkennen und wird auch in der Arbeit von Wei-
demann 2014 aus unserer Arbeitsgruppe beschrieben. Die erste Gruppe mit zwolf Tie-
ren diente als Kontrollgruppe. Diese Tiere wurden zu Beginn von den restlichen Tieren
separiert und scheinovariektomiert, somit konnte sich keine Osteoporose ausbilden.
Genau wie die restlichen Gruppen erhielten die Tiere jedoch acht Wochen nach Ver-
suchsbeginn eine Osteotomie der Tibiametaphyse. Die zweite Gruppe (OVX) wurde
ovariektomiert und osteotomiert, ohne jedoch eine medikamentdse Therapie zu erhal-
ten. Die dritte Gruppe (SR th) wurde sowohl ovariektomiert als auch osteotomiert und
erhielt fur die verbleibenden funf Wochen nach Osteotomie Strontiumranelat bis zum
Ende des Versuches. Die vierte Gruppe (SR pr) wurde ovariektomiert und osteoto-
miert, der Zeitraum zwischen Ovariektomie und Osteotomie betrug acht Wochen. Die
Tiere wurden ausschlielllich fur diese Zeit mit Strontiumranelat behandelt, danach
wurde das Medikament Uber die verbleibenden funf Wochen abgesetzt. Die Gruppe
(SR pr + th) erhielt Strontiumranelat als Zusatzstoff ab der Ovariektomie, dann Uber
den Zeitraum der Osteotomie weiter bis zum Versuchsende (Weidemann 2014).

Nach der Obduktion aller Tiere wurde das jeweils linke Femur vollstandig freiprapariert
und biomechanisch untersucht. Im Anschluss wurde zusatzlich der Mineralgehalt be-
stimmt. Aus dem jeweils rechten Femur wurden histologische Schnitte angefertigt und
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diese zur Mikroradiographie genutzt. Mit den entstandenen Bildern konnten anschlie-
Rend histomorphometrische Analysen durchgefuhrt werden.
Die im Rahmen dieses Versuches durchgefuhrten Tierversuche wurden gemaf § 8
des Tierschutzgesetzes von der Bezirksregierung Braunschweig ab dem 14.09.2011
genehmigt (G 11.560). Gefordert wurde dieses Projekt durch die Elsbeth-Bonhoff-Stif-
tung mit dem Zuwendungsbescheid Nr. 70 vom 24.02.2011.

Tabelle 10: Gruppenaufteilung der einzelnen Tiere mit Bezeichnung und gruppenspezifischer Behandlung

Gruppe Tiernummer Bezeichnung Behandlung

1 1-12 Kontrolle Keine Ovariektomie + Osteotomie

2 13-24 OoVvX Ovariektomie + Osteotomie

3 25-36 SR th Ovariektomie + Osteotomie + Strontiumra-
nelat zwischen Osteotomie und Obduktion
(5 Wochen)

4 37-48 SR pr Ovariektomie + Osteotomie + Strontiumra-

nelat zwischen Ovariektomie und Osteoto-
mie (8 Wochen)

5 49-60 SR pr+th Ovariektomie + Osteotomie + Strontiumra-
nelat zwischen Ovariektomie und Obduk-
tion (13 Wochen)
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2.2 Versuchstiere

Fir das Projekt nutzten wir 64 weibliche drei Monate alte Sprague-Dawley-Ratten
(Zuchtanstalt Fa. Winkelmann, Borken, Deutschland). Davon starben insgesamt funf
Tiere wahrend des Versuches, namlich ein Tier wahrend der Ovariektomie und vier
Tiere wahrend der Osteotomie, vermutlich infolge der Narkose (Tabelle 10, Tiernum-
mer: 29, 47, 48, 59, 60). Da sich bei drei Tieren nach der Obduktion ein zu hohes
Uterusgewicht zeigte, war eine erfolgreiche Ovariektomie hier fraglich. Die Messer-
gebnisse dieser Tiere wurden daher von der Wertung ausgeschlossen (Tabelle 10: 14,
25, 32) (Weidemann 2014).

Bei Versuchsbeginn betrug das durchschnittliche Korpergewicht 264 g + 24 g.

Die Tiere wurden alle in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Uni-
versitatsmedizin Gottingen gehalten, wobei durch das dort angestellte Fachpersonal
und unsere Arbeitsgruppe eine artgerechte Haltung gewahrleistet wurde.

Die Versuchstiere wurden in Kafigen vom Typ Makrolon® IV zu je vier Tieren pro Kafig
gehalten und alle drei Tage in frisch desinfizierte Kafige umgesetzt. In der Tierhaltung
wurde eine permanente Umgebungstemperatur von konstant 20 °C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55 % ermoglicht und eine Hell-Dunkel-Periodik von jeweils zwolf
Stunden eingehalten.

Zur taglichen Versorgung wurden Haltungsfutter (ssniff SM R/M, 10mm-Pellets, ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest) und Wasser ad libitum bereitgestellt. Den Futterzusatz-
stoff Strontiumranelat erhielten die entsprechenden Tiergruppen im nach Versuchs-
aufbau vorgesehenen gruppenspezifischen Zeitraum (Tabelle 10).

Die Herstellung des mit Strontiumranelat angereicherten Futters wurde von der Firma
Ssniff Spezialdiaten GmbH aus Soest durchgefuhrt. Als Grundlage diente das normale
Sojafreie Haltungsfutter (ssniff SM R/M, 10mm-Pellets, ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest) welches jedoch zusatzlich mit 10,52 g Strontiumranelat (Protelos, Servier,
France) pro kg Futter vermengt wurde. Die tagliche Aufnahme an SR pro Ratte wurde
durch Auswiegen des Restfutters berechnet und ergab 654 mg/kg/Tag in unserem
Versuch (Weidemann 2014). Diese Dosierung entspricht einer Strontiumranelat-Blut-
konzentration bei der Ratte, wie sie auch annahernd beim Menschen nach Einnahme
von 2 g/Tag Strontiumranelat vorkommen wurde. Dies zeigte sich in mehreren Studien
(Habermann et al. 2010, Li et al. 2010).
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2.3 Ovariektomie

Um bei den Versuchstieren Osteoporose auszuldsen, bedarf es eines entsprechenden
Hormonmangelzustandes. Die Ovariektomie der Ratte ist dabei eine der gelaufigsten
Methoden, um Mangelzustande des Knochens zu erreichen, die der Osteoporose bei
postmenopausalen Frauen ahneln (Turner et al. 2001, Lelovas et al. 2008). Bei Ver-
suchsbeginn wurden 48 der Versuchstiere ovariektomiert, ausgeschlossen wurden die
zwolf Tiere der Kontrollgruppe. Die perioperative Versorgung der Tiere sowie die As-
sistenz wahrend der OP erfolgte durch mich und durch alle an dieser Studie teilneh-
menden Doktoranden mit Unterstutzung der MTAs aus unserer Arbeitsgruppe.

Die Operation erfolgte unter einer leichten CO2-Sedierung und anschlieRender intra-
peritonealen Anasthesie mit Ketamin (90 mg/kg KG, Hostaket®, Firma Hoechst, Bad
Soden) und Xylazin (7,5 mg/kg KG, Rompun®, Firma Bayer, Leverkusen). Zur Vorbe-
reitung wurden zuerst die Haare im Operationsgebiet vom unteren Rippenbogen bis
zu den Hinterlaufen entfernt und die Bauchdecke desinfiziert. Die Laparotomie erfolgte
durch einen etwa 1,5 cm langen Schnitt von paravertebral bis dorsokaudal des Rip-
penbogens. Man praparierte in die Tiefe und durchtrennte das Peritoneum. Das Ovar
wurde mit seinen angrenzenden Strukturen genauer dargestellt. Tuba Uterina und die
zufuhrenden GefalRe band man mit einem sterilen, resorbierbaren Faden ab (Vicryl-
Ethicon®). Die Exstipation des Eierstockes wurde dann mit Hilfe eines Skalpells durch-
gefuhrt. Zuletzt erfolgten die Ruckverlagerung und der Verschluss des Peritoneums,
sowie der Muskelverschluss mit 4.0 Vicrylfaden (Ethicon®, Johnson & Johnson, Nor-
derstedt, Deutschland). Die Bauchhaut wurde mit Klammern verschlossen (Michel
wound brackets 7,5 x 1,75 mm, Gebruder Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutsch-
land). Mit der kontralateralen Seite wurde analog zu dem oben beschriebenen Opera-
tionsablauf verfahren. Zur postoperativen Uberwachung lagerten wir die Ratten auf
einer Warmeplatte, bis sie aus der Narkose erwachten. Zur Stabilisierung des Flussig-
keitshaushaltes verabreichten wir 3 ml NaCl 0,9 % subkutan.

Wahrend der Operation wurde zusatzlich ein Chip im subkutanen Fettgewebe des Na-
ckens platziert, der eine Nummerierung und Identifikation der einzelnen Tiere wahrend
der Versuchszeit ermdglicht.

Wahrend der Ovariektomie verstarb ein Versuchstier aus der Gruppe Strontiumranelat
nach Osteotomie (SR th). Der Versuch wurde dann mit noch 59 Tieren weitergefuhrt
(Weidemann 2014).
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2.4 Osteotomie und Osteosynthese

Acht Wochen nach der Ovariektomie sollte nun durch Osteotomie der Tibia eine Frak-
tur simuliert werden, deren Frakturheilungsprozess in den verschiedenen Gruppen ge-
nauer untersucht werden kann. Die Daten zur Frakturheilung wurden in einer anderen
Studie unserer Arbeitsgruppe ausgewertet (Weidemann 2014). Die Tiere wurden os-
teotomiert und anschlielend mit einer Osteosynthese versorgt. Hierbei wurden auch
die zuvor bei der Ovariektomie ausgelassenen Tiere der Kontrollgruppe nun mit be-
handelt. Die perioperative Versorgung der Tiere sowie die Assistenz wahrend der OP
erfolgte durch mich und alle an dieser Studie teilnehmenden Doktoranden mit Unter-
stutzung der MTAs aus unserer Arbeitsgruppe.

Bei den Versuchstieren wurde eine beidseitige Transversal-Osteotomie der meta-
physaren Tibia durchgeflhrt. Auch hier erhielten die Tiere analog zur Ovariektomie
(Kap. 2.3) eine Anasthesie bestehend aus Ketamin und Xylazin. Die genauen Opera-
tionsschritte sind dem Kapitel 2.4 aus der Arbeit von Weidemann sowie der Publikation
von Komrakova et al. zu entnehmen (Weidemann 2014, Komrakova et al. 2015).

Abbildung 2: Darstellung der korrekten Position der Osteotomie und der Osteosyntheseplatte; A= Osteo-
syntheseplatte von der Seite, B= Osteosyntheseplatte von vorne. Pfeil= Osteotomie, Pfeilspitze= Osteosynthese-
platte (Komrakova et al. 2010) mit freundlicher Genehmigung durch Elsevier

Bei der Osteotomie starben zwei Tiere aus der Gruppe SR th (Strontiumranelat nach
Osteotomie) und zwei Tiere aus der Gruppe pr + th (Strontiumranelat vor und nach
Osteotomie). Der Versuch wurde mit den Uberlebenden 55 Ratten fortgesetzt
(Weidemann 2014).
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2.5 Versuchsende, Obduktion und Praparation

Finf Wochen nach Osteotomie wurde der Versuch, dessen Verlaufsdauer insgesamt
13 Wochen betrug, durch Totung der Tiere beendet. Die Tiere wurden einzeln in eine
CO2-Narkose versetzt und anschliefend mittels Dekapitation getotet. Im direkten An-
schluss wurde eine Serumprobe entnommen und die Obduktion der Ratten durchge-
flhrt.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die Femora jedes Tieres durch mich entnom-
men. Fur die Praparation der Femora wurden die Hinterlaufe aus dem jeweiligen Huft-
gelenk mit dem Skalpell scharf ausgeldst. Nach grober Entfernung von Haut, Musku-
latur, Sehnen und Ablosen der Tibia aus dem Kniegelenk konnten die einzelnen
Femora grob gereinigt bei -20 °C einzeln in Plastikrohrchen eingelagert werden. Eine
Ablosung der noch bestehenden Muskelfasern sowie eine feine Sauberung erfolgte
am Folgetag nach der Obduktion, um mdoglichst gewebefreie Femora zu erhalten. Auch
nach vollstandiger Reinigung wurden die Femora einzeln in Plastikrohrchen bei -20 °C
eingelagert. AnschlieRend wurden an den Femora biomechanische und histologische
Analysen durchgefuhrt, zudem erfolgte die Veraschung und Photometrische Bestim-
mung einzelner Knochenbestandteile. Diese Analysen wurden von mir durchgefuhrt.
Zur weiteren Analyse, auch fur andere Fragstellungen die nichtim Rahmen dieser Dis-
sertation untersucht wurden, entnahm unsere Arbeitsgruppe Uterus, Wirbelkorper,
Tibiae und Muskelpraparate jeder einzelnen Ratten (Weidemann 2014, Saul et al.
2018).

2.6 Biomechanischer Bruchtest
2.6.1 Methode

Um die Steifigkeit und maximale Festigkeit der Femora in den einzelnen Gruppen mit-
einander zu vergleichen, fuhrten wir eine standardisierte pertrochantare Femur- Bruch-
testung nach Tezval et al. durch (Tezval et al. 2010). Dazu nutzten wir eine ZWICK-
Werkstoffprifmaschine, Typ 145660 Z020/TND (Zwick/Roell, Ulm, Germany), die eine
senkrechte Kraft auf den Knochen ausubt, wahrend mittels Software (,testXpert“-Pro-
gramm, Zwick/Roell, Ulm, Deutschland) ein Kraft-Weg-Diagramm den Verlauf der
Messung aufzeichnet. Der Verlauf des Diagramms lasst Riuckschlusse uber die elas-
tische und plastische Deformation zu und gibt Aufschluss Uber die mogliche maximale
Krafteinwirkung des Knochens, bis es zum Bruch kommt. Die fur diese Methode
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erforderliche Vorbereitung der Proben sowie die Durchfuhrung und Auswertung des
Bruchtestes wurden vollstandig durch mich durchgefuhrt.

