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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Bone is everybody’s business’ (Bartl 2010 S. IX). Das belegen epidemiologische Zahlen tiber die
systemische Skeletterkrankung Osteoporose sowohl in Deutschland als auch in Europa.
Alarmierend ist die prognostizierte steigende Tendenz der Fallzahlen und der damit
verbundenen Kosten (Hadji et al. 2013; Hernlund et al. 2013).

In der 2013 veroffentlichten Bowe Evaluation Study, basierend auf der Auswertung von
vorliegenden Krankenkassen-Routinedaten, wurde die Privalenz der Osteoporose bei
Frauen und Minnern tber 50 Jahre in Deutschland mit 14% angegeben. Besonders Frauen
tber 50 Jahre waren von Osteoporose betroffen (Privalenz 24%). Bei hochgerechnet 5,2
Millionen betroffenen Frauen wurde konstatiert, dass jede vierte Frau iber 50 Jahre in
Deutschland an Osteoporose erkrankt war (Hadji et al. 2013). In der EU wird die Privalenz
der Osteoporose bei Frauen tber 50 Jahre mit 22,1% angegeben, was einer geschitzten
Anzahl von 22 Millionen Frauen entspricht (Hernlund et al. 2013).

Weltweit werden etwa 8,9 Millionen Frakturen durch eine Osteoporose verursacht, was ca.
1000 osteoporosebedingten Frakturen pro Stunde entspricht (Johnell und Kanis 20006).
Dabher wird die sozio6konomische Bedeutung der Osteoporose in Zukunft bei einer immer
ilter werdenden Gesellschaft stetig zunehmen. So schatzte in 2005 die Infernational Osteoporosis
Foundation 1OF) die direkten Kosten durch osteoporosebedingte Frakturen auf 32 Milliarden
Euro pro Jahr (Kanis und Johnell 2005); Kosten, die voraussichtlich bis 2025 auf 38,5
Milliarden Euro ansteigen werden (Strom et al. 2011).

Aufgrund der Verschiebung der Alterspyramide mit immer mehr alteren Menschen und
damit zunehmender Privalenz der Osteoporose suchen viele Forschergruppen nach einer

verbesserten Therapie dieser ,,Volkserkrankung®.

Bisher verfolgt die pharmakologische Therapie der Osteoporose zwei Ansitze: zum einen
die Reduktion der Knochenresorption, zum anderen die Stimulation der Knochenformation.
Alle bisher verfiigbaren Medikamente zur Therapie der postmenopausalen Osteoporose sind
— mit Ausnahme von Parathormon (PTH) und dessen Analogon Teriparatide — anti-
resorptive Medikamente (Silva und Bilezikian 2011). Die osteoanabolen Parathormone sind
jedoch nur subkutan applizierbar, in ihrer Therapiedauer beschrinkt und mit
Bisphosphonaten — dem aktuellen Goldstandard der Osteoporose-Therapie — nicht
erfolgreich kombinierbar (Vajda et al. 2009a). Hier liegt der Ansatz der vorliegenden
Dissertation. Oral verfiighare, osteoanabole selektive Androgenrezeptor-Modulatoren (kurz
SARMs) konnten diese Liicke schlieBen.

Die Therapie mit Androgenen bei Frauen zeigte bei vielen Krankheitsbildern bereits
vielversprechende Ergebnisse. So konnte belegt werden, dass Androgene als Monotherapie
oder in Kombination mit Ostrogenen positiv auf die Flush-Symptomatik nach chirurgischer

Ovariektomie sowie auf die Libido und Osteoporose bei postmenopausalen Frauen wirken
(Henneman und Wallach 1957; Sherwin und Gelfand 1984; Bolour und Braunstein 2005).



1 Einleitung 2

Bei postmenopausalen Frauen mit metastasiertem Mammakarzinom konnte durch die
adjuvante Gabe eines Androgens das Ansprechen einer antiostrogenen Hormontherapie
verbessert und der Progress der Erkrankung verzogert werden (Ingle et al. 1991). Des
Weiteren zeigten Androgene bei Frauen positive Auswirkungen im Fall von Muskelverlust,
der durch chronische Erkrankungen wie HIV, COPD und terminales Nierenversagen
bedingt wurde. Dem enormen therapeutischen Potenzial der Androgentherapie bei Frauen
steht jedoch eine Reihe von Nebenwirkungen und ein Mangel an Studienergebnissen
gegeniiber, die den Einsatz von Androgenen bei Frauen weitestgehend verhindern (Negro-
Vilar 1999; Jordan 2013).

Androgene haben wichtige Auswirkungen auf den Knochen sowohl bei Minnern als auch
bei Frauen (Abu et al. 1997). So konnte beispielsweise das anabole Steroid Nandrolone zu
einem signifikanten Stopp von Knochenverlust und einem Anstieg der Knochendichte bei
postmenopausalen Frauen mit Fraktur fihren. Limitierend war auch hier ein erhéhtes
Nebenwirkungsprofil mit Anstieg des kardiovaskuldren Risikos, der Adipositas, Virilisierung
und Lebertoxizitit (Di Renzo et al. 1994; Johnston und Ward 2015). Ferner weisen Frauen
mit Hirsutismus und folglich gesteigertem Androgenspiegel (z. B. beim polyzystischen Ovar-
Syndrom) eine erhéhte Knochendichte auf (Dagogo-Jack et al. 1997). Ob diese Effekte auf
den Knochen direkt durch die Aktivierung des Androgenrezeptors ausgelost werden oder

durch Aromatisierung zu Ostrogenen bleibt unklar (Vanderschueren et al. 2004).

Jedoch gibt es Studien, die bei Frauen eine direkte Androgenwirkung auf den Knochen
postulieren, da Androgenrezeptoren in osteoblastischen Zellen des weiblichen Knochens
nachgewiesen werden konnten (Colvard et al. 1989; Abu et al. 1997). Auch in der
Tibiametaphyse weiblicher Ratten, welche in dieser Arbeit untersucht wurde, konnte die
Existenz des Androgenrezeptors bewiesen werden (van der Eerden et al. 2002). Nach dem
Erfolg der selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs), stellt die selektive
Stimulation des Androgenrezeptors im weiblichen Knochen einen weiteren interessanten

Therapieansatz der Osteoporose dar.

Die Entdeckung der SARMs er6ffnet nun die Moglichkeit eines anabolen Effekts auf Muskel
und Knochen ohne androgene Nebenwirkungen (Virilisierung, Hepatotoxizitit,
Fettstoffwechselstorungen, uterine Hyperproliferationen) bei gleichzeitig einfacher oraler
Applikation (Bhasin und Jasuja 2009; Narayanan et al. 2018). Die kombinierte osteo- und
myoanabole Wirkung der SARMs machen diese Gruppe von Wirkstoffen zu einem
vielversprechenden Kandidaten fiir die Therapie der postmenopausalen Osteoporose, da sie
nicht nur die Knochenintegritit wiederherstellen, sondern auch die korperliche Konstitution
des Patienten verbessern sollen (Bhasin und Jasuja 2009). Die zusitzlich myoanabole
Wirkkomponente der SARMs ist bisher einzigartig in der Therapie der postmenopausalen
Osteoporose und besonders vorteilhaft, da eine verbesserte kérperliche Konstitution die
Zahl der Frakturen mindern koénnte, die bei osteoporotischen Patienten nach Stirzen
auftreten (Gao und Dalton 2007; Jordan 2013).
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Als Grundlage fiir die Untersuchung der Ligandrolwirkung in diesem Versuch diente das
osteoporotische Rattenmodell. Die chirurgische Kastration weiblicher Ratten eignet sich zur
Evaluation der Wirkung von Sexualhormonen bzw. Medikamenten auf den
osteoporotischen Knochen, da die dadurch induzierten Knochenverinderungen — besonders
am trabekuliren Knochen — den Verinderungen des postmenopausalen, osteoporotischen
Knochens dhneln (Kharode et al. 2008).

Somit ist das ovariektomierte Rattenmodell exzellent darin die wichtigen Merkmale des
Ostrogenmangels auf den Knochen sowie die Wirkung von Medikamenten auf Letzteren
nachzuahmen (Jee und Yao 2001). Dies begriindet die Akzeptanz der ovariektomierten
Ratten als Tiermodell in der Osteoporoseforschung (Kalu 1991). Dartiber hinaus hilt die
Richtlinie der Food and Drug Administration (FDA) das osteoporotische Tiermodell fur
grundlegend, um neue Wirkstoffe fir die Therapie und Privention der Osteoporose in

priklinischen Studien zu untersuchen (Thompson et al. 1995).

Die in dieser Arbeit untersuchte proximale Tibiametaphyse zeichnet sich nach Ostrogen-
depletion durch einen besonders schnellen Verlust von Trabekelknochen aus und ist damit
pradestiniert fiir die Erforschung einer moglichen osteoanabolen Wirkung von SARMs auf

den osteoporotischen Knochen (Jee und Yao 2001).

Erste praklinische Studien konnten die osteoanabole Wirkung verschiedener SARMs am
osteoporotischen Knochen weiblicher Ratten bereits belegen (Hanada et al. 2003; Kearbey
et al. 2007; Vajda et al. 2009; Furuya et al. 2012; Hoffmann et al. 2018). Das in dieser Arbeit
untersuchte SAMR Ligandrol (LGD-4033) wurde bereit in einer Phase-II-Studie an
gesunden Minnern getestet. Ziel dieser Studie war neben der Bewertung der Vertriglichkeit
und Pharmakodynamik, die Wirkung von LGD-4033 auf die fettfreie Koérpermasse (lean body
mass) zu untersuchen (Basaria et al. 2013). Wissenschaftlich publizierte Ergebnisse zur
Wirkung von LGD-4033 auf den Knochenstoffwechsel bei ovariektomierten Ratten sind

bisher nicht bekannt.

Ziel der Disserationsarbeit war die Beantwortung der Frage, ob LGD-4033 osteoanabol auf
die osteoporotische Tibiametaphyse weiblicher Ratten wirkt und ob eine Dosisabhingigkeit
in der Wirkung von Ligandrol nachzuweisen ist. Durch detaillierte Knochenanalysen galt es

diese Fragestellungen zu beantworten.
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11 Knochen

Der Knochen ist ein meisterliches Bauwerk. Durch funktionsangepasste Knochengeometrie,
belastungsabhingige Mischung aus kompaktem und spongiésem Knochen sowie lamellirer
Strukturierung des Knochengewebes kann ein hohes Mal} an Belastbarkeit bei moglichst
niedrigem Gesamtgewicht erreicht werden. Das knécherne Skelett besteht aus 210 Knochen
und macht mit 10 kg etwa 15% des Koérpergewichts aus. Zusammen mit dem Knorpel-
gewebe bildet der Knochen das Stiitzgewebe des Korpers und bietet fir einen Teil der
Organe Schutz vor dulleren Einflissen. Des Weiteren bildet der Knochen zusammen mit
Bindern und Gelenken den passiven Bewegungsapparat. Der Knochen bietet nicht nur die
Hillstruktur fir das blutbildende Knochenmark, sondern steht durch zellulidre Interaktion
in enger Verbindung mit der Himatopoese. In weiterer Funktion dient der Knochen als
Mineraldepot zur Regulation der Kalziumhomd&ostase. Neueste Erkenntnisse verweisen
zusitzlich auf eine endokrine Funktion des Knochengewebes durch das von Osteoblasten
produzierte Osteocalzin. Somit ist der Knochen ein gut durchblutetes und stoffwechsel-
aktives Organ, das permanenten Umbauvorgingen (remodelling) unterworfen ist. Hierftr
notwendig ist eine enge Kommunikation zwischen den Knochenzellen unter Kontrolle von
lokalen und systemischen Faktoren (Bartl 2010; Drenckhahn 2008; Fukumoto und Martin
2009)

1.1.1 Aufbau des Knochens

Makroskopisch  werden die langen, rohrenférmigen Knochen der Extremititen
(Réhrenknochen, Ossa Jonga) in Diaphyse, Epiphyse und Metaphyse gegliedert. Zwischen der
mit hyalinem Gelenkknorpel tiberzogenen Epiphyse und dem Knochenschaft (Diaphyse)
liegt die trichterférmige Metaphyse. Im wachsenden Knochen befindet sich zwischen
Epiphyse und Metaphyse die knorpelige Epiphysenfuge, Ort des Lingenwachstums.
Aullerdem unterscheidet man Spongiosa und Kompakta. Epiphyse und Metaphyse bestehen
hauptsichlich aus spongiésem Knochen, einem Gitternetzwerk aus Knochenbilkchen
(Trabekeln), die sich je nach Druck- oder Zugbelastung organisieren (trajektorielle
Ausrichtung). Die trabekuliren Zwischenrdume sind mit blutbildendem Knochenmark
(rotes Knochenmark) oder Fettgewebe (gelbes Knochenmark) gefiillt. Die duere Wand des
Knochens wird durch eine homogene Rindenschicht (Kortikalis) gebildet (Drenckhahn
2008).

Die extrazellulire Matrix des Knochengewebes besteht aus einer organischen und
anorganischen Komponente. Der organische Bestandteil besteht zu 90% aus Kollagen Typ
1. Nicht-kollagene Proteine der organischen Knochenmatrix (10%) sind Osteocalzin,
Osteonectin, Osteopontin, Fibronectin, Bone Sialoprotein, Thrombospondin sowie
verschiedene Proteoglykane. Die anorganische Mineralsubstanz besteht hauptsichlich aus

Hydroxyapatit-Kristallen (Caio(PO4)sOH). In geringen Mengen befinden sich Kalzium-



1 Einleitung 5

carbonat (CaCO;) und Kalziumhydrogenphosphat (CaHPOy) sowie Anionen (u. a. Fluorid,
Zitrat) und Kationen (u.a. Magnesium, Eisen, Zink, Kupfer, Strontium, Blei) in der
mineralisierten Knochenmatrix (Drenckhahn 2008; Florencio-Silva et al. 2015). Die
Kollagenfibrillen bilden zusammen mit den organischen Matrixproteinen ein Gertst, in das
sich die anorganischen Kiristalle aufgrund ihrer hohen Affinitit zu Kollagenmolekiilen
einlagern koénnen (Florencio-Silva et al. 2015). Die Verbundstruktur aus anorganischen
Mineralkristallen und organischen Kollagenfibrillen wird oft mit der Zwei-Phasen-
Komponente des Stahlbetons verglichen. Die Kombination aus druckfesten Mineral-
kristallen und zugelastischem Kollagen machen den Knochen biegefest (Bartl 2019;
Lullmann-Rauch und Asan 2015).

Nach der Anordnung der extrazelluliren Matrix werden Geflecht- und Lamellenknochen
unterschieden. Geflechtknochen bildet sich wihrend der Knochenentwicklung sowie der
Frakturheilung und ist charakterisiert durch die fehlende Organisation der Kollagenfasern.
Durch konzentrische Anordnung der Kollagenfasern zu Knochenlamellen entsteht
biomechanisch hochwertiger Lamellenknochen. Lediglich in der Anordnung der
Knochenlamellen unterscheiden sich Kortikalis und Spongiosa. Die Knochenlamellen der
Spongiosa sind flichig angeordnet und die Osteozyten werden durch Gefille des
Knochenmarks mittels Diffusion versorgt. Die Kompakta hingegen ist in kreisférmigen oder
ovalen Osteonen (Havers-Systeme) organisiert. Osteone setzen sich aus konzentrisch
angeordneten Lamellen zusammen, die sich wie ein Schraubengewinde um einen zentralen
Kanal (Havers-Kanal) anordnen. In diesen Kanilen befinden sich Havers-Gefil3e, die von
Gefillasten der VVasa nutricia gespeist werden. Querverbindungen zwischen den longitudinal
verlaufenden Havers-Kanilen werden als Volkmann-Kanile bezeichnet. Die Nerven folgen
den Blutgefillen in die Havers- und Volkmann-Kanile. Zwischen den Osteonen befinden
sich Schaltlamellen. An der Grenze zu Endost und Periost umfassen parallel angeordnete
Lamellen (innere und duBlere Generallamelle) die gesamte Zirkumferenz des Knochens
(Drenckhahn 2008; Lillmann-Rauch und Asan 2015).