2.6.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Zur Untersuchung wurde das jeweils linke Femur einer Ratte genutzt. Die Versuchs-
Femora waren einzeln im Plastikrohrchen jeweils fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
aufgetaut. Im Anschluss nahm man das Femur aus seinem Behaltnis und lagerte es
auf einem feuchten Tuch; auch wahrend des Bruchtestes wurde das Femur standig
feuchtgehalten.

Die praparierten Femora wurden in eine Bruchvorrichtung eingelegt (Abbildung 3). Die
Grundlage des Systems besteht aus einer fur das Femur speziell angepassten 44 x
18 mm grof3en Aluminiumplatte, zwei drehbaren Aluminium Zylindern und einer Block-
Erhdhung am Ende. Das System ist in Studien von Tezval et al. validiert worden
(Tezval et al. 2010).

Abbildung 3: Lagerung des Femur in der Aluminiumbruchvorrichtung; (Felix Kostner)

Zur Befestigung wurde der Femurkopf in eine 2 mm tiefe Mulde gelegt, welche in das
System eingefrast ist. Die seitliche Abstitzung des Femurschaftes erfolgte dynamisch
zwischen zwei Zylindern, die dem Einspannen des Knochen dienten. Der distale Kno-
chenteil wurde auf den am Kopfteil des Systems befindlichen Aluminiumblock aufge-
legt, sodass der Winkel vom Femurschaft zur Horizontallinie annahernd null Grad be-
trug.

Die Krafteinwirkung erfolgte vertikal auf den Trochanter major und wurde durch einen
Druckstempel mit zirkularer Nut ausgeubt. Sinn dieser speziellen Vorrichtung ist, dass
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der Knochen wahrend der Kraftaustbung in einer dynamisch longitudinalen Richtung
frei beweglich bleibt.
Um die Festigkeit des Knochens zu beurteilen, wurde der Druckstempel nun auf den

Knochen heruntergefahren, bis es zum pertrochantaren Bruch kam:

Der Druckstempel wird manuell mit einer Geschwindigkeit von 50 mm/min bis kurz vor
Kontakt mit dem Trochanter Major gefahren. Die genaue Position des Knochens wird
durch Verschieben des Aluminiumsystems korrigiert und dann mit Hilfe von Spannein-
richtungen fixiert. Der Stempel wird weiter manuell heruntergefahren bis eine Vorspan-
nung von 1 N erreicht ist. Danach startet das Programm die eigentliche Elastizitats-
messung von 2 N bis zu einer Grenze von 400 N (Range 2-400 N). Der Druckstempel
senkt sich, bis es zum Bruch des Femurs kommt. Wahrend der Messung wird ein Kraft-
Weg-Diagramm am Bildschirm dargestellt. Die Kraft wird alle 0,1 mm aufgezeichnet.
Der Test wird bei Abfallen der Kraft von mehr als 20 N automatisch abgebrochen.
Somit kann eine komplette pertrochantare Fraktur gewahrleistet werden (Tezval et al.
2010).

Abbildung 4: Radiographie eines proximalen Rattenfemur nach biomechanischer Kompressionstestung
mit pertrochantarer Fraktur; a= Aufnahme anterior-posterior; b= Aufnahme lateral
(https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00198-009-0941-y)

2.6.3 Bedeutung des Kraft-Weg-Diagramms
Absinken (x-Achse Weg in mm) und Druckaufbau (y-Achse in N) werden permanent
durch die testXpert Software (Zwick/Roell) aufgezeichnet, wahrend die grofte

Krafteinwirkung (F-max) und die Steifigkeit (Steigung des linearen Bereiches der
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Kurve) durch ein Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, MS Office 2010) kalkuliert
werden. F-max ist die starkste Kraft, die der Knochen aushalten kann.

Im Kraft-Weg-Diagramm lasst sich ein nahezu linearer Anstieg erkennen (Abbildung
5, Phase a), man spricht hier von der elastischen Deformitat, bei der es zur reversib-
len Dehnung einzelner Kollagenfasern kommt. Die Spitze des Graphen beschreibt
die Maximalkraft, die der Femur aushalten kann, direkt nach dem Punkt F-max
kommt es zum Abfall des Graphen, bedingt durch den vollstandigen Bruch (Abbil-
dung 5, Phase b).

200

] F-max
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Kraftin N

Abbildung 5: Beispiel fiir ein Kraft-Weg-Diagramm wahrend der biomechanischen Kompressionstestung;
a= elastische Deformitat; b= Bruch (Felix Kdstner)

2.6.4 Biomechanische Messparameter des Bruchtests

Maximalkraft:
Die grofdte Kraft (F-max), die wahrend des Kompressionstests aufgebracht werden
konnte, entspricht der Maximalkraft. Sie entsteht, kurz bevor es zu einer pertrochanta-

ren Fraktur kommt.

Steifigkeit:
Der Graph im Kraft-Weg-Diagramm weist wahrend der elastischen Verformung eine
nahezu lineare Steigung auf. Diese tragt die Einheit N/mm und ist Mal fur die Steifig-

keit des zu untersuchenden Femurs.
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2.6.5 Validierung

Um einen sicheren Umgang zu gewahrleisten und Messfehler zu vermeiden, wurde
vor dem eigentlichen Test eine Validierung durchgefuhrt. Hierbei wurden 20 Femora
aus zehn Testratten, die in Grofde und Gewicht den Versuchstieren ahnelten, auf Stei-
figkeit und Maximalkraft im direkten Seitenvergleich untersucht. Die Einweisung wurde
dabei von einem erfahrenen Mitglied der Arbeitsgruppe ubernommen. Nur wenn die
Abweichung der Ergebnisse des linken und rechten Femurs nicht gro3er als 10 % war,
wurde der Test mit den Femora der Versuchstieren durchgefuhrt (Neuerburg 2015).

2.7 Mikroradiographie

2.7.1 Histologische Aufarbeitung der Knochenschnitte und Erstellung der
Mikroradiographie

Die praparierten rechten Femora der Versuchstiere wurden in aufsteigender Alkohol-
reihe entwassert und entfettet. Dazu wurden die Knochen zweimal fur drei Tage in
40 % Ethanol und darauffolgend sechs Tage in 80 % Ethanol sowie zwei Tage in 96 %
Ethanol eingelegt. Im Anschluss folgte eine zweitagige Lagerung in einem Ethanol-
und Methylmetacrylat-Gemisch im Verhaltnis 1:1, daraufhin zwei weitere Tage in rei-
nem Methylmetacrylat. Nach Durchlaufen dieser Alkoholreihe wurden die Femora ein-
zeln in ein Gemisch aus Methylmetacrylat (1000 ml), Dibutylphthalat (200 ml) und Ben-
zoylperoxid (29 g) eingebettet und zum Ausharten fur ca. 3-5 Wochen trockengestellt.
Mit Hilfe einer Innenlochsage (Leica SP 1600 Diamantsage, Leica Instruments GmbH,
Nussloch) wurden dann aus jedem Femurblock zehn Sagittalschnitte mit einer Dicke
von 100 pym (+/-20 ym) gesagt.

Drei ausgewahlte (mittlere) Schnitte wurden auf einem langsamen Industriefiim ge-
rontgt, dazu wurde ein Faxitron Rontgengerat (Hewlett Packard, San Diego, USA, Mo-
del-Nummer 43855A) genutzt, die Belichtungszeit betrug sechs Minuten bei einer Roh-
renspannung von 40 kV und einer Stromstarke von 0,3 mA. Die hergestellten Filme
wurden dann fixiert, getrocknet und archiviert, um fur weitere Messungen zur Verfu-
gung zu stehen (Neuerburg 2015). Bei der Erstellung dieser Proben waren die MTAs
unserer Arbeitsgruppe unterstitzend tatig.

2.7.2 Digitalisierung der Mikroradiographien

Jeweils drei Sagittalschnitte pro Femur wurden zusammen unter dem Makroskop
(Leica Stereomakroskop MZ 7-5, Leica Instruments GmbH, Nussloch) digitalisiert. Die
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einzustellende Helligkeit wurde gemal Erfahrungen aus vorherigen Messungen mit
dem Wahlschalter auf ,maRige Helligkeit®, gleichbedeutend mit Stufe ,B“ eingestellt
(A: geringste Helligkeit, E: maximale Helligkeit). Aus technischen Grinden variierte die
Dicke der einzelnen Schnitte und lag zwischen 80-120 um. Die Helligkeit der einzelnen
Aufnahmen war dadurch trotz gleichbleibender Einstellung etwas unterschiedlich.
Durch feine Einstellung der Halogenlampe konnten die Helligkeitsunterschiede ausge-
glichen werden. Die Lampentemperatur lag dabei stets zwischen 2800-3000 K. Die
Femora wurden einzeln unter dem Makroskop anhand einer Hilfslinie positioniert und
uber eine mit dem Computer (Intel Pentium 4, 2.4 GHz) verbundene Kamera (Leica
DC 300F) eingelesen. Die einzelnen Schnitte wurden dann bei angepasster Belich-
tungszeit mit dem 1,0-Objektiv auf dem Monitor abgebildet. So konnten alle zur Mes-
sung relevanten Abschnitte gut betrachtet werden. Nur eine von drei Aufnahmen eines
Femurs wurde zur Bestimmung der Messgrof3en genutzt, dazu wurde die qualitativ
beste Aufnahme ausgewahlt. Zur Bildbearbeitung und weiteren Auswertung nutzten
wir die Software Leica Quantimet Qwin 2003 (Neuerburg 2015). Diese Digitalisierung
samt Auswertung wurde vollstandig durch mich durchgefuhrt.

2.7.3 Abfolge der Arbeitsschritte der digitalen morphometrischen Auswertung

Zur digitalen morphometrischen Auswertung wurde die Software Leica Quantimet
QWin 2003 genutzt. Die genaue Reihenfolge der Arbeitsschritte wurde in einem eigens
fur diesen Zweck entwickelten standardisierten Algorithmus festgelegt. Die Auswer-
tung der Mikroradiographien erfolgte ,blind“, dem Untersucher war zu keinem Zeit-
punkt der Messung eine Gruppenzugehorigkeit des Praparates bekannt. Die Ablaufe
wurden bereits in frGheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe beschrieben (Neuerburg
2015).

Arbeitsschritt 1: Einlesen der Mikroradiographie

Das Praparat wurde auf einen Objekttrager gelegt und mit der oben angegebenen Op-
tik auf den Bildschirm Ubertragen. Anhand einer horizontalen Hilfslinie konnte das
Femur entlang der Trochanteren ausgerichtet werden. So wurde gewahrleistet, dass
der vom Programm vorgegebene Messrahmen (2 x 5 mm?; vertikal x horizontal) stets
gleich positioniert wurde (Abbildung 6/ Abbildung 7).



Material und Methoden 40

Abbildung 6: Markierungsfenster des zu untersu- Abbildung 7: Ausrichtung anhand Epiphysenfuge
chenden Bereiches

Arbeitsschritt 2: Graudetektion

Die Software erfasst mittels Graudetektion alle sichtbaren Knochenanteile. Der Unter-
sucher hat dann in einem weiteren Schritt die Moglichkeit, den von der Software defi-
nierten Bereich manuell genauer anzupassen, um Fehlinterpretationen des Bildes in
Form von Uber- oder Unterdetektion auszugleichen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Graudetektion

Arbeitsschritt 3: Flachendefiniton

Die Flache des Femurhalses muss mit Hilfe der Software zugeordnet werden. Dazu
wurde manuell durch den Untersucher entlang des aul3eren Randes der Kortikalis eine
Linie gezogen und die ausgewahlte Flache dann im Software-Algorithmus als Gesamt-
flache zugeordnet. Die Epiphysenfuge entsprach dabei der kaudalen Begrenzung zum
Femurkopf (Abbildung 9). Ein Pixel hatte dabei eine Lange von 6,73 pm.
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Abbildung 9: Markierung des Femurhalses Abbildung 10: Markierung der medialen Kortikalis

Arbeitsschritt 4: Festlequng der endostalen Gesamtflache und Messung der Trab-

ekelflache am medialen und lateralen Femurhals

Die kndchernen und nicht kndchernen Anteile werden in der endostalen Gesamtflache
zusammengefasst und in mm? angegeben. Um die trabekulare und die kortikale Fla-
che voneinander unterscheiden zu konnen, muss diese manuell mit einer weiteren
Trennlinie voneinander abgegrenzt werden. Die Linie wurde entlang des Endosts an
der Innenseite der Kortikalis bis zur Epiphysenfuge gezogen. Die Epiphysenfuge fun-
gierte dabei als kaudale Begrenzung des Femurkopfes. In Abbildung 10 ist exempla-
risch die Zuordnung des medialen Femurhalses dargestellt, analog wurde auch an der
lateralen Seite verfahren (Abbildung 11).