Innere Knochenoberflichen sowie der Havers-Kanal werden durch Endost ausgekleidet.
Dieses besteht hauptsichlich aus Deckzellen (bone-lining cells) und einer dinnen Schicht aus
nicht-mineralisierten ~ Kollagenfibrillen. AuBere Knochenoberflichen werden von
vaskularisiertem und innerviertem Petiost bedeckt, welches sich aus einem inneren Stratum
osteogenicure und einem dulleren Stratum fibrosum zusammensetzt. Das Stratum  osteogenicum
enthidlt chondrogene und osteogene Vorlduferzellen, die Umbau-, Reparaturmal3nahmen
(Kallusbildung) sowie Dickenwachstum ermoglichen. Vom bindegewebigen Stratum fibrosum
strahlen Kollagenfibrillen (Fibrae perforantes, Sharpey-Fasern) in die Kortikalis ein, welche die
Knochenhaut fest mit der Kortikalis verbinden (Drenckhahn 2008; Lillmann-Rauch und
Asan 2015).
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1.1.2 Die Zellen des Knochens

Zu den Zellen des Knochens gehéren Osteoblasten, Osteozyten und endostale Saumzellen,
die sich von mesenchymalen Stammzellen ableiten sowie Osteoklasten, die zum
mononukleiren Phagozytensystem (MPS) gehéren und dementsprechend —aus
himatopoetischen Stammzellen hervorgehen. Die Integritit des menschlichen Skeletts sowie
die damit verbundene Knochenmasse ist abhingig von einem empfindlichen Gleichgewicht
zwischen Knochenformation durch die Zellen der osteoblastiren Zelllinie und der
Knochenresorption durch Osteoklasten. Dieses Gleichgewicht sieht sich im Laufe des
Lebens mechanischen, hormonellen und genetischen Verinderungen ausgesetzt. Um die
Balance zwischen Auf- und Abbau gewihrleisten zu konnen, ist eine Kommunikation der
Zellen untereinander auf autokrinen und parakrinen Wegen sowie die Reaktionsfahigkeit auf
systemische Hormone unertldsslich. Eine Disbalance zwischen osteoblastirer
Knochenformation und Resorption durch Osteoklasten resultiert in skelettalen Anomalien,
die durch zu geringe Knochenmasse (Osteoporose) oder durch gesteigerte Knochenmasse
(Osteopetrosis) gekennzeichnet sind (Manolagas 2000; Drenckhahn 2008; Walsh 2015).

1.1.2.1 Osteoblastogenese und Osteoklastogenese

Genau wie die anderen Zellen des Bindegewebes (Chondrozyten, Adipozyten, Myo- und
Fibroblasten) entstehen Osteoblasten aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen
(MSC), die auf die Expression spezifischer Gene und Signalkaskaden angewiesen sind, um
zu reifen Osteoblasten zu differenzieren. Besonders wichtig in den ersten Schritten der
Osteoblastogenese sind die BMPs (bone morphogenetic proteins) und der Wnt-Signalweg, die die
Entwicklung von MSCs zu Osteoprogenitorzellen vorantreiben. Die BMPs stimulieren die
Expression eines Osteoblasten-spezifischen Transkriptionsfaktors (Runx2 alias Osf2 oder
Cbfal), der die Osteoprogenitorzellen zu Priosteoblasten tiberfithrt und wiederum deren
Entwicklung zu  aktiven  Ostoblasten  positiv  beeinflusst, indem  weitere
Transkriptionsfaktoren (z. B. CollA1, Alp, BSP) hochreguliert werden und die Expression
von Genen aktiviert wird, die Kollagen Typ I, Osteopontin, Bone Sialopreotein und
Osteocalzin exprimieren. (Manolagas 2000; Capulli et al. 2014). Die Bedeutung von Runx?2
zeigen Versuche mit Runx-0-Miusen, die eine fehlende Entwicklung von Osteoblasten
aufweisen (Komori et al. 1997). Priosteoblasten und reife Osteoblasten sind charakterisiert
durch eine hohe Aktivitit der alkalischen Phosphatase (AP) und einer aktiven Sekretion von

Matrixproteinen (Lillmann-Rauch und Asan 2015).

Osteoklasten leiten sich von pluripotenten himatopoetischen Stammzellen (HSCs) ab und
folgen dabei einer ganzen Reihe von Differenzierungsschritten bis der reife, mehrkernige
Osteoklast entsteht. Die HSC entwickelt sich zu einer gemeinsamen myeloischen
Vortlduferzelle, aus der entweder Vorlduferzellen fir Erythrozyten bzw. Megakaryozyten

oder Vorlduferzellen fir Granulozyten bzw. Makrophagen entstehen. Aus Letzterer
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entwickeln sich die Osteoklasten. Diese Vorlauferzellen werden als granulocyte-macrophage colony

Sforming unit bezeichnet (CFU-GM). Zu diesem frithen Differenzierungsschritt tragen
Transkriptionsfaktoren (u. a. PU.1, MITF, ¢-FOS) und Zytokine (z. B. M-CSF) bei, die die
Proliferation der Vorliuferzellen stimulieren und deren Apoptose verhindern. PU.1 reguliert
die Transkription des RANK-Gens in den Vorlduferzellen und schafft dadurch die
Voraussetzung fir die spitere Interaktion mit dem RANK-Liganden, einem essentiellen
Schritt der Osteoklastendifferenzierung. Das Zytokin M-CSF, was u. a von Osteoblasten und
Zellen des Knochenmarkstromas produziert wird, stimuliert die Proliferation und das
Uberleben der Vorliuferzellen durch die Bindung und Aktivierung des c-FMS-Rezeptors.
Ein weiterer Differenzierungsschritt wird durch die RANKL/RANK-Interaktion eingeleitet.
Durch die Bindung des RANK-Liganden an den RANK-Rezeptor der Vorlauferzellen
werden Adaptermolekiile wie TRAF-6 aktiviert, die wiederum in der Lage sind MAPK-
Signalwege zu aktivieren. Diese MAPK-Signalwege fihren alle zur Translokation von
differenzierungsférdernden Transkriptionsfaktoren (u. a. cfos, c-Jun, und NFATc) in den
Zellkern. Des Weiteren wird durch die RANKL-Bindung die Apoptose der Zellen verhindert
(Soysa et al. 2012). Die so entstandenen mononukleiren Zellen exprimieren schon fiir
Osteoklasten typische Molekile wie den Vitronectintezeptor (owfs), TRAP, den
Kalzitoninrezeptor und Metalloproteinasen und zeigen knochenresorbierende Aktivitdt
(Miyamoto und Suda 2003).

Die Fusion mehrerer Osteoklasten zu vielkernigen Zellen ist ein weiterer essentieller Schritt
zur Formation von effizient tesorbierenden Osteoklasten. Auch hier initiiert die
Rezeptorbindung von RANKL die Genexpression von Chemokinen (z. B. MCP-1,
RANTES), deren chemotaktische Signale die Fusion von Osteoklasten bedingen. Des
Weiteren induziert RANKL via NFATc1 die Expression von fusionsférdernden Molekilen
wie Atp6v02 und DC-STAMP. Der letzte Schritt im Differenzierungsprozess der
Osteoklasten beinhaltet die Aktivierung der nun mehrkernigen Zelle durch Polarisierung der
Zellmembran. Es entsteht eine Faltensaummembran (ruffled border), die der Matrix zugewandt
ist und eine ringférmige Haftzone enthalt, die die Erosionslakune von dem

Extrazellularraum trennt (Yavropoulou und Yovos 2008).

1.1.2.2 Funktionen der Zellen

Eine wichtige Funktion der Osteoblasten ist die Synthese und das Sezernieren der
organischen Bestandteile der Knochenmatrix sowie deren Mineralisierung. Sie dienen damit
der Knochenneubildung. Die organischen Bestandteile bestehen aus kollagenen Proteinen
(hauptsichlich Kollagen Typ 1), nicht-kollagenen Proteinen wie Osteocalzin, Osteonectin,
Osteopontin  und Proteoglykanen wie Decorin und Biglycan. Die in den
Knochenneubildungszonen gebildete unverkalkte Matrix wird als Osteoid bezeichnet (Gratzl
2004; Drenckhahn 2008). An den Osteoidgrenzen reihen sich die Osteoblasten
palisadenférmig auf und sind durch Adhirenskontakte (Cadherin 11, N-Cadherin), Nexus
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(Connexin 43) und Occludenskontakte (Maculae occludentes) miteinander verbunden
(Drenckhahn 2008). Im weiteren Verlauf wird die neu produzierte Matrix verkalkt, indem
Hydroxyapatit-Kristalle aus Kalzium und anorganischem Phosphat zwischen die
Kollagenfibrillen gelagert werden. Die Mineralisierung erhoht die Dichte des Knochens,
verindert jedoch nicht das Volumen. Das Volumen wird durch die Menge an gebildeter
Knochenmatrix determiniert. Eine wichtige Rolle in der Knochenmineralisierung spielen
Matrixvesikel, die sich von der Membran der Osteoblasten 16sen. In den Matrixvesikeln
werden die Hydroxyapatit-Kristalle geformt. Fur die Akkumulation von Kalzium in den
Vesikeln  sorgen Kalzium-bindende Phospholipide  (Phosphatidylserin), Proteine
(Calbindingy), das Bone Sialoprotein sowie ein Kalziumkanal (Annexin). Das anorganische
Phosphat wird durch einen Natrium/Phosphat-Transporter in den Matrixvesikeln
akkumuliert. Wird durch die Akkumulation von Kalzium und anorganischem Phosphat der
Loslichkeitspunkt fiir CaPO, iberschritten, fallen Hydroxyapatit-Kristalle innerhalb der
Vesikel aus. Diese Hydroxyapatit-Kristalle verlassen die Matrixvesikel und lagern sich
zwischen die Kollagenfibrillen ein. Entscheidend im Verlauf der Mineralisierung ist die
Funktion der alkalischen Phosphatase. Sie hydrolisiert anorganisches Pyrophosphat, welches
die Bildung von Hydroxyapatit inhibiert, zu anorganischen Phosphat. Das Verhiltnis von
inhibierendem Pyrophosphat und Phosphat wird als wesentlicher Faktor in der
Knochenmineralisierung ~ angesehen.  Das  bestitigt das  Krankheitsbild  der
Hypophosphatasie, bei der sich durch eine defekte alkalische Phosphatase eine verminderte
Knochenmineralisierung zeigt (Manolagas 2000; Orimo 2010).

Eine weitere wichtige Funktion der Osteoblasten ist die Regulation der Osteoklastogenese.
Um das Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und Resorption zu gewihrleisten, bedarf
es nicht nur systemischer Faktoren, sondern vor allem der Interaktion zwischen
Osteoblasten und knochenresorbierenden Osteoklasten auf parakrinem Weg. So
gewihrleisten Osteoblasten durch das Sezernieren des Monozytenkolonien-stimulierenden
Faktors (M-CSF), der an den cFms-Rezeptor der Osteoklasten bindet, deren Differenzierung
und Proliferation (Capulli et al. 2014). Des Weiteren synthetisieren die Osteoblasten neben
Osteozyten und Zellen des Immunsystems den receptor activator of NF-kB ligand (RANKL),
der an den RANK-Rezeptor von Vorliuferzellen der Osteoklasten bindet und die Fusion
bzw. die Differenzierung von Priosteoklasten zu reifen Osteoklasten vorantreibt.
Inhibierend auf die Osteoklastendifferenzierung wirkt das von Osteoblasten produzierte
Osteoprotegerin (OPG), das ebenfalls den RANK-Liganden binden kann und so den
RANKL/RANK-Signalweg unterbindet. So unterliegt die korrekte Osteoklastogenese dem
Verhiltnis zwischen RANKL und OPG. Beides Faktoren, die von Osteoblasten gebildet
werden. Weitere parakrine Faktoren, die von Osteoblasten gebildet werden und positiv auf

die Osteoklastogenese wirken sind das parathyroid hormone-related protein (PTHtP), IL-1P, IL-6
und der Tumornekrosefaktor o (Manolagas 2000; Capulli et al. 2014).
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Wie Studien von Karsenty und Ferron (2012) zeigen, kénnen Osteoblasten endokrin titig
sein und andere Organsysteme beeinflussen. Hier spielt vor allem Osteocalzin eine wichtige
Rolle, das in seiner nicht-decarboxylierten Form endokrin auf das Pankreas, Fettgewebe und
den Hoden wirken kann. In seiner nicht-decarboxylierten Form verliert Osteoklazin seine
hohe Affinitit zu Hydroxyapatit und kann gelést vom Knochen endokrin wirken.(Capulli et
al. 2014).

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Untergruppe der Osteoblasten (spindle-
shaped N-cadherin+/CD45 Osteoblasten — SNO) Einfluss auf die Regulation der
himatopoetischen Stammzellen hat. Sie haben die Funktion, die /ong-termz HSCs in einem
stillgelegten Status zu behalten. Man spricht hier von der sog. Osteoblasten-Nische (Calvi et
al. 2003).

Osteozyten sind mehr als nur stillgelegte Osteoblasten, die in die verkalkte Knochenmatrix
eingebaut werden. Uber ihre Zellfortsitze, die sich in den Knochenkanilchen befinden, sind
sie in Kontakt mit anderen Osteozyten, endostalen Saumzellen und osteozytiren
Osteoblasten, um die metabolische Aktivitit des Knochens und die Weiterleitung von
Signalen zu koordinieren. Verbunden sind die Zellfortsitze durch Nexus (Connexin 43).
Ernihrt werden die eingemauerten Zellen durch Diffusion aus dem flissigkeitsgefiillten
Spaltraum zwischen den osteozytiren Fortsitzen und der Kanalikuluswand (Drenckhahn
2008). So geht von den Osteozyten ein funktionelles Synzytium aus, das sich iber die
Osteoblasten und Zellen des Knochenmarks bis hin zu den endothelialen Zellen der Gefil3e
ausbreitet (Manolagas 2000). Eine wichtige Funktion, die den Osteozyten zugesprochen
wird, ist das Umwandeln von mechanischen Stimuli in biochemische Signale. So kann die
Differenzierung und Funktion von Osteoblasten und Osteoklasten beeinflusst und der
Knochenaufbau und die Resorption auf mechanische Signale anpassen werden (Capulli et al.
2014). Des Weiteren wird angenommen, dass Osteozyten durch die Sekretion von Sclerostin
den Knochenaufbau inhibieren kénnen. Sclerostin hemmt die Funktion und Differenzierung
von Osteoblasten, indem es um die Bindung von BMPs an deren Rezeptoren konkurriert
und so deren positive Wirkung auf Osteoblasten supprimiert (Winkler et al. 2003). Auch auf
die Differenzierung von Osteoklasten kénnen Osteozyten regulatorisch eingreifen. So
stimuliert die Apoptose von Osteozyten, wie sie in der postmenopausalen Phase oder bei
Mikrofrakturen des Knochens vorkommt, die Formation von Osteoklasten (Komori 2013).
Sich in Apoptose befindende Osteozyten exprimieren den RANK-Liganden in erh6htem
Maf3e, was ebenfalls zu einer gesteigerten Osteoklastendifferenzierung beitrigt (Kogianni et
al. 2008; Al-Dujaili et al. 2011). Dadurch dass Osteozyten den GroBteil aller Knochenzellen
ausmachen, wurden schon frith erste Hypothesen zur periosteozytiren Osteolyse aufgestellt,
die den Osteozyten eine wichtige Rolle im Mineralhomdostase einrdumt (Baud 1962).
Neuere Studien konnten zeigen, dass Osteozyten mineralisierten Knochen mit dhnlichen

Mechanismen wie Osteoklasten resorbieren kénnen (Qing et al. 2012) und dabeti eine positiv
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Aktivitat der fartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) zeigen. Einem Knochenmarker, der
eigentlich den Osteoklasten zugeschrieben wird (Bianco et al. 1988).

Die flachen endostalen Saumzellen (/Zning cells) liegen einer diinnen Schicht (ca. 1-2 um) von
nicht-mineralisierter Matrix auf und bilden so einen kontinuierlichen Zellverband auf den
Trabekeln und der inneren Oberfliche der Kortikalis, den sog. Matrixsaum. Da Osteoklasten
in ihrer Funktion als knochenresorbierende Zellen nicht an den Matrixsaum binden kénnen,
wird den endostalen Saumzellen eine Funktion in der Knochenresorption zugesprochen.
Durch das Sezernieren von Kollagenasen kénnen sie den Matrixsaum auflésen und
Osteoklasten den Zugang zur mineralisierten Matrix ermdglichen (Drenckhahn 2008).
Endostale Saumzellen stammen von Osteoblasten ab, die ihte knochenaufbauende Funktion
eingestellt haben. Des Weiteren konnten die endostalen Saumzellen durch die Verbindung
mit Osteozyten in der Lage sein, homing-Signale fir Osteoklasten zu senden und damit die

Knochenresorption zu initiieren (Manolagas 2000).

Die wichtigste Aufgabe der Osteoklasten ist die Demineralisierung und Resorption der
verkalkten Knochenmatrix. Damit haben sie eine entscheidende Funktion in der
Kalziumfreisetzung und den Umbauprozessen am Knochen. Im spongiésen Knochen
befinden sich die Osteoklasten im Bereich der Erosionslakunen (auch Howship-Lakunen).
Im kompakten Knochen befinden sich die resorbierenden Zellen in der kegelf6rmigen Spitze
der Erosionstunnel (Drenckhahn 2008). Die Osteoklasten sind reich an Lysosomen sowie
Mitochondrien und besitzen neben dem endoplasmatischen Retikulum einen gut
entwickelten Golgi-Apparat (Gratzl 2004). Aktive, resorbierende Osteoklasten sind im
Gegensatz zu ruhenden Zellen polarisiert. Man unterscheidet eine lakunire Membran von
der basolateralen Membranoberfliche. Gekennzeichnet ist die lakunire Membran durch
zahlreiche Microplicae, die den Faltensaum (r#ffled border) bilden. Zwischen der glatten,
basolateralen Membran und dem Faltensaum sind die Osteoklasten tiber eine Haftzone mit
der Knochenmatrix verbunden. Man spricht hier von einem fokalen Zellsubstratkontakt
vom Typ der Podosomen. Ausgebildet wird er von Integrinadhasionsmolekiilen (ovfs), die
an Bestandteile der Knochenmatrix (Osteopontin, Bone Sialoprotein) und tber Adaptor-
und Signalmolekile (Talin, o-Actinin, Vinculin) am Aktinfilamentgertst der Haftzone
binden. Letztere ist arm an Organellen und wird daher auch als clear zome bezeichnet. Wichtig
fur die Demineralisierung ist ein niedriger pH-Wert in der Erosionslakune, der durch H'-
ATPasen und Chloridkanile in der Faltensaummembran erreicht wird. Durch Exozytose
gelangen lysosomale Enzyme (u.a. TRAP und Kathepsin K) in die Erosionslakune.
Lysosomale Proteasen sowie Metalloproteasen bauen Kollagen und Proteoglykane der
demineralisierten Matrix ab (Drenckhahn 2008).



1 Einleitung 11

1.1.3 Molekularbiologische Knochenmarker

Spezifische molekularbiologische Knochenmarker geben Aufschluss tber die Umbau-
vorgiange am Knochen. Dabei konnen die Faktoren entweder dem Knochenaufbau oder der

Knochenresorption zugeordnet werden (Kini und Nandeesh 2012).

1.1.3.1 TRAP

Tartrate-resistant acid phosphatase ist ein lysosomales Enzym, welches von Osteoklasten durch
Exozytose in die Erosionslakune freigesetzt wird und zur Familie der sauren Phosphatasen
gehort. Das Isoenzym Typ 5 wurde in Osteoklasten gefunden (Drenckhahn 2008; Kini und
Nandeesh 2012). TRAP wird daher genutzt, um Osteoklasten zu detektieren und gilt als
Marker der Knochenresorption (Manolagas 2000).

1.1.3.2 Osteocalzin

Osteocalzin gilt als Marker der Knochenneubildung und wird von Osteoblasten produziert
(Bartl 2010). Osteocalzin ist der haufigste Bestandteil der organischen, nicht-kollagenen
Knochenmatrix (Florencio-Silva et al. 2015). Die Synthese ist abhingig von aktivem Vitamin
D (1,25-Dihydroxycholecalciferol) und die Funktion ist abhingig von der Vitamin K-
abhingigen Carboxylierung (Kini und Nandeesh 2012). So hat die carboxylierte Form von
Osteocalzin eine hohe Affinitit zu den Hydroxylapatit-Kristallen der Knochenmatrix,
wohingegen die nicht-decarboxylierte Form diese Affinitit verliert und endokrin auf

verschiedene Gewebe wirken kann (Florencio-Silva et al. 2015).

1.1.3.3 RANKL

Receptor activator of NF-kB ligand gehort zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) und ist
durch die Bindung an den RANK-Rezeptor von Vorlduferzellen der Osteoklasten an deren
Differenzierung zu reifen Zellen mal3geblich beteiligt. RANKL wird im Knochen primiér von
Osteoblasten gebildet und férdert die Fusion von Osteoklasten zu mehrkernigen Zellen, die
Freisetzung von osteoklastischen Vorliuferzellen in die Zirkulation und die Mobilisation von
himatopoetischen Stammzellen aus Knochenmarksnischen. Durch letztere Funktion wird
durch die RANKL/RANK-Interaktion eine Briicke zwischen Knochenremodelling und
Himatopoese geschlagen (Boyce und Xing 2008). Neben Osteoblasten sind Zellen des
Knochenmarkstromas und Zellen des Immunsystems (z. B. aktivierte T-Zellen) in der Lage
RANKL zu produzieren. Gefoérdert wird die Expression des Liganden u. a. durch 1,25-
Dihydroxycholecalciferol, PTH, PTHtP, gp130, IL-1, IL-6 und IL-11. RANKL dient als
Marker fir Knochenresorption (Manolagas 2000).
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1.1.3.4 OPG

Das Glykoprotein Osteoprotegerin gehort zur Familie der TNF-Rezeptoren und besitzt die
Fihigkeit den RANK-Liganden zu binden. Damit unterbindet OPG die RANK/RANKIL-
Interaktion und wirkt inhibierend auf die Rekrutierung, Proliferation und Aktivierung der
Osteoklasten (Simonet et al. 1997, Manolagas 2000). Im Knochen wird OPG von
Osteoblasten synthetisiert und wirkt protektiv auf die Knochenmasse (Boyce und Xing
2008). OPG induziert die Apoptose von Osteoklasten und wirkt damit antiresorptiv (Li et
al. 2015). UnregelmiBigkeiten im Verhiltnis zwischen OPG und RANKL fithren zu
pathologischen Knochenverinderungen. So zeigen Patienten mit partieller Deletion im
OPG-Gen einen erhohten Knochenumbau, Osteopenie und ein erhohtes Frakturrisiko
(Whyte et al. 2002). Die knochenprotektive Wirkung von Ostrogenen wird u. a. durch eine
Stimulation der OPG-Expression ausgeiibt. Dadurch erhéht sich das Verhiltnis zwischen
OPG/RANKIL, was zu einer Suppression der Osteoklasten fuhrt (Blair et al. 2007).

1.1.3.5 Alkalische Phosphatase

Das Enzym alkalische Phosphatase hydrolisiert Phosphor-siureester in alkalischer
Umgebung (pH 8-10) und ist mittels GPI-Anker an der Membran von Osteoblasten fixiert.
Der AP wird eine wichtige Rolle in der Knochenmineralisierung zugeschrieben, indem das
Enzym Pyrophosphat hydrolisiert und damit einen Inhibitor der Hydroxyapatitformation
ausschaltet (Harris 1990; Orimo 2010).

1.1.3.6 Estrogenrezeptor o

Ostrogene sind sowohl bei Minnern als auch bei Frauen in fast allen Geweben an
physiologischen Mechanismen beteiligt und sind im Knochen verantwortlich fiir den Erhalt
der Knochendichte. Verminderte Ostrogenwirkung im Knochen bildet die Grundlage fiir
die postmenopausale Osteoporose, die mit verminderter Knochendichte und erhéhtem
Frakturrisiko einhergeht (Khalid und Krum 2016). Immunhistochemisch ist der
Estrogenrezeptor o in Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten nachgewiesen worden
(Bord et al. 2001). Estrogenrezeptoren gehoren zu der Familie der DNA-bindenden
Transkriptionsfaktoren (Nakamura et al. 2007). Die Aktivierung des Estrogentrezeptors o
stimuliert die Expression des Fas-Liganden in Osteoblasten, was wiederum durch parakrine
Signale die Apoptose der Osteoklasten induziert (Parikka et al. 2005). Des Weiteren wird die
Transkription der Matrix-Metalloprotease 3 (MMP-3) hochreguliert, welche den Fas-
Liganden spaltet und damit in eine 16sliche Form dberfihrt. Der 16sliche Fas-Ligand ist
ebenfalls notwendig fiir die Apoptose der Osteoklasten (Garcia et al. 2013).
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1.1.3.7 Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor (AR) gehort zur Familie der Kernrezeptoren. Wie bei den anderen
Sexualhormonrezeptoren (z. B. ER o und ), handelt es sich beim AR um ein DNA-
bindendes Protein, das nach Kontakt mit seinem Liganden seine Konformation dndert und
so aus dem Zytosol in den Zellkern gelangt. Dort wird die Expression AR-regulierter

Zielgene aktiviert (Vanderschueren et al. 2004). Anders als beim ER, bei dem es zwei

Isoformen gibt (ER o und ) hat man beim Menschen nur ein AR-Gen identifiziert. Zu den
endogenen Androgenen, die den AR aktivieren, gehoren Testosteron und DHT (Gao und
Dalton 2007). Colvard et al. (1989) konnten den AR erstmals in menschlichen Osteoblasten
nachweisen. Durch die hohe Expression des AR in Osteoblasten am Ort des
Kochenremodellings wird diesem Rezeptor eine wichtige Rolle in der Osteoblastenfunktion
zugschrieben (Abu et al. 1997). Durch Aktivierung des Androgenrezeptors werden
Osteoblasten zur Proliferation und zur Produktion von alkalischer Phosphatase angeregt
(van der Eerden et al. 2002).

In Osteoklasten konnte die Expression des AR lediglich in Tiermodellen gezeigt werden. In
menschlichen Osteoklasten (7 vivo) konnte die Existenz nicht zweifelsfrei bewiesen werden
(Steffens et al. 2015). Synthetische Androgene zeigen abhingig vom Gewebe und dessen
zellulidrer Zusammensetzung ein breites Wirkungsspektrum von vollstindigem Agonismus

bis hin zu komplettem Antagonismus am Androgenrezeptor (Schmidt et al. 2010).
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1.2 Osteoporose

Der Dachverband Osteologie e.V. (DVO) hat in der DVO-Leitlinie fiir Osteoporose von
2017 das Krankheitsbild folgendermallen definiert:

wDie Ostegporose ist eine  systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine mikroarchitektonische 1 erschlechterung des Knochengewebes
charakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitit und der Neignng
zu Frakturen. Sind bereits Frakturen als Folge der Osteoporose anfgetreten, liegt eine
manifeste Ostegporose vor. ‘(D170 2017, §. 3)

Eine weitere Definition der World Health Organisation (WHO), die 1994 in Genf erarbeitet
wurde, bezieht sich auf den Parameter der Knochendichte (BMD). Sie besagt, dass eine
Osteoporose dann vorliegt, wenn die Knochendichte (BMD) 25 oder mehr
Standardabweichungen vom Mittelwert einer 20-29-jahrigen Frau abweicht. Die
Standardabweichung vom Mittelwert der maximalen Knochendichte (peak bone mass) einer
20-29-jahrigen Frau wird als T-Score bezeichnet. Bei einem T-Score von -1 spricht man von
einer Osteopenie. Die Knochendichte steht im Zentrum der Diagnosestellung und konnte
in einer Reihe von prospektiven Studien als wichtigster Parameter im Zusammenhang mit
Frakturen — eine klinische Folge der Osteoporose — ermittelt werden (Kanis 2002; Bartl 2010;
Herold 2015).

1.2.1 Einteilung und Pathogenese der Osteoporose

Anhand der Ursachen, die zu einer Osteoporose fithren, lisst sich die systemische
Skeletterkrankung in eine primire und eine sekundire Form einteilen. Zu der primiren
Osteoporose gehort die idiopathische Osteoporose junger Menschen, die postmenopausale
Osteoporose (auch Typ-I Osteoporose) sowie die senile Osteoporose (auch Typ-II
Osteoporose) (Herold 2015). Die primire Osteoporose macht in etwa 95%, die sekundire
Form der Osteoporose etwa 5% der Falle aus. Jedoch sind 20% der osteoporosebedingten
Frakturen auf sekundire Ursachen zurtickzuftihren (Bartl 2010). Die sekundire Osteoporose
wird induziert durch endokrine Ursachen (z. B. Hypogonadismus, Hyperthyreose,
Hyperparathyreoidismus, Hyperkortisolismus, Diabetes mellitus), durch himatologische
bzw. onkologische Erkrankungen (z. B. Multiples Myelom, Polyzythimia vera, chronisch
myeloische Leukimie, Knochenmetastasen), durch Erkrankungen der Leber, der Nieren und
des Gastrointestinaltrakts (z. B. Malabsorptionssyndrom, Morbus Crohn, primir bilidre
Zirthose, chronische Niereninsuffizienz), durch Medikamente (Langzeittherapie mit
Glukokortikoiden, Protonenpumpeninhibitoren, Aromatasehemmern, Antiepileptika) und
durch Immobilisation. Zu den hereditiren Erkrankungen, die mit einer Osteoporose
assoziiert sind, gehoren die Osteogenesis imperfecta, das Ehlers-Danlos-Syndrom, das
Marfan-Syndrom und die Homozysteinurie. Eine weitere Einteilung bezieht sich auf den

metabolischen Knochenumsatz. Hier wird die high furnover-Osteoporose (Verlust von
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Knochenmasse durch gesteigerten Umbau) von einer  Jow-turnover-Osteoporose
unterschieden (Verlust von Knochenmasse durch reduzierten Umbau) (Bartl 2010; Herold
2015).