1)

Abbildung 11: Markierung der lateralen Kortikalis Abbildung 12: Endberechnung der kortikalen Flache
des Femurhalses

Die Software hat nun den Bereich innerhalb des Endosts zur trabekularen Flache hin-
zugerechnet (Abbildung 12). Die trabekulare Gesamtflache wird dann abzuglich der
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nicht-knoéchernen Anteile in mm? berechnet. Die Flache zwischen der Begrenzungsli-
nie der endostalen Kortikalis und der Linie der Gesamtflache wurde als Kortikalis be-
stimmt. Zur statistischen Auswertung wurden nun verschiedene Parameter bestimmt.
Hierzu zahlte: Die mittlere Trabekeldicke (um pro Sagittalschnitt), die Anzahl der Tra-
bekelkreuzungen (absolut) und die Dichte der Trabekelkreuzungen (mittlere Anzahl
der Trabekelkreuzungen pro Flache in mm?).

2.8 Veraschung
2.8.1 Zielsetzung und Ablauf

Die chemische Zusammensetzung des Knochens gibt Aufschluss Uber die Knochen-
substanz und die Mineralisierung, gleichzeitig lasst sich priufen, ob es in unserem Ex-
periment zur Einlagerung von Strontium in den Knochen kam. Der Versuch wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut fur Allgemeine Hygiene und Umweltmedizin Gaottin-
gen unter Betreuung von Dr. U. Schmelz durchgefuhrt. Dabei wurde nach den insti-
tutsublichen streng kontrollierten Verfahren des Europaischen Komitees fur Standar-
disierung vorgegangen (CEN 2000, CEN 2004).

Fiar den Versuch wurden die linken Femora genutzt, die zuvor im Bruchtest auf ihre
biomechanische Festigkeit Uberprauft wurden.

Zur Bestimmung von organischen und anorganischen Anteilen wurden die einzelnen
Femora ausgewogen und dann in einem Muffelofen erhitzt, um einen Gluhruckstand
zu erzeugen. Aus der Differenz der analytischen Gewichtsmessung vor und nach Ve-
raschung konnte dann die organische und anorganische Masse bestimmt werden.
Mit dem entstandenen Gluhruckstand konnten in einem weiteren Schritt durch einen
Saureaufschluss und Denaturierung der Knochensubstanz photometrische Messun-
gen zur Bestimmung von Phosphat, Kalzium und Strontium durchgefuhrt werden.
Nach Einarbeitung in die technischen Ablaufe wurden samtliche Aufgaben zur Erstel-
lung des Gluhruckstandes sowie zur Herstellung und Bestimmung der einzelnen Stoff-
mengenanteile durch mich am Institut fur Krankenhaushygiene und Infektiologie der

Universitatsmedizin Gottingen durchgefuhrt.

2.8.2 Bestimmung der organischen und anorganischen Knochensubstanz

Die bereits aufgetauten und getrockneten Femora wurden zur Bestimmung der orga-
nischen Masse analytisch gewogen. Hierzu wurde zu Anfang ein leerer Schmelztiegel

ausgewogen und seine Masse als Tara bestimmt, welche dem Eigengewicht des
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Schmelztiegels entspricht. Danach wurde ein Femur in den Schmelztiegel gegeben
und die Gesamtmasse beider analytisch gewogen. Die so erhaltene Gesamtmasse (m
Knochen und Tiegel) Kann abzuglich der Eigenmasse des Schmelztiegels (m Tiegel) dann das
organische Gewicht des Femurs (M vor veraschung) bestimmen. Organisches Gewicht vor
Veraschung (M vor veraschung) it gleich (M knochen und Tiegel = M Tiegel)-

Der Schmelztiegel wurde mit feuerfester Farbe nummeriert, um sicherzustellen, dass
es unter den bereits ausgemessenen Schmelztiegeln mit den darin befindlichen
Femora zu keiner Verwechslung kommen kann. Schliel3lich wurde fur jeden Schmelz-
tiegel eine eigene Tara bestimmt.

Immer neun nummerierte Femora wurden mit dem jeweiligen Schmelztiegel in einem
Ofen bei 750 °C fur 30 Minuten gleichzeitig erhitzt. Der entstandene Glihruckstand
wurde zum Abkuhlen in einen geschlossenen Exsikkator gestellt, an dessen Boden
sich Kieselgel befand, um die Luftfeuchtigkeit und eventuell entstandenes Kondensat
im Exsikkator aufzunehmen. Nach 15-minutiger Abkihlung konnten die Schmelztiegel
mit darin befindlichen Gluhrtckstanden zur Bestimmung der anorganischen Masse er-
neut analytisch ausgewogen werden.

Die nun nach Veraschung gemessene Gesamtmasse (M aiinhriickstand und Tiegel) bestimmt
durch Subtraktion der zuvor bestimmten Tara des Schmelztiegels (m Tiegel) die Masse
der Knochenprobe nach Veraschung (m nach veraschung). Organisches Gewicht nach Ve-
raschung (M nach veraschung) ISt gleich (M Giinriickstand und Tiegel = M Tiegel).

Der prozentuale Anteil organischer Substanz an der Knochenmasse errechnet sich
nach folgender Formel:

% organische Substanz = ( (m vor Veraschung = M nach Veraschung)*100) /'m vor Veraschung

Die Formel fur die Berechnung der Anteile anorganischer Substanz lautet:

% anorganische Substanz = 100 - % organische Substanz

2.8.3 Bestimmung des Kalzium- und Phosphatgehaltes der Knochensubstanz

Zur Bestimmung des Anteils von Kalzium und Phosphat in der Knochensubstanz
wurde ein Saureaufschluss des entstandenen Gluhruckstandes durchgefuhrt. Hierzu
nutzten wir 10 %-Salpetersaure.

Der Gluhruckstand wurde fur den Saureaufschluss mittels eines Morsers homogeni-
siert. Aus dem entstandenen Granulat entnahmen wir 50 mg der Gesamtmasse und

uberfuhrten die Probe in einen Rundkolben. Zu der abgewogenen Masse kamen
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anschliellend 200 ml 10 %-Salpetersaure. Die entstandene Losung wurde im Rund-
kolben, mit einem Ruckflusskuhler versehen, fur eine halbe Stunde auf Siedetempe-
ratur erhitzt. Nach wenigen Minuten entstand eine klare Losung, welche anschlie3end
in einen Messkolben Uberfuhrt und mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt
wurde (Losung A).

Vor der eigentlichen Bestimmung der Kalzium- und Phosphatwerte verdinnten wir L6-
sung A im Verhaltnis 1:20 mit Wasser, um eine Konzentration zu erhalten, welche im

Vertrauensbereich des Messverfahrens liegt (Losung B) (Doll 2011, Eimer 2015).

2.8.4 Bestimmung des Phosphatgehaltes

Die Phosphatgehalt-Bestimmung erfolgte mittels photometrischer Messung des Phos-
phat-Molybdanblau-Komplexes (DIN EN 1SO 6878:2004).

Das fur die Bestimmung bendtigte Reaktionsreagenz (Phosphatreagenz) besteht aus
verschiedenen Stoffanteilen und enthalt 25 ml Schwefelsaure, 7,5 ml Ammoniummo-
lybdat-Losung, 15 ml Ascorbinsaure-Losung und 2,5 ml Kaliumantimonoxidtartrat. Es
bildet in unserem Versuch mit Phosphat einen Komplex, der zur Stoffmengenbestim-
mung genutzt werden kann. Um Ungenauigkeiten durch Uberschissiges Kalzium zu
vermeiden, wurde der Messprobe (Losung B) Citronensaure-Monohydrat zugesetzt,
welches das Kalzium komplexiert.

Far die Messung wurden 10 ml der durch den Saureaufschluss entstandenen Flussig-
keit (Losung B) in einem Messkolben mit 2 ml Phosphatreagenz versetzt. Nach einer
Reaktionszeit von 10 Minuten konnte die Extinktion in einer Klvette der Schichtdicke
10 mm photometrisch mit einer Messwellenlange von 690 nm bestimmt werden. Zum
Vergleich wurde zusatzlich eine Blindprobe mit destilliertem Wasser in gleichem Ver-
suchsaufbau gemessen.

Durch Messung der Extinktion einer Phosphat-Standardlosung in einer Verdunnungs-
reihe (Konzentrationsintervall 0,25 bis 2,0 mg/l) wurde eine Abgleichgerade erzeugt,
anhand derer der Phosphatgehalt jeder Probe bestimmt werden konnte (Doll 2011,
Eimer 2015). Die im Kapitel 3.6.2 dargestellten Messergebnisse werden in Prozent
zum Ausgangsgewicht der Knochenprobe (ca. 50 mg) angegeben.



Material und Methoden 45

Tabelle 11: Zusammensetzung des Phosphat-Reagenzes

Menge Substanz

25,0 ml Schwefelsaure, w = 25 %
7,5ml  Ammoniummolybdat, w = 4 %
15,0 ml Ascorbinsaure-L(+), w = 0,17 %

2,5ml Kaliumantimonoxidtartrat, w = 0,27 %

2.8.5 Bestimmung des Kalziumgehaltes

Um den Kalziumgehalt im Knochen messen zu konnen, nutzten wir das Verfahren der
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) (DIN EN ISO 7980:2000).

Wir nahmen Lanthanchlorid als Matrix-Modifier zur Maskierung des in der zu analysie-
renden Losung B noch befindlichen Phosphates. Im Anschluss wurden 5 ml der zu
analysierenden Losung B in das Autosampler-Rack des AAS-Gerats (FIAS 4100, Per-
kin-Elmer, Rodgau, Deutschland) pipettiert. Die geldste Probe wurde kontinuierlich
durch einen Zerstauber in die Flamme des AAS, bestehend aus einem Acetylen-Luft-
Gemisch, gebracht und darin atomisiert. Durch die Flamme wird eine monochromati-
sche Strahlung geschickt, die von einer Hohlkathodenlampe emittiert wird. Die Ka-
thode der Lampe besteht aus dem jeweils zu analysierenden Element bzw. muss fur
die Bestimmung des jeweiligen Elements geeignet sein. Die Extinktion der durch Kal-
zium verursachten Farbung der Flamme wurde an der Kalzium-Emissionsbande von
422,8 nm bestimmt. Die Werte konnten mit einer Kalzium-Standardlosung (Konzent-
rationsintervall 0,15 bis 5,9 mg/l) in einer Verdinnungsreihe kalibriert werden (Doll
2011, Eimer 2015). Die in Kapitel 3.6.2 dargestellten Messergebnisse werden in Pro-
zent zum Ausgangsgewicht der Knochenprobe (ca. 50 mg) angegeben.

2.8.6 Bestimmung des Strontiumgehaltes

Die Bestimmung des Strontiumgehaltes wurde anhand der ersten Losung A mit 50 mg
Gluhrickstand in 200 ml 10 %-Salpetersaure und 1000 ml destilliertem Wasser durch-
gefuhrt. Zur Extinktionsbestimmung wurde Lanthanchlorid hinzugegeben und die Lo-
sung dann mit der Flamm-Atomabsorptionsspektroskopie (AAS-Gerats, FIAS 4100,
Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland) auf den Strontiumgehalt untersucht. Hierzu
wurde die Losung analog zur Bestimmung des Kalziumgehaltes mit einem Zerstauber
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der Flamme des AAS-Gerates zugefuhrt. Bei der Verbrennung entsteht eine Flammen-
farbung, die zur Extinktionsbestimmung genutzt werden kann. Die Extinktion kann
dann an der Strontium-Emissionsbande von 460,7 nm abgelesen werden. Verglichen
wurden die Werte an einer Strontiumranelat-Standardlosung mit dem Konzentrations-
intervall von 0,1 bis 5,0 mg/l (Eimer 2015). Die in Kapitel 3.6.4 dargestellten Messer-
gebnisse werden in Prozent zum Ausgangsgewicht der Knochenprobe (ca. 50 mg)

angegeben.

2.8.7 Berechnung und Bedeutung des Kalzium/ Phosphat-Verhaltnisses

Nach Bestimmung der Kalzium- und Phosphatanteile im Femur, wie in Kapitel 2.8.5
und 2.8.4 beschrieben, werden die gewonnenen Daten zur Berechnung des Kalzium-
und Phosphat-Verhaltnisses bendtigt. Die aus den Messungen berechnete Stoffmen-
genkonzentration von Kalzium (¢ (Ca) moim) bzw. von Phosphat (¢ (POa4) moim) ergibt
sich wie folgt:

Stoffmengenkonzentration (¢ (Ca) mom) = (M (Ca) mg / 1000) / 40,078
Stoffmengenkonzentration (¢ (PO4) moim) = (M (POa4) mg / 1000) / 94,97

Das Kalzium- / Phosphatverhaltnis ergibt sich dann aus ¢ (Ca) moim) / ¢ (PO4) moim.

Da die Stoffmengenkonzentration von Kalzium im Zahler dieser Rechnung steht, kann
bei hohem Betrag des Verhaltnisses von einer im Vergleich zu Phosphat hoheren Kal-
zium-Konzentration im Knochen ausgegangen werden. Analog dazu steht ein kleiner
Betrag fur hohere Phosphat-Konzentration im Vergleich zur Kalziumkonzentration im

Knochengewebe.

2.8.8 Berechnung und Bedeutung des Kalzium/ Strontium-Verhaltnisses

Nach Bestimmung der Kalzium- und Strontium-Anteile im Femur, wie in Kapitel 2.8.5
und 2.8.6 beschrieben, werden die gewonnenen Daten zur Berechnung des Kalzium-
und Strontium-Verhaltnisses bendtigt. Die aus den Messungen berechnete Stoffmen-
genkonzentration von Kalzium (c (Ca) moym) bzw. von Strontium (c (Sr) moym) ergibt sich

wie folgt:
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Stoffmengenkonzentration (¢ (Ca) moym) = (M (Ca) mg / 1000) / 40,078
Stoffmengenkonzentration (¢ (Sr) moym) = (M (Sr) mg / 1000) / 87,62

Das Kalzium- / Strontium-Verhaltnis ergibt sich aus ¢ (Ca) moiim / € (Sr) moim.

Da die Stoffmengenkonzentration von Kalzium im Zahler dieser Rechnung steht, kann
bei hohem Betrag des Verhaltnisses von einer im Vergleich zu Strontium hoheren Kal-
zium-Konzentration im Knochen ausgegangen werden. Analog dazu steht ein kleiner
Betrag fur hohere Strontium-Konzentration im Vergleich zur Kalziumkonzentration am

Femur.

2.9 Statistik

Zur statistischen Auswertung sowie zur Erstellung der in dieser Arbeit vorkommenden
Darstellungen wurde die Software GraphPad Prism (Version 4.0a, Mai 2003, Graph-
Pad Software, San Diego, USA) fur jede Methode genutzt. Alle Messparameter wurden
hinsichtlich Mittelwert und Standardabweichung zwischen den einzelnen Gruppen ver-
glichen. Zur Prifung auf signifikante Unterschiede zwischen den beobachteten Grup-
pen nutzten wir eine one-way analysis of variance (one-way-ANOVA) Technik. In ei-
nem weiteren Schritt wurde die genaue Differenzierung der gemessenen Unterschiede
mittels eines Tukey-Kramer-post-hoc Testes gemessen. Das Signifikanzniveau wurde
mit p-Wert alpha (a) < 0,05 festgelegt.

Signifikanzen zu den einzelnen Gruppen werden mit den folgenden Buchstaben und

Symbolen kenntlich gemacht:

a = signifikant zur Kontrollgruppe

b = signifikant zur Gruppe OVX

¢ = signifikant zur Gruppe SR th

d = signifikant zur Gruppe SR pr

e = signifikant zur Gruppe SR pr+th

f = signifikant zu allen anderen Gruppen
*=p<0,05

**=p<0,01

***=p<0,001
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3 Ergebnisse

Im folgenden Teil werden alle Ergebnisse prasentiert, die zur Kontrolle des Versuchs
erhoben wurden. Hierzu gehdren Werte des Korpergewichtes, der taglichen Futterauf-
nahme und das Uterusgewicht nach der Totung. Die Ergebnisse werden als Saulen-
oder Liniendiagramm fur jede Gruppe einzeln abgebildet. Dabei enthalten die Dia-
gramme sowohl Mittelwert als auch Standardabweichung der einzelnen Messpunkte.

3.1 Korpergewicht

Zu Beginn der Versuchsreihe betrug das durchschnittliche Korpergewicht der Ver-
suchstiere 263 g. Die Tiere wurden wochentlich ausgewogen, dabei wurden die Werte
der einzelnen Gruppen miteinander auf signifikante Unterschiede verglichen. Die rele-
vanten Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt. Der Versuch begann mit der

Ovariektomie aller Versuchsgruppen bis auf die Kontrollgruppe.
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Abbildung 13: Mittleres Korpergewicht der Tiere je Gruppe im Verlauf pro Versuchswoche von Versuchs-
beginn bis zum Versuchsende; f= signifikant zu allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001. Diese Daten wurden
bereits in Studien unserer Arbeitsgruppe von Weidemann (2014) veréffentlicht

Kurz nach der Operation nahmen die Versuchsgruppen gleichermalen stark an Ge-
wicht zu (Abbildung 13, Tabelle 13). In der zweiten Versuchswoche ergab sich dann
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen OVX, SR th, SR pr, SR pr+th und

der Kontrollgruppe und fuhrte sich bis zum Versuchsende weiter fort. Die Tiere der
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Kontrollgruppe waren im Durchschnitt bei Tétung 56,92 g + 35,33 g leichter als die
Tiere aus den Gruppen bei denen eine Ovariektomie durchgefuhrt wurde. Die nach
der achten Versuchswoche durchgefiihrte Osteotomie |6ste innerhalb einer Woche bei
allen Gruppen einen Gewichtsverlust von durchschnittlich -11,02 g £ 12,2 g pro Tier

aus.
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Abbildung 14: Mittleres Korpergewicht der Tiere je
Gruppe bei Ankunft (Woche 0)
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Abbildung 15: Mittleres Korpergewicht je Gruppe  Abbildung 16: Mittleres Kérpergewicht je Gruppe
nach 8 Wochen, vor Osteotomie; f= signifikant zu nach 13 Wochen, bei Tétung; f= signifikant zu allen
allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001 anderen Gruppen; *** = p < 0,001
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Tabelle 12: Auflistung der Mittelwerte * Standardabweichungen der Korpergewichte je Gruppe bei An-
kunft, bei Osteotomie und bei Tétung in Gramm. Diese Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeits-
gruppe von Weidemann (2014) veroffentlicht

Versuchsgruppe Woche 0 SD Woche8 SD Woche 13 SD

Kontrollgruppe 260,8 7,63 3148 (f**) 12,37 323 (f***) 16,26
OovX 269,9 10,71  365,6 262 3799 29,22
SR th 263,7 13,12 3916 38,81  410,1 50,58
SR pr 254,7 24,38 368,3 22,38 376 21,78
SR pr+th 270,1 9,34 3685 2491  380,6 29,76

f= signifikant zu allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001

Tabelle 13: Auflistung der Mittelwerte * Standardabweichungen der Kérpergewichte je Gruppe pro Ver-
suchswoche in Gramm. Diese Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeitsgruppe von Weidemann (2014)
veroffentlicht

xi':#::s' Kontroligruppe OVX SR th SR pr SR pr+th
Ankunft 2618 270111 264+13 255+24 27019

1 2739 2838 279+14 28019 276113
2 2857 (f***) 314+10 317+19 313111 310114
3 29419 (f***) 338+19 345125 340+12 336116
4 303+13 (f***) 353121 364128 355+15 352+17
5 30648 (f***) 353124 368431 355120 352+17
6 31449 (f***) 365125 383134 364119 364118
7 314111 (f**) 369+28 389+37 370+21 371122
8 315112 (f***) 366126 392439 368122 368125
9 312412 (f***) 355126 374153 354121 360126
10 306+14 (f***) 360126 386146 356123 362126
11 315118 (f***) 368129 397149 366121 373126
12 323117 (f***) 371128 40347 371+21 380+27
13 323116 (f***) 380429 41051 376122 381130

f= signifikant zu allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001
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3.2 Tagliche Futteraufnahme pro Tier im Verlauf
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Abbildung 17: Darstellung der Mittelwerte * Standardabweichungen der Futtermenge je Gruppe pro Ver-
suchswoche; a= signifikant zur Kontrollgruppe; d= signifikant zur Gruppe SR pr; f= signifikant zu allen anderen
Gruppen; * = p < 0,05; ** = p < 0,01. Diese Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeitsgruppe von Weide-
mann (2014) veroffentlicht

Die tagliche Futteraufnahme stieg in den ersten zwei Wochen in allen Gruppen an. In
der dritten Woche wurde die maximale Futterzunahme pro Tier und Tag mit durch-
schnittlich 25,55 g + 2,82 g gemessen. Die Kontrollgruppe nahm ab der zweiten Wo-
che signifikant weniger Futter zu sich als die Gruppe OVX (Abbildung 17, Tabelle
14). Zum Zeitpunkt der Osteotomie war die tagliche Futteraufnahme in allen Gruppen
kurzzeitig ruckgangig auf 14,12 g £ 0,42 g, nahm dann aber in der ersten postopera-
tiven Woche wieder zu. Die Tiere der Strontiumranelat-Gruppen konnten im Durch-
schnitt taglich Strontium in einer Dosierung von 654 + 132 mg/kg/Tag aufnehmen.
Durch schwankende Werte der durchschnittlichen Futteraufnahme pro Tag kam es
zu schwankenden Dosierungen. Der Minimalwert betrug dabei 295 mg/kg/Tag und

das Maximum wurde mit 948 mg/kg/Tag erreicht.
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Tabelle 14: Auflistung der Mittelwerte * Standardabweichungen der Futtermenge je Gruppe pro Versuchs-
woche in Gramm. Diese Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeitsgruppe von Weidemann (2014) verof-

fentlicht

V:v'::hceh:' Kontrollgruppe ovX SR th SR pr SR pr + th
1 20,20+496  1562+0,61  1376+1,02  1652t541  13,38:0,82
2 2370+585 2404109 2688018  2475t005  26,40+1,98
3 20,06+1,06 (*) 26104143  26,71+215  27.33t047  27,26+145
4 22,80+428 24124142 25894139 2461025 2548110
5 2338275  2438+160  2612+119  2514+073  2471:077
6 2045+243  2410+140  2526+066  2580+143  23,35:051
7 21514135 22,950,865  2432+037  2374+165  24,15:1,97
8 21334075 2163058  2316+047  2182+141  23,05:142
9 1438042  14,00+1,50 14724488 13731053  13,79+0,52
10 19.43+121  19.26:014  20,05¢2,33 19524136  19,57+0,61
11 19,99+1,80  20,68+1,31  22,31+1,88  20,25:029  20,990,32
12 20,89+1,21  18,26+1,60 22&2331355 195741,02  22,06+1,31
13 242141,00 2188186 287EL04 oy or100  23,75:1,10

(d*)
a= signifikant zur Kontrollgruppe; d= signifikant zur Gruppe SR pr; f= signifikant zu allen anderen Gruppen; * = p <
0,05; **=p < 0,01

3.3 Uterusgewicht

Bei der Obduktion wurde der Uterus eines jeden Tieres herausprapariert und gewo-
gen. Zu diesem Zeitpunkt wogen die Uteri der ovariektomierten Tiere signifikant weni-
ger als die Uteri der Kontrollgruppe (Abbildung 18, Tabelle 15).
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Abbildung 18: Mittleres Uterusgewicht der Tiere jeder Versuchsgruppe am Tag der Obduktion; f= signifi-
kant zu allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001. Teile dieser Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeits-
gruppe von Weidemann (2014) veroffentlicht



Ergebnisse 53

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung der Uterusgewichte jeder Versuchsgruppe am Tag der
Obduktion. Teile dieser Daten wurden bereits in Studien unserer Arbeitsgruppe von Weidemann (2014) verdf-
fentlicht

MessgroRe Kontroligruppe ovX SR th SR pr SR pr+th

Gewicht (g) 0,64+0,21 (f**)  0,1320,03  0,13#0,03  0,14+0,02  0,1240,02

f= signifikant zu allen anderen Gruppen; *** = p < 0,001

3.4 Ergebnisse der biomechanischen Testung
3.4.1 Elastizitat

Die Elastizitat der Kontrollgruppe war in unseren Messungen hoher als die der Tiere
aus OVX (Abbildung 19, Tabelle 16). Im Vergleich zwischen OVX und den Behand-
lungsgruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) liel3en sich keine signifikanten Unterschiede

erkennen.
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Abbildung 19: Mittelwert und Standardabweichung der
Elastizitat aller Gruppen

Tabelle 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Elastizitit aller Gruppen gemessen in Nmm

MessgroRe Kontrollgruppe ovX SR th SR pr SR pr+th

N/mm 328+73,99 280,5+60,38  268,5+60,14  269,4+51,13  272,3+35,97
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3.4.2 Maximalkraft

Die gemessene Maximalkraft zeigte sich in den einzelnen Gruppen ohne wesentliche
Unterschiede (Abbildung 20, Tabelle 17). Die Femora der Kontrollgruppe waren auch
in diesem Test mit einer hoheren Maximalkraft etwas stabiler als die Knochen der
Gruppe OVX. Die mit Strontiumranelat behandelten Tiere der Gruppen SR th und SR
pr tendieren zu hoheren Werten als die OVX-Gruppe. Die Ergebnisse waren hier je-
doch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 20: Darstellung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung der Maximalkraft aller Gruppen

Tabelle 17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Maximalkraft aller Gruppen gemessen in Newton

MessgroBe Kontroll- ovX SR th SR pr SR pr+th
gruppe

N 189,5+27,99 166,2+23,44 174,0+£19,92 180,3+25,74 167,9+30,12
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3.5 Ergebnisse der Mikroradiographie

3.5.1 Kortikale Knochendichte am medialen und lateralen Femurhals

Im Bereich des kortikalen Knochens lie3en sich keine signifikanten Unterschiede er-
kennen. In allen Gruppen zeigte sich eine berechnete Kortikalisdichte von annahernd
100 % (Abbildung 21, Tabelle 18).
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Abbildung 21: Mittelwert und Standardabweichung der
kortikalen Knochendichte aller Gruppen

Tabelle 18: Mittelwerte und Standardabweichungen der kortikalen Knochendichte aller Gruppen in Pro-
zent

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th

Prozent 99,71+0,36 99,34+1,05 99,98+0,07 99,89+0,13 99,71+0,37
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3.5.2 Trabekulare Knochendichte am Femurhals

Die Tiere der Gruppe OVX erzielten niedrigere Werte als die Kontrollgruppe. Auch in
den Gruppen SR th und SR pr lie® sich diese Tendenz erkennen, die gemessenen
Werte zur trabekularen Knochendichte waren im Vergleich zur Kontrollgruppe hier sig-
nifikant niedriger (p < 0,05; Abbildung 22, Tabelle 19). Zu beachten ist die Gruppe SR
pr+th, da diese unter den mit Strontiumranelat behandelten Gruppen die hdchste tra-
bekulare Knochendichte aufweist. Gegenlber der Gruppe OVX zeigten die drei Be-
handlungsgruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) statistisch keine signifikanten Unter-

schiede.
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Abbildung 22: Darstellung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung der trabekuldren Knochendichte aller
Gruppen; a=signifikant zur Kontrollgruppe; * = p < 0,05