Einer Osteoporose kénnen folgende pathogenetische Mechanismen zu Grunde liegen: ein
Nichterreichen der optimalen Knochenmasse wihrend der Wachstumsphase sowie eine
Disbalance zwischen Knochenformation und Knochenresorption (Raisz 2005; Sandhu und
Hampson 2011). Entscheidende Faktoren sind dabei die Rekrutierung knochenaufbauender
und resorbierender Zellen (Osteoblasto-, Osteoklastogenese) und die Zeit, die thnen zur
Verfligung steht, bevor sie in Apoptose gehen. Diese beiden Faktoren werden maf3geblich
von Sexualhormonen beeinflusst, weshalb Letztere eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Osteoporose spielen. Eine verminderte Ostrogensynthese steigert sowohl
die Osteoblastogenese als auch die Osteoklastogenese, da die Hemmung von Ostrogen auf
differenzierungsférdernde Zytokine vermindert wird. Des Weiteren verkiirzt der Mangel an
Ostrogenen die Lebenszeit von Osteoblasten und verlingert die der Osteoklasten. Ein
Ostrogenmangel stimuliert also die Rekrutierung beider Zelllinien, jedoch fiihrt die
verlangerte Lebenszeit der Osteoklasten verglichen mit der Lebenszeit der Osteoblasten zu
einem Ungleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau. Die verlingerte
Lebenszeit von Osteoklasten erklirt auch die tieferen Resorptionslakunen und die
Perforationen des trabekuliren Netzwerks, die mit einer postmenopausalen Osteoporose
assoziiert sind. Weitere wichtige Faktoren in der Pathogenese der Osteoporose sind das Alter
und Glukokortikoide. Mit zunehmendem Alter ist sowohl die Osteoblastogenese als auch
die Osteoklastogenese verlangsamt. Im Verlauf fillt die Knochenformation hinter die
Knochenresorption zurtick. Als Ursache fir die so entstehende Disbalance zwischen
Knochenauf- und abbau wird eine gesteigerte Adipogenese angesehen. Vorlauferzellen des
Knochenmarks differenzieren sich im Alter eher in Adipozyten als in Osteoblasten. Ein
Uberschuss an Glukokortikoiden geht einher mit einer verminderten Knochenformation

und einer im Vergleich dazu gesteigerten Knochenresorption (Manolagas 2000; Raisz 2005).

1.2.2 Klinik der Osteoporose

Die Osteoporose ist ein ,stiller Dieb” und bleibt lange Zeit symptomlos. Erst nach
Osteoporose-assoziierten Frakturen treten die eigentlichen Symptome auf. Dazu gehort die
Verschlechterung der Lebensqualitit, die mit akuten und chronischen Schmerzen,
Immobilitit sowie Kyphosierung der Brustwirbelsdule einhergeht. Dartiber hinaus zihlen die
Minderung der Korpergrofle durch Sinterungsfrakturen der Wirbel und die soziale
Vereinsamung dazu. Die H6henminderung der Wirbel kann zum schmerzhaften Basstrup-

Syndrom fithren, bei dem es zu Berithrungen der Dornfortsitze kommt (Bartl 2010).

Eine verminderte Lebensqualitit konnte fir Osteoporose-assoziierten Wirbelfrakturen

bewiesen werden (Cockerill et al. 2004; Borgstrom et al. 2006). Auch Osteoporose-assoziierte
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Hiftfrakturen haben wesentlichen Einfluss auf das Wohlbefinden der Betroffenen. 10-20%
der zuvor selbststindig LLebenden waren nach Frakturereignis auf Hilfe in einem Altersheim
angewiesen (MacNabb et al. 2016). Eine Verschlechterung der Lebensqualitit bei
Osteoporose ohne Fraktur konnte bisher nicht belegt werden (Wilson et al. 2012).

1.2.3 Diagnostik der Osteoporose

Im Zentrum der Basisdiagnostik steht die Knochenmineraldichte (bone mineral density —
BMD). Die Knochendichtemessung ist nicht nur Grundlage fiir die operationale Definition
der Osteoporose (WHO), sondern gibt prognostische Information iiber das Frakturrisiko
und wird als Verlaufsparameter unter Therapie herangezogen (Kanis et al. 2013). Methode
der Wabhl ist dabei die DXA-Methode (dual-energy X-ray absorptiometry), bei der zwei Strahlen
unterschiedlicher Intensitit durch den Knochen geschickt werden. Aus der Menge der
Strahlung, die durch den Knochen absorbiert wird bzw. hindurchgelangt, kann die
Knochendichte errechnet werden. Sie wird als Flichen- oder Volumendichte (g/cm* bzw.
g/cm’) angegeben und an der LWS, dem proximalen Gesamtfemur sowie am Femurhals
ermittelt (Bartl 2010; Herold 2015).

Die DXA-Methode ist nach Leitlinien der WHO, ESCEO, IOF und DVO die einzige
Standardmethode, die das Krankheitsbild definieren und eine Therapieindikation stellen
kann (Bartl 2010). Zur weiteren Basisdiagnostik nach DVO-Leitlinie geh6ren eine Anamnese
mit klinischer Befunderhebung durch kérpetliche Untersuchung, eine Rontgenbildgebung
und eine Labordiagnostik. Indiziert ist eine solche Osteoporose-Diagnostik bei einer
Wahrscheinlichkeit fiir osteoporotische Frakturen von = 20%/10 Jahre sowie unabhingig
vom Frakturrisiko bei Frauen = 70 Jahre und Minnern = 80 Jahre. (DVO 2017).

Eine gezielte Anamnese und klinische Befunderhebung dient der Lokalisations- und
Intensititsbestimmung frakturbedingter Schmerzen, umfasst den Ausschluss einer
sekundiren Osteoporose und ermoglicht die Beurteilung von Kraft und Koordination zur
Evaluation einer moglichen Sturzneigung (DVO 2017). Wichtiges Augenmerk der klinischen
Untersuchung sollte auf einer Abnahme der KorpergroBle, Haltung, Beweglichkeit und
Klopfschmerzhaftigkeit der Wirbelsdule sowie auf der Beurteilung des Muskeltonus liegen.
Konventionelle Roéntgenaufnahmen spielen keine Rolle in der Frihdiagnostik der
Osteoporose, sind jedoch sehr wertvoll zur Erfassung von Wirbelkorperfrakturen und zum
Ausschluss  relevanter Differentialdiagnosen wie degenerativ-entziindliche Gelenk-
erkrankungen, Osteomalazie, maligne Knochenlisionen und Fluorose (Bartl 2010). Nach
aktueller Leitlinie gehdren ein Blutbild mit CRP und BSG sowie die Bestimmung von
Serumkalzium, Serumphosphat, Kreatinin-Clearance, AP, y-GT und TSH zum Basislabor.
In Einzelfillen sollte die Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin D3, Testosteron und
Knochenumbaumarkern in Betracht gezogen werden (DVO 2017).
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1.2.4 Aktuelle Therapie der Osteoporose

Die dargestellten Moglichkeiten zur Therapie der Osteoporose beziehen sich primir auf die
postmenopausale Osteoporose der Frau mit einem DXA T-Score = -2,5, da letzterer Wert

Einschlusskriterium in  Therapiestudien gewesen ist, die die Effizienz von

Osteoporosemedikamenten nachgewiesen haben (DVO 2017). Ziele einer therapeutischen
Intervention sind die Verbesserung der Knochendichte, der Knochenqualitit und des
Knochenumbaus, um osteoporotische Frakturen bzw. Folgefrakturen zu vermeiden. Ein
vermindertes Frakturrisiko geht einher mit einer geminderten Komorbiditit und einer
Verbesserung der physischen und psychischen Gesamtsituation des Patienten. Fir die
Umsetzung dieser Ziele bedarf es eines umfassenden Behandlungskonzepts, welches die
Minimierung von Risikofaktoren, den Ausschluss sekundirer Ursachen der Osteoporose

sowie eine pharmakologische Intervention beinhaltet (Bartl 2010).

Generelle, nicht pharmakologische Therapiema3nahmen bestehen aus Forderung der
Mobilitdt, Sturzvermeidung und einem gesundheitsorientierten Lebensstil  bei
knochenbewusster Erndhrung (Bartl 2010; Kanis et al. 2013). Randomisierte, kontrollierte
Studien konnten die Wirksamkeit korperlicher Aktivitdt auf eine erhéhte BMD und ein
vermindertes Frakturrisiko bei postmenopausalen Frauen zeigen (Gregg et al. 1998; Howe
et al. 2011). Eine Sturzprophylaxe beinhaltet eine kritische Auseinandersetzung mit
sturzférdernden Medikamenten (z. B. Antidepressiva, Neuroleptika, Benzodiazepine,
Sedativa und Antihypertonika) und eine Visuskontrolle (Herold 2015). FEin
gesundheitsbewusster Lebensstil in Bezug auf das Osteoporosemanagement zielt vor allem
auf die ausreichende Aufnahme von Vitamin D und Kalzium sowie das Vermeiden von
Untergewicht und Rauchen ab (Sandhu und Hampson 2011). Nach DVO-Leitlinie wird eine
tagliche Vitamin D-Zufuhr von 800-1000 IE sowie eine tigliche Zufuhr von 1000 mg
Kalzium empfohlen. Besonders wichtig ist diese Supplementierung bei einer Therapie mit
antiresorptiven Medikamenten (DVO 2017). In einer Metaanalyse konnte durch die
Supplementierung von Kalzium und Vitamin D ein positiver Effekt auf das Frakturrisiko
und die BMD gezeigt werden (Tang et al. 2007).

Eine pharmakologische Intervention ist indiziert bei niedrigtraumatischen Wirbelkérper-
frakturen oder bei niedrigtraumatischen proximalen Femurfrakturen mit einem T-Score von
< -2,0. Dartber hinaus bei Unterschreitung eines T-Scores, der mit einem 10-Jahres-
Frakturrisiko fiir Wirbelkorper- und proximale Femurfrakturen > 30% assoziiert ist. Eine
weitere Indikation stellt eine Therapie mit oralen Glukokortikoiden (tiglich > 7,5mg) bei
einem T-Score < -1,5 dar, die fir drei oder mehr Monate geplant ist. Unterschiedliche
Risikofaktoren (z. B. Diabetes mellitus Typ 1, Rheumatoide Arthritis) rechtfertigen einen
Therapiebeginn schon bei héheren DXA-Werten (DVO 2017).
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Die Medikamente der Osteoporose-Therapie lassen sich nach Art und Weise ihrer Wirkung
in antiresorptive oder osteoanabole Substanzen einteilen. Antiresorptiv  wirken
Bisphosphonate, selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs), Denusomab und
Ostrogene. Eine osteoanabole Wirkung geht von Parathormon (PTH), Teriparatid,

Strontiumranelat sowie von Androgenen aus (Bartl 2010).

1.2.4.1 Bisphosphonate

Fir die Therapie in Deutschland zugelassene Bisphosphonate sind Alendronat, Risedronat,
Etidronat, Ibandronat und Zolendronat (Bartl 2010). Diese Gruppe von Praparaten bildet
derzeit den Goldstandard der Osteoporose-Therapie (Pérez-Castrillon et al. 2010). Studien
konnten zeigen, dass die tigliche Gabe von 10 mg oder die wochentliche Gabe von 70 mg
Alendronat die Inzidenz vertebraler und extravertebraler Frakturen um 50% senkt (Liberman
et al. 1995; Black et al. 1996). Ebenfalls zeigte sich eine signifikante Zunahme der
Knochendichte an Wirbelsdule und Hiifte nach oraler Gabe von Alendronat (Schnitzer et al.
2000). Ahnlich signifikante Verbesserungen des vertebralen und extravertebralen
Frakturrisikos wurden bei einer taglichen oralen Finnahme von 5 mg Risedronat beschrieben
(Adachi et al. 2005; Boonen et al. 2005). Bisphosphonate sind Analoga des Pyrophosphats
und sind in der Lage mit hoher Affinitit an Hydroxyapatit des Knochens zu binden.
Bevorzugt findet man die Ablagerung der Bisphosphonate in den Resorptionslakunen, wo
sie von Osteoklasten aufgenommen werden und deren resorptive Aktivitit hemmen.
Intrazelluldr aufgenommene Bisphosphonate hemmen die Farnesylpyrophosphat-Synthase
des Mevalonsiurestoffwechsels. Des Weiteren wird eine Protonen-ATPase gehemmt. Diese
Verinderungen fiuhren zur Inaktivierung (Verlust der ruffled boarder) und Apoptose der
knochenresorbierenden Zellen (Bartl 2010; Reszka 2010). Zu den moglichen
Nebenwirkungen gehéren eine Osophagitis, eine Akute-Phase-Reaktion nach intravendser
Gabe und Kiefernekrosen. Letztere kommt sehr selten vor (in 1/100.000 Fillen) und duB3ert
sich fast ausschlieflich bei immunsupprimierten Tumorpatienten (Kanis et al. 2013).
Dennoch haben emotional gefithrte Diskussionen tber diese Nebenwirkung dazu
beigetragen, dass die Verschreibung von antiresorptiven Medikamenten in diversen Lindern
zurickgegangen ist. Und das, obwohl das Risiko-Nutzen-Verhiltnis von Bisphosphonaten
deutlich positiv ausfillt (Kanis et al. 2014; Solomon et al. 2014).

1.2.4.2 Selektive Ostrogenrezeptor—Modulatoren — SERMs

Zu den antiresorptiv wirkenden SERMs mit nachgewiesener Senkung des vertebralen
Frakturrisikos bei postmenopausalen Frauen gehéren Bazedoxifen und Raloxifen (DVO
2017). In der MORE-Studie (Multiple Outcomes of Raloxifen Evalnation) konnte gezeigt werden,
dass sich unter Raloxifen das Risiko fiir das Erstauftreten von Wirbelkorperfrakturen

verglichen mit einer Kontrollgruppe fast halbierte (Ettinger et al. 1999). In einer Subgruppe
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von Hochrisikopatientinnen (T-Score = -3,0 plus vertebrale Fraktur) konnte fiir Bazedoxifen
auch ein gesenktes Risiko fiir extravertebrale Frakturen gezeigt werden (Silverman et al.
2012). SERMs wirken selektiv auf Ostrogenrezeptoren des Knoches, wo sie die Aktivitit von
Osteoklasten supprimieren. Keine Wirkung wird an Ostrogenrezeptoren im Brustgewebe
oder der Gebirmutter erzielt (Bartl 2010). Dartiber hinaus reduziert sich unter Raloxifen das
Risiko an Brustkrebs zu erkranken, weshalb SERMs besonders bei Osteoporose-
Patientinnen mit erthohtem Mammakarzinomrisiko indiziert sind. Abzuwigen sind diese
Vorteile gegentiber einem leicht erhéhten Risiko fir venése Thrombembolien (Barrett-
Connor et al. 20006).

1.2.4.3 Parathormon — PTH

Das Parathormon ist elementar fiir die Kalziumhomdoostase und steigert bei Bedarf die
Konzentration von Kalzium im Blut durch die Kalziumfreisetzung aus dem Knochen, einer
gesteigerten Ruckresorption von Kalzium in der Niere bei gleichzeitig gesteigerter
Ausscheidung von Phosphat sowie durch eine gesteigerte Synthese von Kalzitiol (Bartl
2010). Eine signifikante Reduktion des vertebralen und extravertebralen Frakturrisikos sowie
eine Steigerung der Knochendichte konnte fiir das PTH-Fragment Teriparatid (PTH 1-34)
gezeigt werden (Neer et al. 2001). Fur das humane rekombinante PTH (PTH 1-84) konnte
eine Reduktion von Wirbelkorperfrakturen nachgewiesen werden (Greenspan et al. 2007).

Die osteoanabole Wirkung wird durch eine intermittierende Gabe von PTH erreicht, indem

100 ng PTH 1-84 oder 20 pg Teriparatid pro Tag subkutan appliziert werden. Durch eine
geminderte Apoptoserate steigt die Zahl der aktiven Osteoblasten, was zu einer gesteigerten
Knochenmasse fuhrt und die Knochenfestigkeit durch Verbesserung sowohl trabekulérer als
auch kortikaler Knochenstrukturen anhebt (Bartl 2010; Kanis et al. 2013). Die maximale
Therapiedauer mit Teriparatid betragt 24 Monate (DVO 2017). Haufigste Nebenwirkungen,
die mit dieser osteoanabolen Therapie assoziiert sind, sind Ubelkeit, Glieder- und
Kopfschmerzen sowie Schwindel (Herold 2015).

1.2.4.4 Denosumab

Hierbei handelt es sich um einen humanen monoklonalen Antikoérper, der an den RANK-
Liganden bindet und dessen Interaktion mit dem RANK-Rezeptor unterbindet (Kanis et al.
2013). Dutch die verminderte Osteoklastendifferenzierung wirkt Denosumab antiresorptiv.
Bei einer subkutanen Gabe von 60 mg alle sechs Monate tber drei Jahre konnte bei
postmenopausalen Frauen eine gesunkene Inzidenz fir vertebrale und extravertebrale

Frakturen und eine gestiegene Knochendichte gezeigt werden (Cummings et al. 2009).
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1.2.4.5 Strontiumranelat

Strontiumranelat besitzt einen dualen Wirkmechanismus und beeinflusst sowohl
Knochenformation als auch Knochenresorption. Uber Kation-Sensing-Rezeptoren wirkt
Strontiumranelat stimulierend auf Pridosteoblasten und die Kollagensynthese reifer
Osteoblasten und hemmend auf die Differenzierung und Resorptionsaktivitit von
Osteoklasten (Bartl 2010). In einer placebokontrollierten, randomisierten Doppelblindstudie
tber finf Jahre konnte gezeigt werden, dass Strontiumranelat das relative Risiko fur
vertebrale und extravertebrale Frakturen deutlich senkt. Untersucht wurden Frauen in der
Menopause mit einer diagnostizierten Osteoporose (Reginster et al. 2005). Eine
Langzeitstudie iber acht Jahre am gleichen Patientenkollektiv bestitigte, dass die
Knochendichte (BMD) durch Strontiumranelat weiter anstieg und zeigte ein weiterhin
reduziertes Risiko fur vertebrale und extravertebrale Frakturen (Reginster et al. 2009)
Aufgrund dieser Studienergebnisse wurde Strontiumranelat zwischenzeitlich zur Privention
und Behandlung der postmenopausalen Osteoporose eingesetzt (Bartl 2010). Bis ein Rote-
Hand-Brief fiir Protelos (Strontiumranelat) veréffentlicht wurde, in dem vor einem erh6hten
Risiko fiir Myokardinfarkte unter Therapie mit Strontiumranelat gewarnt wurde (Bartl und
Bartl 2015). Im August 2017 wurde dann der Vertrieb des Medikaments Protelos durch die
Firma Servier eingestellt (Springer Medizin 2018).

1.2.4.6 Hormonersatztherapie — HRT

Ostrogene reduzieren den gesteigerten Knochenabbau postmenopausaler Frauen und
erhalten die Knochenmasse unabhingig von Therapiedauer und Alter der Patientin.
Ostrogene wirken knochenprotektiv durch Hemmung der Osteoklastenaktivitit, durch
Stimulation der osteoblastiren Kollagensynthese, durch eine gesteigerte Ausschiittung von
Kalzitonin sowie durch eine gesteigerte gastrointestinale Kalziumresorption. Des Weiteren
werden zentralnervése Funktionen verbessert und dadurch mogliche Fallneigungen reduziert
sowie die Durchblutung des Knochens gesteigert (Bartl 2010). Eine Studie der Women's
Health Initiative (WHI) konnte zeigen, dass eine HRT das Risiko vertebraler und
extravertebraler Frakturen signifikant senkt. Jedoch stehen dem ein gesteigertes Risiko fiir
kardiovaskulire Erkrankungen und Brustkrebs gegentiber (Cauley et al. 2003). Aufgrund des
Nebenwirkungsprofils sollte eine HRT auf klimakterische Beschwerden unmittelbar nach

Beginn der Menopause beschrinkt sein und nur kurze Zeit andauern (Bartl 2010).
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1.2.4.7 Neue Therapieansitze

Einen vielversprechenden, osteoanabolen Therapieansatz bietet die Inhibition von Sclerostin
durch monoklonale Antikérper (Romosozumab, Blosozumab und BPS804). Das
Glykoprotein Sclerostin wird hauptsichlich von Osteozyten produziert und inhibiert den
Wnt/B-Catenin-abhingigen Signalweg durch die Bindung an /low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 und 6 (LPR 5/6)(Li et al. 2005). In der Wnt-Signalkaskade wird tber die
Bindung von Wnt an den frigzled-receptor und LPR 5/6 die Aktivitit der Glykogen Synthase

Kinase 3P gehemmt, welche normalerweise den Abbau von B-Catenin férdert (Krishnan et

al. 2006; MacNabb et al. 2016). Erhohtes B-Catenin induziert im Zellkern die Transkription
von osteoanabolen Genen (z. B. Runx2, Osteocalzin) durch die Bindung von T-ce//
factor/ lymphoid enhancer binding factors (Tef/Lef)(MacNabb et al. 2016). Sowohl in priklinischen
als auch in Phase I- und II-Studien konnte die vielversprechende Wirkung von Antikérpern
gegen Sclerostin nachgewiesen werden. Im osteoporotischen Tiermodell konnte sowohl das
trabekulire Knochenvolumen (BV/TV) als auch die trabekulire Knochendichte (BMD) von
ovariecktomierten Tieren wiederhergestellt werden (Li et al. 2009). In Phase II-Studien
konnten sowohl fiir Romosozumab als auch fiir Blosozumab ein signifikater Anstieg der
Knochendichte (BMD) im Femur und Wirbelsiule im osteoporotischen Patientenkollektiv
— verglichen mit deren Ausgangswerten — erzielt werden (McClung et al. 2014; Recker et al.
2015). Der Anstieg bei der monatlichen Gabe von 210 mg Romosozumab tibertraf sogar die
Wirkung von Alendronate und Teriparatide (McClung et al. 2014). Ergebnisse von Phase
ITI-Studien stehen noch aus.

Eine weitere vielversprechende Therapicoption der postmenopausalen Osteoporose stellt
der Kathepsin K-Inhibitor Odanacatip dar (Isabel et al. 2011). Kathepsin K ist eine
lysosomale Cysteinprotease, die in Osteoklasten exprimiert wird und durch den Abbau von
Kollagen I und II eine entscheidende Rolle im Knochenremodelling spielt (Pérez-Castrillon
et al. 2010). In einer priklinischen Studie am ovariektomierten Tiermodell konnte gezeigt
werden, dass Odanacatib den Verlust der Knochendichte (BMD) dhnlich gut verhindert wie
Alendronate und die Knochendichte auf die eines intakten Knochens anhebt (Pennypacker
et al. 2011). In einer Phase I-Studie konnte eine signifikante Abnahme von Markern der
Knochenresorption gegeniiber der Placebo-Gruppe festgestellt werden. Im Vergleich zu
anderen antiresorptiven Wirkstoffen blieben die Marker der Knochenformation unverindert
(Stoch et al. 2009). Ziel einer Phase II-Studie war es, die Verinderungen der Knochendichte
(BMD)zu untersuchen. Hier konnte eine dosisabhingige Steigerung der BMD an allen
gemessenen Knochen gezeigt werden. Dariiber hinaus eine signifikante Reduktion der
Resorptionsmarker bei einer wochentlichen Gabe von 50 mg (Bone et al. 2010). 16.000
postmenopausale Frauen wurden in einer Phase III-Studie untersucht. Diese wurde jedoch
abgebrochen, nachdem bereits in einer Interim-Analyse eine signifikante Reduktion des

Frakturrisikos erreicht werden konnte (Chaputlat 2015).
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1.3 Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs)

Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren werden anhand ihrer chemischen Struktur und

threm Verhalten gegentiber Enzymen (5a-Reduktase, Aromatase) in steroidale und nicht-

steroidale SARMs eingeteilt. Die ersten steroidalen SARMs entstanden um 1940 durch die

Modifikation des Testosteronmolekiils. Durch die 17a-Alkylsubstitution konnte zum einen
die Halbwertszeit von Testosteron verlingert, zum anderen eine orale Bioverfiigbarkeit

erreicht werden. Durch das Entfernen der 19-Methylgruppe (19-Nortestosteron, auch

Nandrolone) und die Substitution der 7a.-Methylgruppe konnte die anabole Wirksamkeit
erhoht werden. Nandrolone ist zwar weniger anfillig fiir die Enzymwirkung der Aromatase,
wird jedoch durch die 5o.-Reduktase in ein weniger potentes Androgen umgewandelt. Eine
weitere Vetlingerung der Wirkung 7z vivo wurde durch die Estetfizierung der 17f-
Hydroxylgruppe (Testosteron-Enthate) erzielt. Potentielle Nebenwirkungen sind jedoch
Hepatotoxizitit und ein erniedrigtes HDL im Plasma (Bhasin und Jasuja 2009).

Dalton et al. (1998) berichteten erstmalig von einem nicht-steroidalen Wirkstoff, der keine

herkdmmliche Steroidstruktur jedoch hohe Bindungsaffinitit am Androgenrezeptor
aufweist. Nicht-steroidale SARMs sind keine Substrate der CYP 19-Aromatase und der 50

Reduktase und kénnen somit nicht in Ostrogene oder 5a-Dihydrotestosteron (DHT)
umgewandelt werden. Sie wirken als reiner Agonist am Androgenrezeptor in Geweben wie
Knochen und Muskeln (anabolic tissue), jedoch nur als Partialagonist in Geweben wie Uterus
und Prostata (androgenic tissue) (Bhasin und Jasuja 2009). Dariiber hinaus sind nicht-steriodale
SARMs nicht an der Hypophyse wirksam und induzieren dadurch im Vergleich zu DHT
keine Inhibition der LH- und FSH-Freisetzung (Kearbey et al. 2007). Yin et al. (2003)
beschrieben erstmals die Gewebeselektivitit von SARMs, indem sie die Wirkung von
Propionamid (SARM) und Testosteron am orchiektomierten Rattenmodell verglichen. Die
durch Orchiekotomie atrophierte Prostata und Musculus levator ani wurden beide durch
Testosteron wiederaufgebaut, wohingegen Propionamid die Prostata geringfiigig und den
Muskel ebenfalls vollstindig wiederaufbaute. Dies zeigt, dass bei SARMSs zwischen anaboler
(Muskel) und androgener (Prostata) Aktivitit unterschieden werden kann. Die
Androgentherapie bei Frauen zeigte in vielen Fillen Erfolge, scheiterte jedoch an
unerwiinschten Nebenwirkungen (z. B. Virilisierung), die bei héheren Konzentrationen
auftreten (Jordan 2013). Deswegen war das Hauptziel in der Entwicklung der nicht-
steriodalen SARMs die Minimierung androgener Nebenwirkungen durch verbesserte
Gewebeselektivitit ohne dabei die anabole Wirkung auf Muskeln und Knochen zu
beintrichtigen (Gao und Dalton 2007). Das grof3e therapeutische Potential der SARMs zeigt
sich in einer moglichen Anwendung bei postmenopausaler Osteoporose, Glukokortikoid-
induzierter Osteoporose und alters- oder krankheitsbedingter Sarkopenie (z. B. bei HIV und
Krebserkrankungen) (Negro-Vilar 1999; Gao und Dalton 2007). Besonders interessant fiir
die Therapie der postmenopausalen Osteoporose ist der sowohl myoanabole als auch

osteoanabole Wirkansatz der SARMs. Frauen verlieren ca. 4% ihrer Muskelmasse innerhalb
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der ersten drei Jahre nach Beginn der Menopause (Aloia et al. 1991). Da Muskeln essentiell
fir die mechanische Belastung des Knochens sind und diese wiederum zum Erhalt der
Knochenmasse beitragen, ermoglichen SARMs einen synergistischen Effekt durch Muskel-
und Knochenaufbau in der Therapie der postmenopausalen Osteoporose (Jordan 2013). Des
Weiteren kénnen durch eine verbesserte korperliche Konstitution der Patienten Stiirze
vermieden werden — eine der Hauptursachen der hohen Morbiditit bei Osteoporose-

patienten (Crepaldi et al. 2007).

Die Wirkung unterschiedlicher SARMs wurde bereits in priklinischen Studien am
ovariektomierten Rattenmodell evaluiert. Hanada et al. (2003) verglichen die Wirkung von
S-40503 mit der von DHT und 17B-Estradiol am Femur von OVX-Ratten. Hier zeigte sich
ein besonders starker Anstieg der kortikalen Knochendichte (BMD) durch S§-40503,
wohingegen die trabekulire Knochendichte (BMD) im Vergleich zur ovariektomierten
Kontrollgruppe nicht signifikant verindert wurde. Die durch S-40503 gesteigerte MAR
(periosteal  mineral aposition rate) am kortikalen Knochen spiegelte sich in signifikant
verbesserten Parametern der Biomechanik wider. Kearby et al. (2007) verglichen die
dosisabhingige Wirkung von S-4 (Andarine) mit der von DHT sowie die Wirkung von S-4
zusammen mit dem Antiandrogen Biclutamide bei OVX-Ratten. Auflerdem wurde die
Wirkung von S-4 auf den intakten Knochen evaluiert. Auch hier konnte gezeigt werden, dass
durch S-4 besonders die Parameter der Kortikalis und die Biomechanik bei OVX-Ratten
positiv  beeinflusst werden. Fehlende Verinderungen bei gleichzeitiger Gabe des
Antiandrogens Bicalutamide bestitigten die Wichtigkeit des Androgenrezeptors fir die
Verinderungen am Knochen. Neben der osteoanabolen Wirksamkeit wurde eine
antiresorptive Wirkung von S-4 diskutiert, da die Differenzierung von Osteoprogenitorzellen
zu Osteoklasten durch S-4 gehemmt wurde. Vajda et. al. (20092) diskutierte ebenfalls eine
antiresorptive Wirkung des SARMs LGD-3033 und konnte in seiner priklinischen Studie
mit OVX-Ratten ebenfalls anabole Aktivitit an der Kortikalis und verbesserte
biomechanische Parameter nachweisen. Dartiber hinaus konnten bei gleichzeitiger Gabe
eines Bisphosphonats (LGD 3033 + Alendronate) additive Effekte erzielt werden. Dies ist
von besonderer Relevanz, da die Kombination von osteoanabolem PTH mit einem
Bisphosphonat keine zusatzliche Wirksamkeit auf den Knochen zeigen konnte (Black et al.
2003).
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1.3.1 Ligandrol — LGD 4033
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Abbildung 1: Strukturformel von Ligandrol (LGD-4033); mit freundlicher Genehmigung von
Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln, Deutschland

Tabelle 1: Produktinformation Ligandrol (LGD-4033); mit freundlicher Genehmigung von
Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kéln, Deutschland

Produktname LGD-4033

CAS-Nummer 1165910-22-4

Summenformel C1sHpFNL,O

Molekulargewicht 338,25 g/mol

TUPAC-Name 4-|(2R)-2-[(1R)-2, 2, 2-Trifluoro-1-hydroxyethyl]-1-
pyrrolidinyl]-2-(trifluoromethyl)-benzonitrile

Reinheit > 98%

Das in dieser Studie untersuchte Ligandrol (LGD-4033 auch VK-5211) wurde bereits an
gesunden Minnern in einer Phase I-Studie getestet. Hauptziel dieser Studie war es, die
Sicherheit, Vertraglichkeit und Pharmakokinetik von LGD-4033 zu evaluieren. Wihrend der
placebokontrollierten klinischen Studie zeigten sich keine durch LGD-4033 verursachten

Nebenwirkungen. Des Weiteren zeigte sich bei einer biologische Halbwertzeit von 24-36

Stunden eine dosisabhingige Steigerung der fettfreien Korpermasse (lean body mass) bei den

mit Ligandrol behandelten Personen. Aufgrund signifikant erniedrigter HDL-Werte im

Plasma unter LGID-4033 wurde hinsichtlich der Risiko-Nutzen-Abwigung fiir einen zeitlich

begrenzten Einsatz pladiert (z. B. bei Tumorkachexie oder Muskelverlust nach Fraktur)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C14H12F6N2O&sort=mw&sort_dir=asc
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(Basaria et al. 2013). Dementsprechend befindet sich LGD-4033 aktuell in einer Phase II-
Studie, in der die Verinderung der Muskelmasse bei Patienten untersucht werden, die sich
von einer operativ versorgten Hiftfraktur erholen. Andere Ergebnisse in Bezug auf

Lebensqualitit, Sicherheit und Pharmakokinetik werden ebenfalls analysiert (Clinicallrials. gov
Identifier- NCT02578095).