Tabelle 19: Mittelwerte und Standardabweichungen der trabekuldren Knochendichte aller Gruppen in Pro-
zent

MessgroBe  Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th

Prozent 76,90+8,65 63,04£15,68 61,69+£14,46 (a*) 62,35£11,33 (a*)  69,83%5,51

a= signifikant zur Kontrollgruppe; * = p < 0,05
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3.5.3 Anzahl der Trabekelkreuzungen

Die Anzahl der Trabekelkreuzungen war in der Gruppe OVX signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe zu beobachten. Beim Vergleich zwischen der Gruppe OVX und den
mit Strontiumranelat behandelten Gruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) erzielten die Be-
handlungsgruppen hohere Werte. Innerhalb der Behandlungsgruppen war die abso-
lute Anzahl von SR th Uber SR pr bis SR pr+th gleichmafig ansteigend (Abbildung 23,
Tabelle 20). Gegenluber der OVX Gruppe zeigten die drei Behandlungsgruppen (SR
th, SR pr, SR pr+th) jedoch statistisch keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 23: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung der Anzahl an Trabekelkreuzungen am
Femurhals; b= signifikant zur Gruppe OVX; ** = p < 0,01

Tabelle 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Anzahl an Trabekelkreuzungen am Femurhals

MessgroRe Kontrollgruppe ovXx SR th SR pr SR pr+th

Anzahl 118,3+57,53 (b**) 64,45+15,76 73,33+23,23 85,70+25,79 103,3+26,6

b= signifikant zur Gruppe OVX; ** = p < 0,01
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3.5.4 Dichte der Trabekelkreuzungen

Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten eine im Vergleich zu OVX signifikant hohere
Dichte der Trabekelkeuzungen pro mm? (Abbildung 24, Tabelle 21). Unter den Be-
handlungsgruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) konnte nur die Gruppe SR pr+th eine
signifikant hohere Dichte der Trabekelkreuzungen gegenuber der Gruppe OVX erzie-

len.
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Abbildung 24: Darstellung von Mittelwert und Standardab-

weichung der Dichte der Trabekelkreuzungen; a= signifikant
zu Kontrollgruppe; b= signifikant zu Gruppe OVX; * = p < 0,05;

**=p<0,01; **=p<0,001

Tabelle 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der Dichte der Trabekelkreuzungen in n/mm?

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th

19,27+3,42 20,79+5,02 23,07+3,97 27,99+5,96

/ 2 33,92i10,07 *kKk s *% *
n/mm (@) (@) (@) (b*)

a= signifikant zu Kontrollgruppe; b= signifikant zur Gruppe OVX; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
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3.5.5 Mittlere Trabekeldicke

Der Vergleich der mittleren Trabekeldicke erbrachte keine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 25, Tabelle 22).
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Abbildung 25: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung der mittleren Trabekeldicke

Tabelle 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittleren Trabekeldicke in pm

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th

pum 9,61+2,11 10,10+2,66 9,41+1,69 9,05+1,37 9,51+0,59
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3.5.6 Mittlere Flache des Trabekelbereiches

Die Vergleichsanalyse der Flache des Trabekelbereiches zeigte keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 26, Tabelle 23). Die Behandlungsgruppen (SR th, SR pr, SR
pr+th) zeigen zwar tendenziell hdhere Flachenwerte als OVX, die hochste Flache mit
3,68 mm? £ 0,37 mm? zeigte die Gruppe SR pr+th. Statistisch waren die Werte jedoch
nicht signifikant.
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Abbildung 26: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung der Flache des Trabekelbereiches

Tabelle 23: Mittelwerte und Standardabweichungen der Flache des Trabekelbereiches in mm?

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th

mm? 3,33+0,79 3,34+0,57 3,5+0,61 3,35+0,77 3,68+0,37




Ergebnisse 61

3.6 Ergebnisse der Veraschung
3.6.1 Anteil an organischer und anorganischer Masse

Um eine Aussage Uber den Mineralgehalt des Knochens treffen zu kdnnen, wurde
unter anderem der Anteil der organischen und anorganischen Masse bestimmt und
sowohl absolut in Gramm (Abbildung 27, Abbildung 28) als auch in Prozent in Bezug
zur Gesamtmasse angegeben (Abbildung 29, Abbildung 30).
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Abbildung 27: Darstellung von Mittelwert und Stan- Abbildung 28: Darstellung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung der organischen Masse dardabweichung der anorganischen Masse

Tabelle 24: Anteil der organischen und anorganischen Knochensubstanz der rechten Femora in Gramm
(SD = Standardabweichung)

Mittelwert anorga-

Versuchsgruppe Mittelwert organisch  SD nisch SD

Kontrollgruppe 0,54 0,06 0,41 0,03
OVX 0,55 0,07 0,39 0,03
SRth 0,57 0,06 0,44 0,05
SR pr 0,55 0,06 0,41 0,03

SR pr+th 0,56 0,03 0,43 0,03
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Abbildung 29: Darstellung von Mittelwert und Stan- Abbildung 30: Darstellung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung der organischen Anteile dardabweichung der anorganischen Anteile

Tabelle 25: Anteil der organischen und anorganischen Knochensubstanz der rechten Femora in Prozent
(SD = Standardabweichung)

Mittelwert anorga-

Versuchsgruppe Mittelwert organisch SD nisch SD

Kontrollgruppe 56,7 2,49 43,3 2,49
ovX 58,16 2,98 41,84 2,98
SR th 56,94 1,91 43,06 1,91
SR pr 57,47 1,59 42,53 1,59

SR pr+th 57,07 0,91 42,93 0,91
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3.6.2 Anteil an Phosphat und Kalzium am anorganischen Knochen

In allen Gruppen ist der Phosphatgehalt im Femur ahnlich. Es ergaben sich keine sig-
nifikanten Unterschiede. Der Anteil von Phosphat betragt im Durchschnitt Gber alle
Gruppen 52,46 % (Abbildung 31, Tabelle 26). Der gemessene Anteil an Kalzium war
in allen Gruppen annahernd gleich hoch (Abbildung 32, Tabelle 26).
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Abbildung 31: Darstellung von Mittelwert und Stan- Abbildung 32: Darstellung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung der prozentualen Anteile an Phosphat dardabweichung der prozentualen Anteile an Kalzium
von anorganischem Knochen von anorganischem Knochen

Tabelle 26: Anteile von Phosphat und Kalzium am anorganischen Anteil der rechten Femora in Prozent
(SD = Standardabweichung)

Mittelwert Phos-

Versuchsgruppe phat SD Mittelwert Kalzium SD

Kontrollgruppe 53,07 2,67 31,20 1,69
OvX 49,99 6,77 29,97 3,97
SR th 53,65 2,08 31,69 0,72
SR pr 52,52 3,68 30,29 2,09

SR pr+th 53,08 224 30,43 1,21
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3.6.3 Verhaltnis von Kalzium zu Phosphat

Bei dem Molverhaltnis von Kalzium und Phosphat konnten signifikante Unterschiede
zwischen OVX und den Behandlungsgruppen gefunden werden. Signifikant zeigte sich
das hohere Verhaltnis von der Gruppe OVX zu der Gruppe SR pr+th. Auch das Ver-
haltnis von OVX im Vergleich zu SR pr zeigte sich signifikant hoher (Abbildung 33,
Tabelle 27). Unter den Behandlungsgruppen zeigt sich SR pr+th signifikant niedriger
im Vergleich zu SR th.
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Abbildung 33: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung des Molverhaltnisses von Kalzium zu Phosphat;
b= signifikant zu OVX; c= signifikant zu SR th; * = p < 0,05; ** =
p <0,01; ***=p<0,001

Tabelle 27: Mittelwerte und Standardabweichungen des Molverhéltnisses von Kalzium zu Phosphat

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th
Molverhéltnis  1,39:0,02 142003 1,40£0,06  1,370,01 (b*™) (1633%)09

b= signifikant zu OVX; c= signifikant zu SR th; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
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3.6.4 Anteil an eingelagertem Strontium

Die Behandlungsgruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) zeigen signifikante Unterschiede
im Vergleich zu den unbehandelten Versuchsgruppen (Kontrollgruppe und OVX) (Ab-
bildung 34, Tabelle 28). Innerhalb der Behandlungsgruppen ergeben sich zusatzlich

signifikante Unterschiede.
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Abbildung 34: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung des prozentualen Anteils an Strontium; b= signifi-
kant zur Gruppe OVX; c= signifikant zur Gruppe SR th; d= sig-

nifikant zur Gruppe SR pr; e= signifikant zur Gruppe SR pr+th;

**=p<0,01; **=p<0,001

Tabelle 28: Mittelwerte und Standardabweichungen des prozentualen Anteils an Strontium

MessgroBe Kontroll- ovX SR th SR pr SR pr+th
gruppe
1,811£0,91 4,27+0,92 5,79+1,39
Prozent 0106i0107 0106i0104 (b***,d***,e***) (b***,C***,e**) (b***,C***,d***)

b= signifikant zur Gruppe OVX; c= signifikant zur Gruppe SR th; d= signifikant zur Gruppe SR pr; e= signifikant zur
Gruppe SR pr+th; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
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3.6.5 Verhaltnis von Kalzium zu Strontium

In den mit Strontiumranelat versorgten Tiergruppen ist ein niedrigeres Verhaltnis zwi-
schen Kalzium und Strontium zu erkennen als in den unbehandelten Gruppen (Kon-
trollgruppe und OVX). Die Behandlungsgruppen SR th, SR pr und SR pr+th zeigen
jeweils ein signifikant niedrigeres Verhaltnis von Ca zu Sr als die Kontrollgruppe und
die Gruppe OVX. Innerhalb der Behandlungsgruppen hat die Gruppe SR pr+th mit im
Mittelwert 239,7 das geringste Verhaltnis zwischen Ca und Sr vorzuweisen (Abbildung
35, Tabelle 29).
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Abbildung 35: Darstellung von Mittelwert und Standardab-
weichung des Molverhéltnisses von Kalzium zu Strontium;
a= signifikant zur Kontrollgruppe; b= signifikant zur Gruppe
OvVX; ***=p < 0,001

Tabelle 29: Mittelwerte und Standardabweichungen des Molverhéltnisses von Kalzium zu Strontium

MessgroRe Kontrollgruppe OVX SR th SR pr SR pr+th
Molverhaltnis ~ 32705+8808 277189767 1 0,83’-'?,?;7’4 32*1;2i23’84 2%9*;7ii§’02
(@*pb™)  (@™,b™) (@**,b***)

a= signifikant zur Kontrollgruppe; b= signifikant zur Gruppe OVX; *** = p < 0,001



Diskussion 67

4 Diskussion

In Europa wurde Strontiumranelat in den letzten Jahrzehnten zur Behandlung von Os-
teoporose untersucht. Mehrere Studien haben bewiesen, dass Strontiumranelat das
Risiko osteoporotischer Frakturen senken kann. Hierzu zahlen namhafte Arbeiten wie
die TROPOS-Studie (Reginster et al. 2005) oder Studien von Meunier et al. (Meunier
et al. 2004) und einige weitere. Die Wirkung von Strontiumranelat zeigt sich nicht nur
in dem antiresorptiven Effekt auf den Knochenumbau, es hat auch eine anabole Wir-
kung auf das Knochengerust (Nardone et al. 2014). Trotz der positiven Wirkung auf
den Knochen liel3 sich ein hoheres Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen, Hepatitis
und Hautreaktionen nachweisen, weshalb der Einsatz von Strontiumranelat seit 2014
auf einige therapeutische Ausnahmen beschrankt wurde (EMA 2014). Um weitere
mogliche Nebenwirkungen oder neue Therapiekonzepte erkennen zu kdnnen, war die
Evaluation von Strontiumranelat zur Therapie der Osteoporose gefordert, was uns An-

lass zu dieser Studie gegeben hat.

4.1 Die ovariektomierte Ratte als Osteoporosemodell

Es gibt kaum ein Tiermodell, das einen Hormonhaushalt aufweist, der einer physiolo-
gischen Menopause eines Menschen ahnelt. Wichtig war es daher, ein Tiermodell zu
finden, bei dem durch Ovariektomie eine rasche Menopause und damit verbundene
Ostrogenmangelsituation zu erzeugen ist (Kalu 1991). Bereits seit vielen Jahrzehnten
bekannt ist das Modell der bilateral ovariektomierten Ratte, bei der es durch den iatro-
gen verursachten Ostrogenmangel innerhalb weniger Wochen zu starken Verlusten
am trabekularen Knochen im gesamten Skelett kommt (Saville 1969). Endokrinolo-
gisch zeigt der Ostrogenmangel bei Mensch und Tier dhnliche Wirkung. Es kommt bei
beiden zur Gewichtszunahme und knochenmorphologischen Veranderungen (Wronski
et al. 1987). Durch die frappierende Ahnlichkeit der knochenmorphologischen Auswir-
kungen ist das Modell der ovariektomierten Ratte zur Evaluation von antiosteoporoti-
scher Behandlung etabliert (Kharode et al. 2008). Die US Food and Drug Administra-
tion veroffentlichte 1995 eine Leitlinie zur Erforschung von postmenopausaler Osteo-
porose. Hier empfiehlt sie das Modell der ovariektomierten Ratte, da es die klinische
Charakteristik der postmenopausalen Osteoporose nachahmen und simulieren kann
(Thompson et al. 1995). Seidlova-Wuttke et al. konnten das Tiermodell auf Ausbildung
einer Osteoporose validieren. Innerhalb von drei Monaten nach Ovariektomie
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reduzierte sich die Knochenmasse an der Tibiametaphyse um mehr als 50 %
(Seidlova-Wuttke et al. 2003). Auch klrzere Versuchsanordnungen, so beispielsweise
nach funf Wochen bei Wronski et al., zeigten trabekulare Knochenverluste nach Ova-
riektomie (Wronski et al. 1985). In Studien bezogen auf das Femur ergaben sich nach
acht bis zwolf Wochen erste Spongiosaverluste und ein Abfall der BMD (Zhu et al.
2014).