Die meisten priklinischen und klinischen Studien haben den Effekt von Ligandrol auf die
Muskulatur untersucht, ohne dabei den Knochen detailliert zu analysieren. Die Wirkung von
LGD-4033 auf den Knochen (Femur und Wirbel) — mit Verweis auf ein Kongressposter —
wurde bisher nur auf der Internetseite der [7&ing Therapentics, Inc. publiziert. Dieses berichtet
Uber einen positiven Effekt von LGD-4033 auf biomechanische Parameter und
Knochenmineraldichte, die mittels DXA-Messung am Rattenmodell bestimmt wurde (Vajda
et al. 2009b).

Ein weiteres spannendes Einsatzgebiet von Ligandrol — neben der Osteoporose-Therapie —
stellt das High-Tech-Doping dar. Durch die selektiv anabole Wirkung ist Ligandrol geradezu
pradestiniert fiir den Missbrauch im Leistungssport. Dariiber hinaus lassen sich SARMs mit

den herkémmlichen Dopingtests nur bedingt nachweisen (Striegel und Simon 2007).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Die Dauer des Versuchs umfasste 14 Wochen. Als Versuchstiere dienten 75 weibliche Ratten
vom Rattenstamm Sprague Dawley, die zu Beginn der Studie drei Monate alt waren.

Eingeteilt wurden die 75 Tiere in funf Gruppen a 15 Tiere (Tab. 2).

In der ersten Versuchswoche wurden die Gruppen OVX, 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg
ovariektomiert und damit die Grundlage fiir eine sich entwickelnde Osteoporose geschaffen.

Gruppe Non OVX diente als Kontrollgruppe und wurde dementsprechend nicht operiert.

Nachdem sich durch die Hormonkarenz eine Osteoporose bei den Versuchstieren
ausgebildet hatte, begann neun Wochen nach Ovariektomie die Behandlung mit dem
Wirkstoff Ligandrol.

Die Ratten der Gruppe OVX wurden nicht mit Ligandrol behandelt und entsprachen damit
dem unbehandelten, osteoporotischen Knochen. In den drei verbliebenen Gruppen wurden
unterschiedlich hohe Dosen des Wirkstoffs Ligandrol gewihlt (OVX + 0,04 mg/kg KG;
OVX + 0,4 mg/kg KG; OVX + 4mg/kg KG). Durch dieses Studiendesign sollte eine
mogliche dosisabhingige Wirkung von Ligandrol auf den osteoporotischen Knochen

erforscht werden.

Ligandrol wurde den Versuchstieren oral mit dem Futter zugefiihrt. Die Therapie mit

Ligandrol betrug insgesamt fiinf Wochen.

Nach Woche 14 wurde der Versuch beendet und die Tibiae fiir die weiteren Untersuchungen
entnommen und prapariert. Die linke Tibia wurde jeweils biomechanisch und
computertomographisch im Bereich der Tibiametaphyse analysiert. Die computer-
tomographischen Aufnahmen der Knochen erméglichten eine dreidimensionale Dichte- und
Volumenanalyse sowie eine zweidimensionale Evaluation des Trabekelnetzwerks. Die
biomechanische Analyse wurde in einer Materialpriifmaschine durchgefithrt, wobei die
Knochen metaphysir gebrochen wurden. Die rechte Tibia wurde jeweils molekular-

biologisch auf die Expression knochenspezifischer Gene untersucht.

Fir das Versuchsvorhaben zu neuartigen Strategien der Osteoporose-Therapie mit
selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs) war vor Versuchsbeginn die
Genehmigung vom  Niedersichsischen Landesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit zur Durchfihrung von Tierversuchen nach §8 Abs. 1 des

Tierschutzgesetztes erteilt worden.
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Tabelle 2: Einteilung der Versuchsgruppen

Gruppe Bezeichnung Behandlung Anzahl d. Tiere

1 Non OVX keine n=15

2 OVX Nur Ovariektomie n=15
OVX + 0,04 mg/kg KG

3 0,04 mg ] n=15
Ligandrol*
OVX + 0,4 mg/ke KG

4 0,4 mg , ¢/kg n=13
Ligandrol*
OVX + 4 mg/kg KG

5 4 mg ‘ 8/ke n=14
Ligandrol*

*Behandlung mit Ligandrol neun Wochen nach Ovariektomie fiir fiinf Wochen; Applikation per os

2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fir diese Studie wurden 75 weibliche Ratten vom Rattenstamm Sprague Dawley verwendet,
die zum Zeitpunkt der Ovaricktomie drei Monate alt waren und im Durchschnitt 233 g
wogen. Die Versuchstiere wurden bei der Firma Janvier Labs (Saint-Berthevin, Frankreich)

gekauft.

Wihrend der gesamten Versuchszeit wurden die Tiere in der zentralen tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) der Universititsmedizin Gottingen gehalten und gepflegt. Fuir vier Ratten
stand jeweils ein spezieller Makrolon-Kifig Typ IV zur Verfigung. Der zirkadiane Schlaf-
Wach-Rhythmus wurde durch ein automatisches An- und Ausschalten des Lichts in einem
Abstand von zwolf Stunden simuliert und die Raumtemperatur bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55% auf 20°C gehalten. Die Versorgung der Tiere fand dutch
Mitarbeiter des unfallchirurgischen Labors statt, die die Tiere geftttert, gewogen und

umgesetzt haben.

Pro Woche bekamen die Tiere 1500 g sojafreies Futter (ssniff SM R/M, 10 mm-Pellets, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) sowie demineralisiertes Wasser, was den Tieren
zur freien Verfigung stand. Das Restfutter wurde wochentlich gewogen und wieder auf
1500 g aufgefillt, sodass die durchschnittliche Futter- bzw. Ligandrolaufnahme pro Tier
kontrolliert werden konnte. Der Wirkstoff Ligandrol wurde den Pellets im Vorfeld in

passender Dosierung beigemischt.

Zwel Versuchstiere aus der 0,4-mg-Gruppe starben wihrend der Narkose im Rahmen der

Ovariektomie. Eine Ratte der Gruppe 4 mg wurde leblos in ihrem Kifig aufgefunden
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(Ursache ungeklirt), sodass 72 der 75 Tiere in die Studie eingeschlossen wurden. Jede Ratte
wurde mit einem Transponder (Firma Uno, Zevenaar, Niederlande) versehen, damit

Verwechslungen der Gruppenzugehorigkeit ausgeschlossen werden konnten.

2.3 Ligandrol — Wahl der Dosierung und Anwendung

Das in der Studie verwendetet Ligandrol wurde von der Firma Hoélzel Diagnostika Handels
GmbH (Koln, Deutschland) bezogen (siehe auch 1.3.1). Die Wahl der Firma Holzel erfolgte
zufillig. Es handelte sich nicht um bezahlte Auftragsforschung.

Die mit Ligandrol behandelten Versuchsgruppen bekamen den Wirkstoff in jeweils zehnfach
erhohter Dosierung, um eine dosisabhingige Wirkungsbeziehung zwischen den

unterschiedlichen Gruppen zu erforschen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg — Tab. 2).

Es wurde ein durchschnittliches Tiergewicht von 350 g pro Tier bei Versuchsplanung
angenommen. Bei einer Konzertration von 0,04 mg/kg KG pro Tag musste jedem Tier
0,014 mg Ligandrol pro Tag gefittert werden (0,35 kg * 0,04 mg/kg KG). Die Ligandrol-
behandlung wurde fir 35 Tage durchgefiihrt. Es wurde angenommen, dass jede Ratte pro
Tag 25¢g Futter zu sich nimmt. Fur die 0,04-mg-Gruppe bedeutete das bei einer
Gruppengrofle von 15 Tieren, dass 7,35 mg Ligandrol mit 13,125 kg Basisdiat bzw. 8,4 mg
Ligandrol mit 15 kg Basisdidt gemischt wurden (0,014 mg * 15 Tiere * 35 Tage = 7,35 mg).
Dementsprechend wurde fir die 0,4-mg-Gruppe 84 mg Ligandrol mit 15 kg Basisdidt
gemischt. Fir die 4-mg-Gruppe wurden 840 mg mit 15 kg Basisdidt gemischt. Die
Herstellung dieser Spezialdidten wurde von der Firma ssniff Spezialdiditen GmbH (Soest,
Deutschland) tibernommen. Durch das wochentliche Protokollieren des Tiergewichts und

des Restfutters konnte die orale Wirkstoffaufnahme kontrolliert werden.

Bei der Auswahl der Dosierung orientierte man sich an bisherigen Forschungsergebnissen
im Bereich der selektiven Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs). So konnte in einer
placebokontrollierten Doppelblindstudie (Phase II) zum Wirkstoff GTx-24 (Enobosarm) ein
héchstsignifikanter Anstieg der fettfreien Korpermasse (fean body mass) bei einer tiglichen
Dosis von 3 mg im Vergleich zur Placebo-Gruppe festgestellt werden (p<<0,001; 3 mg vs.
Placebo; mean weight 72 kg) (Dalton et al. 2011).

Bei einem durchschnittlichen Gewicht von 72 kg entspricht die tigliche Dosis von 3 mg etwa
40 pg/kg KG bzw. 0,04 mg/kg KG. Diese Dosis wurde in diesem Forschungsprojekt als die
niedrigste Dosis gewihlt. Andere Studien von SARMs am ovariektomierten Rattenmodell
zeigten eine dhnliche Dosiswahl bei ihren Versuchsgruppen (Kearbey et al. 2007; Vajda et al.
2009a; Furuya et al. 2012) (Tab. 3). LGD-4033 wurde bereits in einer klinischen Studie an
gesunden Minnern auf seine Vertriglichkeit getestet. Bei ebenfalls oraler Einnahme wurden

tigliche Dosen von 0,1 mg, 0,3 mg und 1 mg gewihlt (Basaria et al. 2013).
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Tabelle 3: Dosisauswahl anderer Studien am ovariektomierten Rattenmodell

Autor SARMs Dosis
0,1,0,3, 1, 3,
Furuya et al. (2012) S-101479
10 mg/kg
Vajda et al. (2009a) 1.GD-3303 3 mg/kg

0,1,0,3,0,5,0,75, 1,

Kearbey et al. (2007) S-4 (Andarine) 3 me/k
mg/ kg

2.4 Ovariektomie

Um den Versuchstieren durch Hormonkarenz eine Osteoporose zu induzieren, wurden 60
der 75 Ratten chirurgisch ovariektomiert. Zu Beginn wurden die Versuchstiere durch eine
inhalative Narkose mit Isofluran sediert und relaxiert. Der Zugang zu den Eierstocken
unterhalb des Rippenbogens wurde rasiert sowie desinfiziert. Es erfolgte ein ca. 1,5 cm langer
Hautschnitt in der Medianen iiber dem Lendenwirbelbereich. Danach wurde im subkutanen
Gewebe beidseits nach latero-distal bis zur Bauchmuskulatur stumpf pripariert. Diese wurde
zusammen mit dem Peritoneum ca. 1 cm weit eréffnet, sodass das Ovar und die Tuben der
Ratten dargestellt werden konnten. Der Eileiter wurde samt Gefden abgeklemmt und mit
resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 4-0, RB-1 plus, 70 cm, Fa.Johnson&Johnson, Wien,
Osterreich) legiert. Das Ovar konnte danach oberhalb der Ligatur mit einem Skalpell entfernt
werden. Nach Zuriickverlagerung der Uterushérner wurde das Peritoneum und die
muskulire Bauchdecke mit Vicryl-Nahtmaterial und die Haut mit Klammern (Miche/ wound
brackets 7,5 x 1,75 mm, Gebrider Martin GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland)
verschlossen. Es folgte eine weitere Desinfektion des Operationszugangs. Der Eingriff
wurde auf der kontralateralen Seite wiederholt und die Ratten damit beidseits ovariektomiert.
Dann wurden die Ratten in einen vorgewarmten Kifig gelegt und bis zum Erwachen
beobachtet. Das Analgesie-Protokoll, das von einer Tierdrztin der Zentralen Tier-
experimentellen Einrichtung (ZTE, Goéttingen) ausgearbeitet wurde, sah die intraoperative
Gabe von Rimadyl (5 mg/kg KG s. ¢.) vor. Ein subkutan injiziertes NaCl-Depot von 3 ml
sollte einem Flussigkeitsverlust vorbeugen. Des Weiteren wurde den Versuchstieren am
ersten postoperativen Tag Rimadyl (5 mg/kg KG s. ¢.) zur Schmerzlinderung appliziert. Die
Ovariektomie weiblicher Ratten ist in der Arbeitsgruppe ein etabliertes Verfahren und in der
hier beschrieben Weise schon in vorherigen Versuchen durchgefiithrt worden (Weidemann
2014; Ammon 2015; Kling 2016).
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2.5 Obduktion der Versuchstiere und Aufbereitung der Knochen

Nach 14 Versuchswochen waren die verbliebenen 72 Versuchstiere mittels inhalativer CO»-
Narkose sediert worden, bevor die Dekapitation in einer dafir speziell gefertigten
Vorrichtung durchfiihrte wurde. Vor der Obduktion wurde das Gewicht eines jeden Tieres

protokolliert.

Das sich anschlieBende Sezieren der Versuchstiere gliederte sich in mehrere Arbeitsschritte
bei denen Uterus, Muskeln (M. gastrocenmius, M. solens, M. longissimus), Lendenwirbel sowie
beide Femora und beide Tibiae entnommen und die Knochen grob von Synostosen, Muskel
und Bindegewebe befreit wurden. Muskeln, Lendenwirbel und Femora wurden im Rahmen
anderer Promotionsarbeiten gesammelt und untersucht. Die linken Tibiae wurden vorerst in
5 ml-Rohrchen (Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht, Deutschland) gesammelt und mit NaCl
befeuchtet. AnschlieBend wurden sie bei -20°C im Labor der Unfallchirurgie eingefroren.
Die rechten Tibiametaphysen wurden fiir die molekularbiologische Untersuchung sofort
nach Entnahme vom restlichen Knochen abgeknipst, von Weichteilresten entfernt und in

flissigem Stickstoff tiefgefroren.

Fir die biomechanische und computertomographische Analyse wurden die linken Tibiae zu
einem spiteren Zeitpunkt feinsduberlich von Geweberesten freiprapariert und die Fibulae

entfernt.
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2.6 3D-Knochenanalyse

Fir das Generieren der computertomographischen Scans diente das Quantum FX microCT
des Herstellers Caliper Sciences (Hopkinton, Massachusetts, USA). Durch dieses microCT
konnten die Knochen hochaufgeldst und dreidimensional dargestellt werden, bei gleichzeitig

geringer Strahlenbelastung (durchschnittlich 15 mGy pro Scan).

Wihrend eines Scanvorgangs trifft die Rontgenstrahlung nach Durchleuchtung des
Untersuchungsknochens auf eine Szintillatorschicht, an der die eintreffende Energie in
sichtbares Licht umgewandelt wird. Des Weiteren werden Lichtphotonen von einer
Sensormatrix erfasst und das Strahlenprofil fir die weitere Bildverarbeitung genutzt.