Bonjour et al. konnten in einem Review zeigen, dass sich im Rattenmodell nach ver-
schiedenen Behandlungsversuchen ein ahnliches Therapieansprechen auf die BMD
wie bei klinischen Studien an postmenopausalen Frauen simulieren lIasst. Auch ein
vergleichbarer Effekt von Bisphosphonaten und anderen antiresorptiven Medikamen-
ten konnte die Wichtigkeit von Tiermodellen unterstreichen (Bonjour et al. 1999).
Zusatzlich stellt das Rattenmodell eine gunstige und gut handhabbare Alternative dar,
und es existiert durch intensive Forschung eine breite Datenbasis der histomorpholo-
gischen Eigenschaften des Knochens. Fur unseren Versuch, in dem Spongiosaver-
luste in Bezug zu antiosteoporotischer Therapie am osteoporotischen Knochen unter-
sucht werden sollten, bot das Rattenmodell daher ideale Voraussetzungen.

Um zusatzlich eine Frakturheilung unter osteoporotischen Bedingungen und Einsatz
von Strontiumranelat untersuchen zu kdnnen, wurden die Tiere in unserem Versuch
acht Wochen nach Ovariektomie an der Tibiametaphyse osteotomiert. Studien zeig-
ten, dass es an der Tibia 30 bis 60 Tage nach Ovariektomie zu einem Spongiosaver-
lust kommt. Unsere Wartezeit von acht Wochen war somit ausreichend, um Untersu-
chungen an der osteoporotischen Tibia durchzufihren (Jee und Yao 2001). Ergeb-
nisse dieser Studie wurden bereits durch unsere Arbeitsgruppe veroffentlich
(Weidemann 2014, Komrakova et al. 2015).

Grundlage der postmenopausalen Hormonsituation im Rattenmodell war die erfolgrei-
che Ovariektomie. Um diese zu prufen, wurde der Uterus jedes Tieres enthommen
und das Gewicht der einzelnen Uteri dann zwischen gesunden und ovariektomierten
Tieren verglichen. Ostrogen induziert Giber den Ostrogen-Rezeptor am Uterus die Frei-
setzung von insulin-like growth factor-1 (IGF-1). So wird Uber IGF-1 die DNA-Synthese
im Uterusepithel angetrieben, und es kommt zu gesteigertem Uterus-Wachstum
(Ghahary et al. 1990, Klotz et al. 2002). Nach Ovariektomie fehlt die hormonelle Sti-
mulation und es kommt zur Atrophie des Uterusgewebes (Saruhan et al. 2004).

In diesem Versuch sollte die Wirkung von Strontiumranelat auf den osteoporotischen
Knochen untersucht werden. Entscheidend war es, den Ratten Strontiumranelat als
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Testsubstanz schonend zu verabreichen. Die Ratten der entsprechenden Testgruppen
haben die Testsubstanz daher oral als Futterzusatzstoff im vorgesehenen Zeitraum
erhalten. So konnte der Wirkstoff schmerzfrei und unkompliziert appliziert werden. Die
Dosierung von SR in 1 kg Futter betrug 10,52 g, wodurch die Tiere durchschnittlich
654 mg/kg/Tag aufnahmen. Bei adulten Ratten zeigte sich bereits bei einer Dosierung
von 625 mg/kg/Tag eine hohere Belastbarkeit und Festigkeitim Biomechanischen Test
(F-max) der Wirbelkorper von mehr als 25 % (Bain et al. 2009), somit war unsere
Dosierung nach Studienlage als hinreichend hoch anzusehen und entspricht den
Erfahrungen in der Literatur.

Strontiumranelat soll in Prophylaxe und Therapie zur Behandlung der Osteoporose am
proximalen Femur untersucht werden. Die hier oftmals entstehenden pertrochantaren
Frakturen gehdren zu den haufigsten osteoporotischen Frakturen und haben somit be-
deutende klinische Relevanz. Ein Vorteil fur unsere Studie stellt die Knochenarchitek-
tur an dieser Stelle dar, denn neben dem kortikalen Knochen, wie er besonders am
Femurschaft zu finden ist, besteht das proximale Femur hauptsachlich aus trabekula-
rem Knochen. Ein biomechanischer Effekt — nach antiosteoporotischer Behandlung
mit Strontiumranelat — lasst sich hier also besonders gut darstellen.

4.2 Korpergewicht und tagliche Futteraufnahme im Versuchsverlauf

Die von uns verwendeten drei Monate alten Sprague-Dawley-Ratten konnten wahrend
des gesamten Versuchs kontinuierlich an Gewicht zunehmen. Die Futteraufnahme war
im Verlauf ansteigend, was mit einem generellen Wachstum zu vereinbaren ist. Ein
ahnliches Wachstum fur Tiere in diesem Alter wurde bereits mehrfach beschrieben
(Berg und Harmison 1957). Ab der zweiten Versuchswoche (zwei Wochen nach Ova-
riektomie) konnte ein erster signifikanter Gewichtsunterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden. Die Kontrollgruppe nahm im Vergleich zu den ovariektomierten
Gruppen signifikant (p < 0,001) weniger Gewicht zu. Dies ist am ehesten durch den
Ostrogenmangel zu erklaren, der fiir eine Einlagerung von Wasser und die Umstellung
des Stoffwechsels verantwortlich sein kann und somit eine weitere Gewichtszunahme
der ovariektomierten Tiere erklart. Dieser Zusammenhang ist seit langerem bekannt
und wurde bereits 1973 in Arbeiten von Tarttelin und Gorski beschrieben (Tarttelin und
Gorski 1973). Auch die Tatsache, dass eine Zunahme der Futtermenge der ovariekto-
mierten Ratten gegenuber der Kontrollgruppe erst nach der dritten Versuchswoche zu
beobachten war, lasst darauf schlieen, dass hormonelle Veranderungen als Ursache
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der Gewichtszunahme zu sehen sind (Yu et al. 2011). Bei einem Ostrogenmangel sind
weitere Effekte bekannt, die zu einer Gewichtszunahme fuhren:

Ostrogen hat einen hohen Einfluss auf den zirkadianen Rhythmus der Ratten und fihrt
zur Reduktion der korperlichen Aktivitat (Albers et al. 1981). Zusatzlich konnte bei-
spielsweise durch Toth et al. beobachtet werden, dass es durch den Ostrogenmangel
als Folge der Ovariektomie zur Zunahme der fettfreien Masse der Ratte kam. Es wur-
den mehr Muskelproteine gebildet, was insgesamt zur Erhdhung der Muskelmasse
fuhrt (Toth et al. 2001). Auch so konnte die hohere Gewichtszunahme bei den ova-
riektomierten Tieren erklart werden. Nach der Osteotomie lief3 sich in allen Gruppen
ein kurzzeitiger Gewichtsabfall feststellen. Wie auch schon bei anderen Studien dieser
Art beobachtet wurde, scheint die Narkose sowie die postoperative Schmerzsituation
zu einem vorubergehenden Abfall der Futteraufnahme zu fuhren (Komrakova et al.
2009).

4.3 Diskussion der Ergebnisse des biomechanischen Tests

Durch den biomechanischen Bruchtest sollte eine pertrochantare Fraktur des Kno-
chens provoziert werden (Tezval et al. 2010). Dieser Frakturtyp stellt einen der hau-
figsten osteoporose bedingten Frakturen beim Menschen dar. Mehrere Studien zeig-
ten, dass eine antiosteoporotische Therapie anhand vertebraler und non-vertrebraler
Frakturtypen auf ihre Wirksamkeit untersucht werden konnen (Neer et al. 2001, Meier
und Kraenzlin 2005). Die Datenlage zur Wirksamkeit am Femurhals und im speziellen
an pertrochantaren Frakturen ist jedoch gering.

In unserem Versuchsmodell wurden biomechanische Eigenschaften in Form von Stei-
figkeit (Elastizitat) und maximaler Festigkeit gepruft, um einen Qualitatseindruck des
Knochens zu erhalten. Anerkannt ist, dass die Osteoporose einen negativen Einfluss
auf die biomechanischen Eigenschaften des Knochens zeigt, weshalb sich dieser Test
zur Untersuchung eignet (Xing et al. 2003, McCann et al. 2008). Als prognostischer
und pradiktiver Faktor zur Einschatzung einer Osteoporose kann auch der Knochen-
mineralsalzgehalt genutzt werden. Zu beachten ist jedoch, dass sich hieraus keine
direkte Aussage uber die biomechanische Belastbarkeit des Knochens ergibt. Eine
Studie zum Vergleich von Knochenmineraldichte und trabekularer Knochenstruktur an
Patienten mit osteoporotischen Frakturen konnte keine Korrelation dieser beider Pa-
rameter nachweisen (Legrand et al. 2000). SchlieBlich ist bekannt, dass die mit der
Osteoporose einhergehenden Stabilitatsverluste des Knochens unter anderem durch
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Einbulen der Mikroarchitektur des Knochens begrundet sind. Es kommt zum Ruck-
gang der Trabekelknotenpunkte und zu einer Minderung der Trabekeldicke in Verbin-
dung mit einer Minderung der Knochenmineraldichte (Weinstein und Majumdar 1994).
Auch in unseren Untersuchungen konnte sich eine verminderte Mikroarchitektur des
osteoporotischen Knochens darstellen.

Eine biomechanische Testung zur Beurteilung der Knochenstabilitat scheint unum-
ganglich, denn die reine Bestimmung der BMD allein kann keine direkte Aussage Uber
die Knochenstabilitat treffen (Bouxsein 2006). Zur Prifung nutzen wir in dieser Studie
eine von Tezval et al. etablierte Methode, um eine pertrochantare Fraktur des Femurs
zu erzeugen und eine Aussage Uber die Steifigkeit und die maximale Festigkeit des
Knochens zu erhalten (Tezval et al. 2010).

Das proximale Femur ist durch seine Funktion im Huftgelenk starken Hebelkraften
ausgesetzt, da es das axiale Korpergewicht gegentber der Schwerkraft tragen muss.
Gerade bei Sturzen ist neben der maximalen Festigkeit auch die Elastizitat des Kno-
chens ein ausschlaggebender Faktor, von dem eine mogliche Fraktur abhangig ist.
Osteoporotischer Knochen wird im Vergleich zu gesundem Knochen schneller poros
und ist weniger elastisch. Durch die reduzierte Verformbarkeit kann er starke Kraftein-
wirkungen, wie sie bei einem Sturz vorkommen, nur noch in geringem Male aufneh-
men und es kommt vermehrt zu Frakturen (Turner 2002). Die biomechanische Festig-
keit eines Knochens lie} sich in unserer Versuchsanordnung anhand des Graphen,
welcher bei der Bruchtestung aufgezeichnet wird, erkennen. Je steiler die Kurve bei
Krafteinwirkung, desto hoher ist die Steifigkeit und es kommt zu einer hohen maxima-
len Krafteinwirkung, welche durch die Spitze des Graphen dargestellt wird. Die Flache
unter der Kurve wird als work to failure bezeichnet und meint die Kraft, die ein Knochen
bis zum Bruch aufnehmen kann.

Bei der biomechanischen Testung wiesen die Tiere der ovariektomierten Gruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell niedrigere maximale Festigkeit auf. Im
Vergleich konnte Strontiumranelat bei unseren Versuchen jedoch keine Verbesserung
der Knochenfestigkeit erreichen. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits bei weiteren Stu-
dien unserer Arbeitsgruppe festgestellt (Eimer 2015).

Durch mehrere Studien liel3 sich der positive Effekt von Strontiumranelat auf die bio-
mechanische Festigkeit des Knochens feststellen. Die Ergebnisse wurden in mehreren
Versuchsanordnungen erzeugt. Teils wurden die Femora oder die Wirbelkorper der
Ratte miteinander verglichen (Ammann et al. 2004, Bain et al. 2009, Chen et al. 2013).
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Unsere Versuchsergebnisse erscheinen abweichend zu bisherigen Studien. Im Ver-
gleich der genutzten Methoden zeigt sich der Versuchsaufbau fruheren Studien &hn-
lich zu unserem. Sowohl Versuchsdauer (min. 12 Wochen max. 104 Wochen), Dosie-
rung des Stontiumranelat (min. 500 mg/kgKG/d max. 625 mg/kgKG/d) als auch Anzahl
der Versuchstiere pro Gruppe (min. 10 Tiere max. 20 Tiere) zeigten keine Unter-
schiede, die fur abweichende Ergebnisse verantwortlich sein konnten. Lediglich die
biomechanische Testung wurde in unserem Versuch anhand einer pertrochantaren
Fraktur des Femurs und nicht wie in den zum Vergleich herangezogenen Studien mit-
tels Dreipunkt-Testes der Femur-Diaphyse durchgefuhrt.

Fraglich ist, ob die unterschiedlichen Femur-Areale unter Therapie mit Strontiumra-
nelat einen unterschiedlichen Einfluss erfahren und so abweichende biomechanische
Eigenschaften entstehen konnen. Eventuell ergibt sich durch differierende Rezeptor-
verteilung am proximalen Femur im Vergleich zur Diaphyse ein heterogenes Anspre-
chen auf den Ostrogenmangel und unsere Therapie mit Strontiumranelat. Die unter-
schiedliche Antwort verschiedener Skelettareale ist ein bekanntes Phanomen, das bei
fast allen antiosteoporotischen Wirkstoffen beobachtet werden konnte. Auch eine un-
terschiedliche Knochen-Geometrie erschwert die Vergleichbarkeit dieser beiden Test-
methoden.