Folgende Scanparameter wurden fiir die Durchfihrung der Scans definiert (Tab. 4):

Tabelle 4: Darstellung der Scanparameter

Scan-Parameter Wert + Einheit
Anzahl d. Projektionen 3600
Rohrenspannung 70 kVp
Rohrenstrom 200 pA

Field of view (FOV) 20 x 20 mm®
Scanzeit 2 Minuten
Scanmodus Vollrotation (360°)
Effektive VoxelgrofBe 40 x 40 x 40 pm’
Frame rate des Detektors 30 Hz
Bildmatrix 512 x 512
Datenprisentation 16 bit

Die dreidimensionale Analyse der Versuchsknochen erfolgte durch die Software 3D-
OsteoAnalyze. Durch das Computerprogramm konnten die dreidimensionalen Knochen-
scans zur Darstellung gebracht werden und das Volumen und die Dichte fiir die bestimmten
Gewebsabschnitte (Kortikalis, Trabekel, Kortikalis + Trabekel, Weichteilgewebe) berechnet

werden.
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2.6.1 Schritt 1 — Durchfithrung der Scans

Zu Beginn wurde eine Aufwirmphase von 15 Minuten fiir das Gerit vorgesehen, um eine
gleichmiBlige Bestrahlungsintensitit zu gewahrleisten und um die Réhre durch plotzliches
Ausschalten nicht zu beschadigen. Fiir eine sichere Positionierung wurden die Knochen auf
einem strahlendurchlassigen Schaumstoffstiick gelagert und gescannt. Neben dem Knochen
wurde auch ein Kalibrierungsphantom gescannt. In einem Testscan in niedriger Aufldsung
wurde die Darstellung der Tibiametaphyse und des Phantoms uberpriift, bevor ein Scan in
hoher Auflésung durchgefihrt wurde. Mit Hilfe eines Algorithmus konnte aus dem
ermittelten Datensatz eine 3D-Rekontruktion der Knochen erstellt werden. Die Anfertigung
der 3D-Knochenscans wurde freundicherweise durch Mitarbeiter des unfallchirurgischen

Labors ibernommen.

2.6.2 Schritt 2 — Bearbeitung des Kalibrierungsphantoms

Fiir jeden Knochen wurde durch das Programm 3D-OsteoAnalyze ein Grauwerthistogramm
erstellt, bei dem auf der x-Achse die Rontgenschwichungswerte und auf der y-Achse die
Anzahl der Bildpunkte, die in den entsprechenden Grauwertebereich fallen, dargestellt
wurde. Da die Rontgenschwichungswerte ein Maf3 fiir die relative Elektronendichte eines
Materials sind, konnen sie nicht direkt in eine Massendichte umgerechnet werden. Deshalb
wurde neben den Versuchsknochen ein Phantom (QRM, Bayern) mit fiinf Kammern, welche
mit Hydroxyapatit befillt waren, gescannt. Diese Phantomkammern bekannter Dichte
dienten als Referenzwerte fir die Umrechnung der Grauwerte (gray valne — GVal) in
Massendichten ~ (BMD). Die Massendichte wurde somit mittels folgender

Umrechnungsgleichung aus den Grauwerten berechnet:
BMD (g/ cm3) =m*GVal+b

Dabei wurde die Steigung 7 und der Wert 4 fiir jedes Phantom berechnet, bevor Dichte und

Volumen fir die unterschiedlichen Gewebsabschnitte berechnet werden konnten (Abb. 2).

2.6.3 Schritt 3 — Einstellung der Phantomwerte und Zuschnitt der Tibiametaphyse

Zu Beginn wurde der CT-Scan im Programm 3D-OsteoAnalyze aufgerufen. In
dreidimensionaler Darstellung zeigten sich pro Datei zwei Tibiae mit dazugehérigem
Phantom in festgelegter Anordnung, um eine Verwechslung der Versuchsknochen
auszuschlieBen (Abb. 3). Uber die Funktion density callibration wutrden die zuvor berechneten
Phantomwerte (7, b) fiir den jeweiligen Knochenscann in die Umrechnungsgleichung (siche
Schritt 1 — Abb. 1) eingetragen. SchlieBlich wurde der zu untersuchende Bereich der Tibia-
metaphyse durch einen standardisierten Messrahmen (region of interest - ROI) ausgeschnitten
(Abb. 4). Als Ausgangspunkt fiir diesen diente der Ubergang zwischen Tibiaplateau und

metaphysirer Vorderkante. Von diesem Ausgangspunkt ging man 1,5 und 3,5 mm nach
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distal, um den 2 mm langen Messrahmen an der Metaphyse festzulegen. Dieser durch den
Messrahmen bestimmte Bereich der Tibia wurde ebenfalls ausgeschnitten (Abb.4). An
diesem ausgeschnittenen Bereich (ROI) wurde zuerst die distal gelegene Kortikalisfliche
analysiert, indem der periostale (A1) und der endostale (Az) Rand des distalen Knochenendes
umrandet wurde und die Flichen voneinander abgezogen wurden (Ai-Az) (Abb. 5). Die
Fliche A; entspricht der gesamten Querschnittsfliche (¢cross-sectional area). Die Fliche A,
entspricht der bone marrow area. Diese beiden Parameter (cross-sectional area, bone marrow area)
wurden nachtriglich erhoben, um die Ligandrolwirkung auf die Kortikalis weiter zu
differenzieren. Hiermit konnte die Frage geklirt werden, ob sich die Kortikalis durch
Kontraktion der bone marrow area oder durch Expansion der Gesamtquerschnittsfliche (cross-
sectional area) verbreitert hat. Obwohl die beiden Parameter in der 3D-Analyse erhoben
wurden, werden sie im Zusammenhang mit den anderen zweidimensionalen Parametern
diskutiert und dementsprechend mit den Ergebnissen der 2D-Analyse im Ergebnisteil
dargestellt.

2.6.4 Schritt 4 — Berechnung des Volumens und der Dichte

Im Folgenden wurde ein Grauwerthistogramm des ausgeschnittenen Metaphysenabschnitts
ROI) erstellt. Das typische Histogramm zeigte einen peak bei geringen
Rontgenschwichungswerten, was im CT registrierter Luft entsprach (Abb. 6). Um nur den
Knochen untersuchen zu kénnen wurde die Luft aus dem Histogramm herausgeschnitten.
In diesem neuen Histogramm (Abb. 7) konnten nun die unterschiedlichen Gewebsanteile
farblich detektiert werden, indem die Grenzen auf der x-Achse (Rontgenschwichungswerte)
verschoben wurden. Fir sechs Knochen (jeweils drei aus der Gruppe Non OVX und drei
aus der Gruppe OVX) wurden im Vorfeld die Grenzen fir Kortikalis, Trabekel und
Weichteilgewebe visuell eingestellt. Dabei wurden die Grenzen so eingestellt, dass nur das
jeweilige Gewebe griin detektiert wurde (Abb. 8). Fur jeden Gewebebereich wurde der
durchschnittliche Grenzwert aus den sechs Knochen berechnet und im Folgenden bei jedem

Versuchsknochen angewandt (Tab. 5).
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Abbildung 2: Darstellung der Funktion zur  Abbildung 3: Initiale Darstellung; im
BMD-Berechnung aus den Grauwerten; 7~ blauen Fenster: Tibia eins oben, Tibia zwei

und /-Wert fiir das entsprechende Phantom unten,Phantom oben rechts

sind eingefiigt

Abbildung 4: Region of interest (ROI) der ~ Abbildung 5: Periostaler Rand der
Tibiametaphyse; gelber Messrahmen definiert ~ Kortikalis (A1) gelb umrandet; Knochen
die ROI um 90° gedreht, Ansicht von kaudal

Tabelle 5: Darstellung der Grenzen und Grenzwerte der computertomographischen

Auswertung
Grenzen Grenzwerte
Kortikalis max. Auf x-Achse maximal nach rechts
Kortikalis min. / Trabekel max. 0,9442
Trabekel min / Weichteil max. 0,3848
Weichteil min. Visuelle Einstellung
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Abbildung 6: Darstellung des Abbildung 7: Darstellung des
Grauwerthistogramms mit typischem peak Grauwerthistogramms mit
durch Luft bei geringen herausgeschnittenem peak durch Luft und
Rontgenschwichungswerten eingestellten kortikalen Grenzwerten

Abbildung 8: Darstellung der griin markierten Kortikalis bei eingestellten Grenzwerten

Die Dichte (BMD in g/cm’) wurden fiir die Kortikalis, Kortikalis + Trabekel, Trabekel,
Weichteilgewebe und den gesamten Knochen mittels Umrechnungsgleichung aus den
Grauwerten (y-Achse) innerhalb der festgelegten Grenzen (x-Achse) berechnet. Dartiber
hinaus wurden fiir die unterschiedlichen Gewebe das Volumen (mm’) bestimmt. Bei
eingestellten Grenzen wurden die beiden Messparameter fiir jeden Gewebebereich bestimmt

und in einem Excel-Dokument zusammengetragen.
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2.7 2D-Knochenanalyse

Um die Wirkung von Ligandrol auf den Knochen weiter untersuchen zu kénnen, wurden
zweidimensionale Schnitte im Bereich der Metaphyse durchgefiihrt. Ziel dieser Methode war
es neben kortikalen Parametern besonders die Beschaffenheit des Trabekelnetzwerks in den

unterschiedlichen Versuchsgruppen zu untersuchen.

2.7.1 Schritt 1 — Erstellen zweidimensionaler Schnitte

Dies konnte durch das Programm 3D-OsteoAnalyze mit der Funktion create slices realisiert
werden. Insgesamt wurden im Bereich der Metaphyse zehn Schnitte pro Knochen (s/ice count)
mit einer Dicke von 0,001 mm (#hickness) getertigt. Der Abstand der Schnitte untereinander
betrug 0,1 mm bei einer Matrix von 1024 Pixeln. Um bei allen Tibiae die gleiche Stelle der
Metaphyse standardisiert schneiden zu koénnen, wurde der erste Schnitt am Ubergang des
knorpeligen Tibiaplateaus zur metaphysiren Vorderkante gewihlt (Abb. 9). Dartiber hinaus
wurden fir die Schnitte die maximale Helligkeit im Histogramm des jeweiligen Knochens
eingestellt. Diese Finstellung beruhte auf Erfahrungswerten und ermoglichte eine bessere
Darstellung und Quantifizierung der Trabekel in der darauffolgenden Auswertung. Auf diese
Art und Weise wurden bei allen Versuchsknochen zehn zweidimensionale Schnittbilder

erstellt.

2.7.2 Schritt 2 — Detektion kortikaler und trabekulidrer Knochenanteile

Die Darstellung und Auswertung der zweidimensionalen Schnitte erfolgte mit der Software
MetaMorph (Firma Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland). Fir jeden Knochen wurden
jeweils drei zweidimensionale Schnittbilder analysiert. Dafiir wurden die ersten drei der zehn

angefertigten Schnitte ausgewihlt.

Zu Beginn wurde Uber die Funktion adjust digital contrast die Helligkeit (brightness) auf 0% und
der Kontrast auf 50% eingestellt. Auch diese Einstellungen beruhten auf Erfahrungswerten
(Abb. 10). In einem weiteren Schritt wurde der gesamte Knochen (Kortikalis + Trabekel)
farblich detektiert und durch das Programm registriert. Hierbei wurde vor allem auf eine
genaue Detektion der Trabekel sowie deren Kreuzungen geachtet (Abb. 11). Danach schloss
sich das Umranden von Kortikalis- und Trabekelfliche an. Dies wurde mit Hilfe eines graphic
pads gemacht, auf dem mit einem Stift der periostale und endostale Rand der Kortikalis
nachgefahren werden konnte (Abb. 12, Abb. 13). Das Programm errechnete aus den

markierten und umrandeten Flichen die in Tabelle 6 aufgefiihrten Parameter.
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Abbildung 9: Darstellung der Schnittbilderstellung; Schnittbildebenen in rot dargestellt

Abbildung 10: Darstellung des Abbildung 11: Detektion des gesamten
Knochenschnitts nach Adjustierung der Knochens (Kortikalis + Trabekel)
Helligkeit und des Kontrasts

Abbildung 12: Mit dem graphic pad Abbildung 13: Mit dem graphic pad
umrandeter periostaler Rand der Kortikalis umrandete Trabekelfliche bzw. endostaler
Rand der Kortikalis
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Tabelle 6: Darstellung der Parameter der 2D-Knochenanalyse

Parameter Einheit
Kortikalisfliche mm®
Kortikalisdicke mm
Trabekelfliche mm®
Knochenflichendichte Trabekel Yo
Anzahl der Trabekelkreuzungen n
Dichte der Trabekelkreuzungen n/mm?
Trabekeldicke mm

2.8 Biomechanischer Bruchtest

Fir die biomechanische Analyse wurde eine Zwick-Materialprifmaschine vom Typ 145660
Z020/TND (Zwick/Roell, Ulm, Germany) verwendet. Hierbei wurde ein Drei-Punkte-
Bruchtest fur Tibiae angewandt, der in dem Labor der Unfallchirurgie entwickelt wurde. Ziel
dieser Entwicklung war das standardisierte Herbeiftihren metaphysirer Tibiafrakturen zur

Evaluation der Osteoporose (Stirmer et al. 2000).

2.8.1 Schritt 1 — Vorbereitung des Drei-Punkte-Bruchtests

Da die Knochen bei -20°C eingefroren und gelagert wurden, musste jeder Knochen vor
Versuchsbeginn fiir 15 min aufgetaut werden. Wihrend des Bruchtests wurde der bearbeitete
Knochen konstant befeuchtet. Als Halterung fir die Tibia diente ein speziell angefertigter
Aluminiumblock, in den die Tibia eingelegt werden konnte. Das proximale Ende des
Tibiaplateaus passte sich in eine konkave Rundung ein, sodass beide Tibiakondylen dem
Aluminiumblock auflagen. Durch die s-férmige Beschaffenheit der Tibia befand sich der
dritte Auflagepunkt am distalen Ende des Knochens (Malleolengabel). Um ein Kippen der
Tibia in der Transversalachse zu verhindern, konnte der Knochen zwischen zwei
Stellschrauben befestigt werden. Jedoch wurde stets darauf geachtet, dass ein Verschieben in
longitudinaler Achse gewihrleistet blieb (Abb. 14).
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Abbildung 14: Darstellung des Probeknochens im Aluminiumblock; Schrauben verhindern
das Kippen des Knochens bei erhaltener Beweglichkeit in longitudinaler Richtung; links in

Seitenansicht, rechts in Ansicht von kranial

2.8.2 Schritt 2 — Lagekorrektur und Durchfiihrung der metaphysiren Fraktur

Kompression auf die Vorderkante der Tibiametaphyse wurde durch einen eingekerbten
Rollenstempel ausgetibt, der mit einer kontinuierlichen Geschwindigkeit von 50 mm/min
vertikal auf die Knochenvorderkante driickte. Um die Bruchstelle bzw. die Kompression des
Stempels final beurteilen zu koénnen, wurde die Tibia bei einer durch den Stempel
aufgewendeten Kraft von 1 Newton (N) fixiert. Erst nach Bestitigung der korrekten
Stempelposition, tbte der Stempel mit kontinuierlicher Geschwindigkeit weiter Druck auf
die Metaphyse aus (Abb. 15). Der Versuch endete mit dem metaphysiren Bruch der Tibia

oder einem Druckabfall > 25 N, der als bruchdquivalent angenommen wurde.

Abbildung 15: Darstellung der Tibia bei Kompression auf die Vorderkante nach exakter
Lagekorrektur

Die biomechanische Analyse wurde mit dem Programm testXpert durchgefiihrt, welches die
einwirkende Kraft (N) und den Weg des Stempels in einem Kurvendiagramm (Kraft-Weg-

Diagramm) darstellte.
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2.8.3 Validierung

Um ein standardisiertes Brechen der Tibiae und den korrekten Umgang mit der Material-
prifmaschine zu gewihrleisten, wurden zehn Knochenpaare zur Validierung bearbeitet und
die Ergebnisse ausgewertet. Diese Knochenpaare stammten von weiblichen Ratten, die nicht
Teil des Versuchs waren. Ziel der Validierung war es, die Abweichung zwischen der linken
und rechten Tibia eines Knochenpaares fiir die zu messenden Parameter unter 10% zu

halten.