4.4 Diskussion der Ergebnisse der Mikroradiographie

Mit Hilfe der Mikroradiographie konnten Veranderungen der Mikroarchitektur am oste-
oporotischen proximalen Femur genauer untersucht werden. Zusatzlich lieRen sich
Ruckschlusse Uber den Einfluss der Strontiumranelat-Therapie auf die Morphologie
des Knochens uberprufen. Diese Methode ist durch vorherige Studien bereits vielfach
erprobt und etabliert, wobei sie nur zweidimensionale Bilder liefert und somit nicht in
der Lage ist, die ganze Komplexitat der Mikroarchitektur abzubilden. Eine neuere Me-
thode ist die Mikrocomputertomographie, welche in aktuellen Studien oft zur Anwen-
dung kommt, um die Dichte des Knochens zu bestimmen (Komrakova et al. 2015, Li
et al. 2015). Als dreidimensionales Verfahren konnen zwar genauere Daten erbracht
werden, fur die Analyse der trabekularen Strukturen am Femur ist die Auflosung mit
unserem vorliegenden micro-CT aus technischen Grunden jedoch unzureichend. Die
Mikroradiographie war in unserem Fall daher die besser geeignete Variante.

Die durch Ovariektomie erzeugte Hormonmangelsituation im Tiermodell fuhrt &hnlich

wie bei der postmenopausalen Frau zu einem Verlust des trabekularen Netzwerks der
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Spongiosa sowie der kortikalen Hulle (He et al. 2011). Durch eine Strontiumranelat-
Therapie konnte in der Vergangenheit bereits ein positiver Effekt auf die Mikroarchi-
tektur des Knochen gezeigt werden (Rizzoli et al. 2011).

Bekannt ist, dass das Strontiumranelat den kortikalen Knochenanteil positiv beein-
flusst. So konnte Boyd et al. nach 104-wochiger Therapie an Ratten zeigen, dass im
Vergleich zur Kontrollgruppe die kortikale Knochendichte um 28 % und die trabekulare
Knochendichte um 40 % zunehmen konnte (Boyd et al. 2011). In unserem Versuchs-
modell ergab die Messung der kortikalen Knochendichte in den mit Strontiumranelat
behandelten Gruppen (SR th, SR pr, SR pr+th) im Vergleich zu allen anderen Gruppen
(Kontrollgruppe und OVX) keine Unterschiede. Zu beachten ist jedoch, dass die Kno-
chendichte bei der von uns genutzten Mikroradiographie als Flachendichte errechnet
und nicht in Bezug zum Knochenvolumen gestellt wurde. Dies lasst teilweise die Un-
terschiede zu Boyd et al. erklaren. Zusatzlich kdnnte sich der Versuchszeitraum als zu
kurz erwiesen haben, um einen messbaren Effekt am kortikalen Knochen erzeugen zu
konnen (104 Wochen bei Boyd et al. vs. 13 Wochen in unserem Versuchsmodell).
Dass die Therapiedauer einen Effekt auf die unterschiedliche Zunahme der kortilaken
bzw. trabekularen Knochendichte hat, lie3 sich durch aktuelle Studien nachweisen.
Durch die Nutzung von Rontgendiffraktometrie XRD (engl. X-ray diffraction) in Verbin-
dung mit Rontgenfluoreszenzanalsysen XRF (engl. X-ray fluorescence spectroscopy)
konnen Effekte der Therapie raumlich in der Knochenmatrix zwischen alterem und neu
gebildetem Knochen unterschieden werden. In Studien von Li et al. zeigte sich an os-
teoporotischem Knochen postmenopausaler Frauen, die fur 36 Monate mit Strontium-
ranelat therapiert wurden, dass ein erhohter Strontium-Anteil vor allem in neu gebilde-
ten Osteonen festzustellen war. Der Strontium-Anteil war dort héher als in alteren Os-
teonen (Li et al. 2010).

Nach Ovariektomie kommt es durch Ostrogenmangel zu erhéhtem Knochenumbau
(Wronski et al. 1986). Die Rate des trabekularen Knochenumbaus ist deutlich hoher
als die Rate des kortikalen Knochenumbaus. Zur Therapie genutztes Strontiumranelat
kann daher gut in trabekularen Knochenanteilen eingelagert werden und dort eine bes-
sere osteoanabole Wirkung entfalten.

Es gibt Studien, bei denen sich erst ab einer Therapiedauer von zwei Jahren eine
dosisabhangige (0, 225, 450 und 900 mg/kg/d) Zunahme der kortikalen Knochen-
masse des Femur im Rattenmodell nachweisen lasst (Ammann et al. 2004).
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Typisch fur die Osteoporose lie® sich auch bei unseren ovariektomierten Ratten der
fehlende Ostrogen-Stimulus in der Knochenarchitektur nachweisen. Alle ovariekto-
mierten Gruppen wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe einen niedrigeren Anteil an
trabekularen Knochen auf. Die Werte fur Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen
am Femur waren bei den unbehandelten ovariektomierten Tieren (OVX) signifikant
niedriger als bei der Kontrollgruppe, was als Beweis dafur gilt, dass die Ovariektomie
erfolgreich verlief und allein der Ostrogenmangel eine Auswirkung auf den trabekul-
ren Knochen hatte. Diese Ergebnisse sind passend zu der allgemeinen Definition der
Osteoporose als Krankheit mit verminderter Knochenmasse und Einbuf3en in der
Mikroarchitektur des Knochens (NIH 2001).

In den mit Strontiumranelat Behandelten Gruppen liel3 sich der Verlust des spongiosen
Knochens jedoch verlangsamen. Es zeigte sich ein messbarer Unterschied der trabe-
kularen Knochendichte: Die Gruppe SR pr + th, welche Uber einen Zeitraum von 13
Wochen mit Strontiumranelat behandelt wurde, hatte durchschnittlich einen leicht ho-
heren Anteil an trabekularen Knochen im Vergleich zur nicht behandelten Gruppe
OVX. In Bezug zur gemessenen Dichte der Trabekelkreuzungen zeigte die Gruppe SR
pr + th signifikant hohere Werte als OVX (p < 0,05). Sowohl bei SR pr als auch SR th
lield sich im Vergleich zu OVX kein Effekt messen.

Strontiumranelat konnte auch in vorhergegangenen Studien den Trabekelverlust redu-
zieren und die Spongiosa im Sinne einer Osteoporoseprophylaxe damit vor weiterem
Abbau schitzen (Marie et al. 1993).

Fraglich scheint die optimale Applikationszeit und Dauer, um eine optimale Wirkung
am trabekularen Knochen zu erzielen. Sowohl in prophylaktischer (Gruppe SR pr; 8
Wochen) als auch in therapeutischer Anwendung (Gruppe SR th; 5 Wochen) konnten
nur leichte positive Effekte im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Ledig-
lich die Applikation Uber 13 Wochen schien effektiv.

Sheng et al. konnten an 21 Ratten bereits nach 9 Wochen eine signifikant hohere Kno-
chenmasse und Trabekeldicke von 17 % und 9 % im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachweisen (Sheng et al. 2012). Selbst am intakten Knochen der ovariektomierten
Ratte zeigte sich nach 52-wdchiger prophylaktischer Therapie eine Steigerung der Tra-
bekelanzahl und der Trabekeldicke als positiver Effekt auf die Mikroarchitektur des
Knochens (Bain et al. 2009).

Nach unseren Ergebnissen konnte eine Applikation von unter finf Wochen (SR th)
kaum einen Effekt auf den Knochen austben. Auch hier scheint die Applikationsdauer
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als eine der Hauptursachen festzustehen. Schliel3lich zeigt Strontiumranelat vor allem
in Abhangigkeit des Turnovers einen positiven Effekt und kann sich damit besonders
im trabekularen Knochen gut einlagern und seine Wirkung entfalten.

Interessant war daher auch, das Ergebnis der Gruppe SR pr zu sehen. Nach acht
Wochen Prophylaxe folgte eine Pause uber funf Wochen. Die besseren Ergebnisse
dieser Gruppe in Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen im Vergleich zur reinen
Behandlungsgruppe SR th kdnnen damit erklart werden, dass sich Strontium in den
Knochen eingelagert hat und auch nach Absetzen der Therapie weiter und damit eine
hier langere Wirkung im Knochen entfalten konnte. Nach Absetzen einer Therapie
bleibt der positive Effekt somit Uber mehrere Wochen bestehen. In einer Studie an 32
Patientinnen mit Osteoporose wurde nach einer SR-Therapie Uber drei bis acht Jahren
die BMD drei Monate und sechs Monate nach Absetzen gemessen. Zusatzlich wurde
der SR-Anteil bestimmt. Es zeigte sich, dass die BMD bereits drei Monate nach Ab-
setzen abfallt und der positive Effekt auf die Mikroarchitektur nur bedingt gehalten wer-
den kann (Barenholdt et al. 2009). Wie lange SR nach Therapieende im Knochen wirkt,
ist also noch ungeklart. Eine nachhaltende Wirkung ist jedoch unumstritten. Ein weite-
rer Grund fur die in der Prophylaxe-Gruppe (SR pr) besseren Werte konnte jedoch
auch der frihe resorptionshemmende Effekt des Strontiumranelats in der Hormon-
mangelsituation am Knochen sein. Eine Studie, in der Pravention und Behandlung von
trabekularer Knochenresorption an immobilisierten Ratten untersucht wurde, konnte
eine um 30 % ansteigende Knochenresorption bereits zehn Tage nach Immobilisation
feststellen. Eine Therapie mit Strontiumranelat konnte die erhdhte Knochenresorption
jedoch wieder auf Normalwerte senken und einen groReren Knochenverlust somit ver-
hindern. Dies lieR sich in Veraschung, Analyse der trabekularen Strukturen und der
Knochendichtemessung feststellen (Ma et al. 1995, Marie et al. 2001).

Bei der Analyse der zusatzlich mit Strontiumranelat behandelten Gruppen lasst sich
eine Korrelation zwischen Therapiedauer und Hohe der einzelnen Parameter vermu-
ten. Die Gruppe SR pr + th, welche Uber insgesamt 13 Wochen therapiert wurde, ist
mit allen Messgrof3en zur Kontrollgruppe annahernd auf einem Niveau. Es ist zu ver-
muten, dass der Effekt durch eine Therapie Uber acht Wochen (SR pr) oder funf Wo-

chen (SR tr) noch zu gering ist.
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4.5 Diskussion der Ergebnisse der Veraschungsanalyse

Bekannt ist, dass die Knochenstabilitat maf3geblich von der Knochenmineraldichte
(BMD) des Knochens abhangt, denn das Risiko einer osteoporotischen Fraktur steigt
mit niedrigeren BMD-Werten. Ein Rickgang der Knochenmineraldichte ist somit als
einer der Hauptfaktoren fur das Auftreten von osteoporotischen Frakturen anzusehen
(Kanis 2002). Die Knochenmineraldichte ergibt sich aus dem Anteil an Hydroxylapatit
im Knochen. Es macht den groten Anteil der anorganischen Knochenmasse aus. Zu-
dem kommt es bei Osteoporose durch den Abbau des trabekularen Knochens zu Fett-
einlagerungen. Somit verandert sich auch der Anteil des organischen Knochens
(Justesen et al. 2001, Verma et al. 2002, Schwartz 2015).

Um den Einfluss einer postmenopausalen Hormonmangelsituation auf die Knochen-
mineraldichte nachzuvollziehen, wurde eine genauere Analyse des Anteils von orga-
nischer und anorganischer Knochenmasse durchgefuhrt. Mittels einer Veraschung
konnte die Zusammensetzung des Knochens untersucht werden, zusatzlich wurden
die Massenanteile von Phosphat und Kalzium bestimmt. Auch Strontiumranelat als
Medikament, welches sich in den Knochen einlagert, wurde nachgewiesen. Anhand
der gewonnenen Daten konnte so ein moglicher medikamentoser Effekt auf die Kno-
chenstabilitat untersucht werden.

Hinsichtlich der organischen und anorganischen Knochenmasse lief3en sich keine Un-
terschiede in den Gruppen darstellen. Der jeweilige Anteil an Phosphat und Kalzium
variierte in den Versuchsgruppen nur marginal, wurde aber in der OVX-Gruppe am
niedrigsten nachgewiesen. Die Ergebnisse passen zu der bisherigen Annahme, dass
es am Knochen ovariektomierter Ratten zu einem Kalziumverlust kommt (Kalu 1991).
Ostrogene férdern die intestinale Kalziumaufnahme und steuern zuséatzlich die renale
Kalziumresorption, somit ist in der Hormonmangelsituation mit einem Kalziumverlust
zu rechnen (Heaney et al. 1978).

Weiterhin ist bekannt, dass Ostrogen einen groRen Einfluss auf den Knochenumbau
hat. Ostrogenmangel ist assoziiert mit dem Anstieg mehrerer Cytokine (Interleukin -1,-
6 und -11 sowie TNF). In Experimenten konnte gezeigt werden, dass hierdurch das
Protein RANKL als Hauptregulator der Osteoklastendifferenzierung aktiviert und so
der Prozess der Knochenresorption angetrieben wird (Jilka et al. 1992). Eine erhohte
Osteoklastenaktivitat erklart analog zu unseren Ergebnissen die Reduktion des Mine-
ralsalzgehaltes im Knochen, da der Knochen stickweise abgebaut wird und Kalzium

sowie Phosphat verloren gehen.



Diskussion 77

Strontiumranelat wird als Kation ahnlich wie Kalzium in die Hydroxylapatit-Kristallstruk-
tur eingebaut. Es kommt dabei zum Austausch einzelner Kalzium-Molekule gegen
Strontium, somit ersetzt Strontium einen kleinen Anteil des Kalziums aus dem Kno-
chen. Die Konzentration des Strontiums ist an dem neu gebildeten Knochen dabei
etwas hoher, bis zu 0,5 von 10 Kalzium Molekulen werden dort gegen Strontium aus-
getauscht (Li et al. 2010). Das Molverhaltnis von Kalzium zu Phosphat (Ca/PQO4) kann
indirekt Aufschluss Uber den Einbau von Strontium in die Knochenmatrix geben
(Querido et al. 2014). Je kleiner der Zahlenwert, desto niedriger wird der Kalzium-An-
teil im Knochen, ausgehend von annahernd gleichbleibenden Phosphat-Konzentratio-
nen. Indirekt kann so Uberpruft werden, ob und wie stark Strontiumranelat Kalzium aus
dem Knochen verdrangt.

Das Ca/PO4 Molverhaltnis war in den Gruppen SR pr und SR pr + th signifikant nied-
riger als in den unbehandelten Gruppen (Kontrollgruppe und OVX). Der grof3te Unter-
schied war mit dem Verhaltnis von 1,36 (SR pr + th) zu 1,42 (OVX) festzustellen. Be-
zogen auf den Kalziumanteil von therapierten und nicht therapierten Knochen ergeben
sich also nur marginale Unterschiede. Bezogen auf fiktive 30 mg Phosphat pro Femur
ergaben sich in der Gruppe SR pr+th 40,8- und in der Gruppe OVX 42,6 mg Kalzium
im Knochengerust.

Einen direkten Nachweis Uber die Einlagerung von Strontium erbrachte das Molver-
haltnis von Kalzium zu Strontium (Ca/Sr), bei dem alle mit Strontiumranelat therapier-
ten Gruppen ein signifikant niedrigeres Verhaltnis aufwiesen als die Kontrollgruppen
und die Gruppe OVX. Somit ist Strontium als knochenaffines Element zum Teil fur
Kalzium in den Knochen eingebaut worden.

Bei der direkten Messung des prozentualen Anteils an Strontium im Knochen zeigen
die behandelten Gruppen signifikant hohere Werte abhangig vom Therapiezeitraum,
in dem die Gruppen den Zusatzstoff erhalten haben: SR th (1,81 %), SR pr (4,27 %),
SR pr + th (5,79 %). Strontium wird fast ausschlieRlich in neugebildeten Knochen ein-
gelagert (Li et al. 2010). Bei einem langeren Behandlungszeitraum kommt es durch
die normalen Knochenumbauvorgange somit zu hoherer Strontium-Einlagerung im
Knochengerust.

Die Datenlage zum Verbleib des Strontiumranelats im Knochen nach Beendigung ei-
ner Therapie ist niedrig. Die direkte Messung kann im Rahmen einer Veraschung nur
einmalig erfolgen, sodass es hierzu keine weiteren Studien gibt. Zum Vergleich inte-
ressant sind jedoch Studien, in denen nach Therapie Uber einen langeren Zeitraum
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der Strontiumranelat-Anteil im Knochen indirekt mittels Rontgenspektroskopie gemes-
sen wurde. In der Studie von Farlay et al. wurden Affen mit Strontiumranelat behandelt
und im Verlauf die Knochendichte sowie der Strontiumranelat-Anteil festgestellt. Es
wurden drei Gruppen miteinander verglichen: unbehandelte Tiere, Tiere mit SR-The-
rapie uber 52 Wochen und Tiere zehn Wochen nach einer 52-wochigen Therapie in
gleicher Dosierung. Die Ergebnisse zeigten einen Abfall des SR-Anteils zehn Wochen
nach Therapieende von 40-50 % im Knochengerust. Dies war grofdtenteils auf Verluste
in neu gebildetem Knochen zuruckzufuhren, altere Knochen zeigten kaum Unter-
schiede (Farlay et al. 2005). Die Wirkdauer im Knochen ist weiterhin ungeklart.

Die ovariektomierten Tiere (Gruppe OVX) zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe in
den Veraschungsversuchen keinen signifikanten Abfall des Mineralsalzgehaltes. Den-
noch wurde in den Ergebnissen der Kompressionstestung gezeigt, dass die Femora
dieser Gruppe eine schlechte biomechanische Festigkeit aufweisen. Ursachlich hierfur
scheint, dass der Abbau des Knochens in der Hormonmangelsituation vornehmlich am
trabekularen Knochenteil beginnt, an dem ein erhohter Turnover vorherrscht (Kalu
1991).

Studien von Boivin et al. konnten darstellen, dass der Grad der Knochenmineralisation
in Abhangigkeit zum Knochenalter steht: Die im trabekularen Knochen oberflachlich
gebildeten jungen Knochenanteile zeigen einen Mineralisationsgrad von 1.00 g/cm?,
wohingegen alterer Knochen, wie er vor allem im kortikalen Bereich vorkommt, einen
Mineralisationsgehalt von 1.40 g/cm? aufweist (Boivin et al. 2009). In dem bei uns kur-
zen Versuchszeitraum von 13 Wochen war daher im Vergleich der Gruppen eine nur
leichte Abnahme des Mineralsalzgehaltes zu erwarten. Die betroffenen trabekularen
Strukturen verursachen jedoch durch Verluste in Anzahl und Dichte der Trabekelkreu-
zungen in unseren Untersuchungen eine verminderte biomechanische Festigkeit.

Da die biomechanische Festigkeit u. a. von der Qualitat und Mikroarchitektur des tra-
bekularen Knochenanteils abhangig ist, zeigte die Ovariektomie einen messbaren ne-
gativen Einfluss auf die Stabilitat.

4.6 Schlussfolgerung

Die auf Strontium basierende Osteoporosetherapie gibt Hinweise auf eine positive Be-
einflussung der Mikroarchitektur des Knochens. In unserer Studie konnte eine Thera-
pie uber 13 Wochen die trabekulare Knochendichte vor dem osteoporotischen Zerfall

teilweise schutzen. Die Qualitat des Trabekelnetzes konnte durch Strontium
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annahernd auf dem Niveau gesunder Tiere gehalten werden. Strontium lief3 sich im
Austausch mit Kalzium in den Knochen einlagern, unterschiedliche Anteile von orga-
nischen und anorganischen Knochen wurden nicht festgestellt. Die Therapie erbrachte
keinen biomechanischen Vorteil.

Die rein prophylaktische Therapie Uber acht Wochen konnte einen positiven Effekt auf
das Trabekelnetzwerk erzielen. Zu vermuten ist, dass Strontiumranelat auch noch
nach Therapieende eine positive Wirkung auf den Knochen entfalten konnte. Wahr-
scheinlich ist der positive Effekt auch durch die gewisse resorptionshemmende Wir-
kung in den ersten Therapiewochen zustande gekommen. Strontiumranelat konnte
bereits initial einen Knochenverlust verhindern, die Dauer der Nachwirkung sollte wei-
tergehend untersucht werden. Sofern es durch das Nebenwirkungsprofil einer Stronti-
umranelat-Therapie erforderlich sein sollte, das Praparat abzusetzen, kann so eine
Aussage uber den Langzeiteffekt der bisherigen Therapie getroffen werden. Bei Ab-
setzen einer bestehenden Therapie scheint Strontiumranelat auch wenige Wochen
danach noch eine positive Wirkung im Knochen zu besitzen. Die niedrigste Wirkung
zeigte die Strontiumranelat-Therapie in rein therapeutischer Form Uber einen Zeitraum
von funf Wochen. Sollte es bereits zu einer osteoporotischen Fraktur gekommen sein,
scheint Strontiumranelat zur Therapie genutzt werden zu kdnnen, denn auch die Frak-
turheilung wird vermutlich durch Strontiumranelat positiv beeinflusst, wie sich an Daten
aus unserer Arbeitsgruppe erkennen liel3 (Weidemann 2014). Bei allen Applikations-
varianten ist das Nebenwirkungsprofil zu beachten und in Frage zu stellen. Seit 2014
ist die Therapieempfehlung von Strontiumranelat aufgrund zahlreicher kardiovaskula-
rer und thrombembolischer Nebenwirkungen eingeschrankt (EMA 2014).

Um einen genaueren Vergleich auch in Bezug zur BMD ermdglichen zu konnen, soll-
ten die Untersuchungen noch durch weitere Analysen, wie z. B. mikro-CT, erganzt

werden.
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5 Zusammenfassung

Osteoporose ist seit langem Gegenstand der Forschung, mittlerweile liegt eine breite
Datenbasis vor, die zu einer klaren Definition der Erkrankung beitragt. In mehreren
Studien wurden die steigenden Patientenzahlen und hohen Kosten fur das Gesund-
heitssystem aufgezeigt (Haussler et al. 2006). Zur Therapie sind aktuell mehrere Me-
dikamente zugelassen. Strontiumranelat bezieht dabei eine Sonderstellung, da es
nicht nur die Knochenbildung stimuliert sondern auch den Knochenabbau hemmt
(Canalis et al. 2007).

Das Hauptziel dieser Studie war es, die Auswirkung einer Strontiumranelat-Therapie
an ovariektomierten Ratten auf die Ausbildung einer Osteoporose am proximalen
Femur zu analysieren. Mehrere Studien konnten zeigen, dass schon wenige Wochen
nach Ovariektomie der Ratte mit einem osteoporotischen Knochengerist zu rechnen
ist. Unsere Fragestellung war, ob und wenn ja, ab wann eine Strontiumranelat-Prophy-
laxe eine hemmende Wirkung auf die Ausbildung einer Osteoporose am proximalen
Femur der Ratte hat. Zusatzlich sollte geklart werden, ob bei bestehender Osteopo-
rose eine mogliche Therapie mit Strontiumranelat in Erwagung zu ziehen ist, um einen
Knochenabbau zu mindern.

Fir den Versuch wurden drei Monate alte Sprague-Dawley-Ratten in zwei Gruppen
aufgeteilt: 48 Tiere wurden ovariektomiert, zwolf Tiere blieben unbehandelt. Daraufhin
entwickelten die ovariektomierten Tiere erwartungsgemal} eine Osteoporose, nach
acht Wochen erhielten die zuvor operierten Tiere eine bilaterale transversale Osteoto-
mie der Tibiametaphyse, welche danach osteosynthetisch versorgt wurde. Nach wei-
teren funf Wochen wurde der Versuch durch Obduktion der Tiere beendet. Bereits
zuvor wurden alle Tiere unterteilt (n= 12 pro Gruppe): 1) Kontrollgruppe, 2) OVX, 3)
SR th (SR als Osteoporosetherapie), 4) SR pr (SR als Osteoporose Prophylaxe), 5)
SR pr + th (SR als Prophylaxe und Therapie). Die Gruppen, bei denen eine Strontium-
ranelat-Therapie vorgesehen war, erhielten im entsprechenden Zeitraum Strontiumra-
nelat als Futterzusatz in einer Dosierung von durchschnittlich 654 mg/kg/Tag. Nach
Versuchsende wurden die Femora der Ratten freiprapariert und durch biomechani-
schen Kompressionstest, Mikroradiographie und Veraschung genauer analysiert. Die
statistische Auswertung erfolgte anhand einer Kombination aus einer one-way ANOVA
und dem Tukey-Kramer-post-hoc-Test (p < 0,05).

Die Auswertung konnte keinen Effekt von Strontiumranelat auf die biomechanischen

Parameter der osteoporotischen Femora nachweisen. Bei der Mikroradiographie fiel



Zusammenfassung 81

in Bezug auf die Mikroarchitektur des trabekularen Knochens ein positiver Effekt von
Strontiumranelat auf den Knochen auf. Eine langanhaltende prophylaktische Behand-
lung (SR pr+th) Uber 13 Wochen konnte mehr trabekularen Knochen, einen hoheren
Wert fur die Trabekelkreuzungen und die Trabekeldichte im Vergleich zur Gruppe OVX
bewirken und dabei annahernd so gute Werte wie bei den Tieren der Kontrollgruppe
erzielen. Eine prophylaktische Therapie Uber acht Wochen (SR pr) konnte die Kno-
chenresorption ab Beginn der Hormonmangelsituation senken. Fraglich ist, wie lang-
anhaltend der osteoanabole Effekt im Knochen nach Therapieende anhalt. Auch die
kurzfristige Therapie Uber funf Wochen (SR th) ergab eine leichte Verbesserung der
Mikroarchitektur der trabekularen Strukturen, ein klarer Effekt ist in dieser Dosierung
und Therapiedauer jedoch nicht eindeutig bewiesen. Strontiumranelat lie sich sowohl
direkt als auch indirekt in allen Behandlungsgruppen im Knochen nachweisen. Der
Anteil zeigte sich ansteigend in Abhangigkeit von der Applikationsdauer. Es liel3 sich
indirekt nachweisen, dass Strontium fur Kalzium in den Knochen eingelagert wird, da-
bei kommt es aber zu keinem wesentlichen Kalziumverlust im Knochengewebe.

Die Kalzium- und Phosphat-Bestimmung im Knochen zeigte in der Gruppe OVX einen
tendenziellen Verlust des Mineralsalzgehaltes im Sinne der entstandenen Osteopo-
rose. Die Behandlungsgruppen zeigten diesbezuglich jedoch keine wesentlichen Ver-

anderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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