Das Lingenwachstum der Rohrenknochen von Menschen und Ratten geschieht durch
epiphysires Wachstum (enchondrale Ossifikation). Untersuchungen der Wachstumsfuge bei
weiblichen Sprangue Dawley Ratten zeigten, dass die Wachstumsfuge vom sechsten bis zum
18. Monat knéchern tberbaut wird und somit das Langenwachstum mit der Zeit sistiert
(Martin et al. 2003). Somit war die tibiale Wachstumsfuge der Versuchstiere zu Versuchsende
(Tiere waren 6,5 Monate alt) noch nicht vollstindig verkndchert. Wihrend der Bearbeitung
der Validierungsknochen fiel auf, dass die Epiphyse durch den zunehmenden Druck auf die
Metaphyse zuerst abgesprengt und dies durch den daraus resultierenden Druckabfall
falschlicherweise als Bruchereignis registriert wurde. Ebenfalls dnderte sich dadurch die
Kontaktstelle an der metaphysiren Vorderkante, was zu verwackelten Kurvendiagrammen
fithrte. Dieses Phinomen wurde bei einem grof3en Teil der Validierungsknochen beobachtet.
Somit war ein standardisiertes Brechen der Knochen unmoglich. Deswegen wurde im
Folgenden die Epiphyse abpripariert, sodass die Tibiae auf den verknécherten Anteilen der
Kondylen auflagen (Abb. 16). Sowohl die s-férmige Beschaffenheit des Knochens als auch
das Prinzip des Drei-Punkte-Bruchtests konnten durch diese Modifikation beibehalten
werden. Dadurch konnte ein regelmiBiger Kurvenverlauf im Kraft-Weg-Diagramm und

Ergebnisse mit zufriedenstellender Abweichung generiert werden.

Abbildung 16: Tibia nach Entfernung der Epiphyse
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2.8.4 Messparameter und Interpretation des Kraft-Weg-Diagramms

Die biomechanische Analyse diente dazu, die Elastizitat (s#ffuess), die Streckgrenze (yield load)
und die Maximalkraft (Fr,.) der einzelnen Knochen zu bestimmen und zwischen den finf

Versuchsgruppen zu vergleichen.

Dabei zeigte sich ein typischer Kurvenverlauf im Kraft-Weg-Diagramm. Nachdem die
korrekte Position der Vorderkante unter dem Rollstempel bei einer Vorkraft von 1 N
bestitigt wurde, stieg die Kurve des Kraft-Weg-Diagramms stetig an. Dies ist der Bereich
der elastischen Deformation, bei der es zur reversiblen Verformung des Knochens kommt.
Dann nahm die Steigung der Kurve etwas ab und erreichte thre Maximalkraft (Fiay). Dies ist
der Bereich der plastischen Deformation, bei der erste Mikrofrakturen im trabekuliren
Netzwerk zur irreversiblen Verformung des Knochens fihren. Zwischen den beiden
Kurvenverliufen befindet sich die Streckgrenze (yield load), die den Ubergang zwischen
elastischer (reversibler) und plastischer (irreversibler) Verformung darstellt (Stirmer et al.
2006; Cole und van der Meulen 2010).

2.8.4.1 Elastizitat — stiffness

Die Elastizitat wird iiber die Steigung im Beriech der elastischen Deformation berechnet. Es
wurde der Quotient aus der Kraft (Fyund Weg (s) an jeweils zwei Punkten bestimmt, an
denen die Kurve den steilsten Verlauf genommen hatte.

(F; — F1)
Sz = S1)

Elastizitit = ; Einheit N/mm

2.8.4.2 Streckgrenze — yield load

Die Streckgrenze (yield load) ist definiert als der Punkt, an dem die elastische Deformation
des Knochens in eine plastische Deformation iibergeht. Im Bereich dieses Ubergangs wurde
eine Regressionsgerade und die Standardabweichung bestimmt. Als Streckgrenze wird dann
der Punkt definiert, an dem die Steigung (s#ffness) um mehr als das Zweifache einer
Standardabweichung abgenommen hat (Sturmer et al. 2006). Die Streckgrenze (yield load)
wird in Newton (N) angegeben.

2.8.4.3 MaXimalkraft — Fmax

Die Maximalkraft ist die groB3te Kraft, die der Knochen standhalten kann. Nach Fr. nimmt
die Kraft so lange ab, bis der Knochen frakturiert ist. Die Maximalkraft (Fmax) wird in Newton

angegeben.
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2.9 Molekularbiologische Analyse

Bei der molekularbiologischen Analyse wurde die Wirkung von Ligandrol auf die Expression
knochenspezifischer Gene untersucht. Dazu wurde die Ribonukleinsdure (RNA) aus den
Knochen isoliert und gereinigt (2.9.1), die Konzentration der RNA durch UV-Photometrie
gemessen, komplementire Desoxyribonukleinsiure (cDNA) synthetisiert (2.9.3) und mittels

quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) quantifiziert (2.9.4).

2.9.1 RNA-Isolation

Um die RNA aus den Knochenproben zu isolieren, wurde das RNeasy® Mini Kit der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) genutzt. Inhalt des Kits waren RNeasy Mini spin columns,
collection tubes (1.5 ml, 2 ml), Buffer RLT, Buffer RW1, Buffer RPE (concentrated buffer) und
RNase-freies Wasser. Zusitzlich zu dem Kit wurde fiir das Homogenisieren der Probe der
QIAshredder (Firma Qiagen, Hilden, Germany) verwendet. Eine wichtige Voraussetzung fiir
die Aufreinigung der RNA war das sofortige Einfrieren der Knochen in flissigem Stickstoff
nach Entnahme sowie die weitere Lagerung bei -70°C. Die RNA-Isolation wurde gemil3 den
Herstelleranweisungen durchgefiihrt (Qiagen 2012). Die RNA-Isolation wurde bei
Raumtemperatur mit Ethanol-gewaschenen Handschuhen durchgefiihrt. Die Proben und die

Schiittelbehilter (Teflon-Gefill und Kugel) wurden in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.9.1.1 Schritt 1 — Pulverisierung der Knochen

Zuerst wurde der Knochen im Mérser grob zerkleinert, um die Knochenfragmente dann in
den Schittelbehilter zu geben. Das Teflon-Gefi3 mit Kugel wurde im Micro-Dismembrator
bei einer Schwingungsfrequenz von 2500 rpm geschiittelt. Fir jede Tibia wurde ein neuer
Schittelbehilter verwendet. Durch die damit induzierte Sprengung von Zellwinden und

Plasmamembranen wurde die RNA in der Probe freigesetzt wurde.

2.9.1.2 Schritt 2 — Homogenisierung der Probe

Das Knochenpulver (zwei Spatelspitzen) wurde in ein Eppendorf-Cup gefiillt und mit 350 ul
Lysepuffer (Buffer RTL + 3-Mercaptoethanol) vermischt. Diese Suspension wurde dann auf
die Shredder-Sdule pipettiert (QIAshredder homogenizer, Qiagen) und zwei Minuten bei
12000 rpm zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde nach Zentrifugation vorsichtig mit
einer Pipette enthommen und in ein neues Eppendorf-Cup gefiillt. Das entstandene Pellet

wurde verworfen.
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2.9.1.3 Schritt 3 — Zugabe von Ethanol und Aufreinigung der RNA

Dem Filtrat wurde 350 ul Ethanol (70%) hinzugegeben, um optimale Bedingungen fiir
selektive RNA-Bindung an die Membran der RNeasy-Siule (RNeasy spin column, Qiagen) zu
schaffen. Die mit Ethanol versetzte Flissigkeit wurde dann auf die RNeasy-Sdule pipettiert
und 15 Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Die RNA
konnte so an die Membran der RNeasy-Sdule binden. Dann wurden 700 ul Waschpuffer
(Buffer RW1) auf die RNeasy-Siule pipettiert und wieder 15 Sekunden bei 12000 rpm
zentrifugiert. Auch hier wurde der Durchfluss verworfen. Die RNeasy-Siule wurde dann
vorsichtig in ein neues Eppendorf-Cup tberfihrt und darauffolgend zweimal mit 500 ul
RPE-Puffer gewaschen. Das erste Mal wurde fiir 15 Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert;

das zweite Mal wurde fiir zwei Minuten bei 12000 rpm trocken zentrifugiert.

Die RNA wurde durch das Pipettieren von 35 ul RNase-freiem Wasser und Zentrifugation
(60 Sekunden bei 12000 rpm) aus der Membran eluiert. Die herausgel6ste RNA wurde dann
sofort auf Eis bzw. in flissigen Stickstoff gelegt und bei -70°C eingefroren.

2.9.1.4 Schritt 4 — UV-Photometrie

Ziel der UV-Photometrie war es, die Konzentration der unterschiedlichen RNA-Proben zu
messen. Das UV-Photometer (GeneRay, Biometra, Gottignen, Deutschland) wurde
kalibriert, indem die Extinktion von reinem Wasser bei einer Wellenlinge von 260 nm
gemessen wurde. Diese gemessene Extinktion wurde als Nullwert fir die Folgemessungen
festgelegt. Darauffolgend wurden jeweils 6 ul der eluierten RNA eingesetzt und deren
Extinktion gemessen. Das Umstellen des Lambert-Beer-Gesetzes ermdglicht bei bekannter
Schichtdicke 4und bekanntem Extinktionskoeffizienten e das Berechnen der Konzentration
¢ (Lange und Vejdelek 1987; Bruhn et al. 2011). Durch dieses quantitative Analyseverfahren
konnte festgestellt werden wieviel RNA in den jeweiligen Proben vorhanden war.

Konzentrationsunterschiede wurden durch Verdinnung ausgeglichen.
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2.9.2 Synthese von cDNA

Mit Hilfe des Enzyms Reverse-Transkriptase kann aus dem RNA-Einzelstrang, der hier als
Matrize dient, ein DNA-Doppelstrang synthetisiert werden. Diese DNA wird als cDNA
bezeichnet und besitzt im Gegensatz zur urspringlichen eukaryotischen DNA keine Introns,
da als Ausgangssubstanz eine schon prozessierte RNA dient. Diese Methode ermdglicht
Informationen auf RNA-Einzelstringen nach Synthese in cDNA mittels PCR gezielt zu
amplifizieren und auszuwerten (Cooper und Hausman 2015). Fir die Arbeitsschritte wurde

das Herstellerprotokoll orientierend herangezogen (Promega 2016).

2.9.2.1 Schritt 1 — Losen der RNA-Sekundirstrukturen und Primer-Anlagerung

Zu Beginn wurde der Probenansatz (14 ul) erstellt, indem zu 10 ul RNA (100 ng) 1 pl
Random Primer (Gibco, Nr. 48190-011, 3 ng/ul; 1:30 verdinnt) und 3 pul RNase-freies
Wasser hinzugegeben wurden. Dieser Probenansatz wurde dann gevortext, kurz bei

10000 rpm  zentrifugiert und fir 10 min bei 70°C in einem Thermoblock (LabCycler,
SensoQuest GmbH, Goéttingen, Deutschland) inkubiert.

2.9.2.2 Schritt 2 — cDNA-Doppelstrangsynthese

Nach Entnahme aus dem Thermoblock wurden die Proben nochmals kurz zentrifugiert
(10000 tpm) und zu jeder Probe (14 ul) wurde ein Master-Mix (6 pl) aus jeweils 4 pl
Reaktionspuffer, 1 ul ANTP-Mix (Invitrogen Nr. 18427-013, 10 mM) und 1 ul des Enzyms
Reverse-Transkriptase (M-MLV Reverse-Transkriptase, RNASE H minus point mutant,
Promega Nr. M3682) hinzugegeben. Dann wurde das neue Probengemisch (20 ul) gevortext,
kurz zentrifugiert (10000 rpm) und im Thermoblock einem speziellen Inkubationszyklus
unterzogen. Um gleiche Startbedingungen fiir alle Proben zu schaffen, wurde jede Probe fiir
10 min bei 22°C behandelt. Darauffolgend wurde die Arbeitstemperatur des Enzyms
Reverse-Transkriptase  eingestellt (50 min  bei  42°C). Um die Arbeit des
Transkriptionsenzyms zu stoppen, wurde die Probe in einem letzten Schritt fiir 10 min bei
95°C inkubiert. Nach der cDNA-Synthese wurde die Probe sofort auf Eis gelegt und bei
10000 rpm kurz zentrifugiert. Dann konnte die neu gewonnene cDNA bei -20°C eingefroren

werden.
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2.9.3 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Die Amplifikation der cDNA bei der quantitative Echtzeit-PCR beruht auf den Grundsatzen
der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion, bei der der DNA-Doppelstrang
aufgespalten wird, sich Primer anlagern und die Einzelstringe komplementir durch die
Polymerase erginzt werden. Zusitzlich konnen die amplifizierten Genprodukte durch
angelagerten Fluoreszenzfarbstoff in Echtzeit quantifizieren werden. Der fluoreszierende
Farbstoft interkaliert mit dem DNA-Doppelstrang, sodass die Intensitit der Fluoreszenz
proportional mit der Menge der gebildeten DNA ansteigt. Der quantitative Endpunkt der
qRT-PCR ist der CT-Wert bzw. CP-Wert (threshold cycle bzw. crossing poind). Er ist definiert als
die Zyklenzahl der PCR, an der das Fluoreszenzsignal der Probe einen gewissen
Schwellenwert tbersteigt. Damit wird sichergestellt, dass sich die PCR in der exponentiellen
Phase der Amplifikation befindet. Durch eine Schmelzkurvenanalyse wird gewahrleistet, dass
nur das gewinschte Gen und keine weiteren Sequenzen in die Fluoreszenzmessung
miteingegangen sind. Die relative Genexpression wird tiber die Delta-Delta-CT-Methode
(auch comparative CT method) berechnet, indem die Expression des Zielgens gegen ein

Referenzgen normalisiert wird (Holzapfel und Wickert 2007; Schmittgen und Livak 2008).

2.9.3.1 Schritt 1 — Ansatz fir die qRT-PCR

Fir die anstehenden Zyklen qRT-PCR wurde fiir jede Probe ein Ansatz aus cDNA,
genspezifischem ready-to-use-Primer von Qiagen (QuantiTect® Primer Assays, Hilden,
Germany), Wasser und SYBR-Green Supermix (iTaq™ Universal SYBR-Green Supermix,
Bio-Rad Laboratories, USA) vorbereitet. Die Primer waren spezifisch fir folgende Gene: 32-
MG, AP, AR, ERa, OC, OPG, RANKL und TRAP. Der SYBR-Green Supermix beinhaltete
die hot-start iTaq DNA-Polymerase, den SYBR-Green I Farbstoff, dNTPs, MgCly,
Stabilisatoren, enbancer und ein Gemisch aus Farbstoffen (u. a ROX und Flurescein). Fur
jedes Gen wurde eine spezifische Menge an cDNA fir den qRT-PCR-Ansatz verwendet
(Tab. 7). Diese spezifische Menge an cDNA wurde mit 1 pl an genspezifischen Primern, 9 ul
Wasser und 10 pl SYBR-Green Supermix gemischt. Fir jede Gruppe (Non OVX, OVX,
0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) wurden jeweils zehn Ansitze hergestellt und genspezifisch untersucht
(Tab. 7).

2.9.3.2 Schritt 2 — Durchfithrung der qRT-PCR

Die jeweils 50 Ansitze aus Schritt 1 wurden auf eine PCR-Platte pipettiert und in einem RT-
PCR-System analysiert (Biorad, C1000 zhermal cycler, CEX96 real-time System). Neben den
Ansitzen mit den cDNA Proben wurden pro Platte funf Negativkontrollen untersucht.
Diese beinhalteten ebenfalls den genspezifischen Primer und den SYBR-Green Supermix,

jedoch wurde statt der cDNA Wasser eingesetzt. Fir die qRT-PCR ist folgendes
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Temperaturprogramm verwendet worden: im ersten Zyklus wurden die Proben fiir 5 min
von Raumtemperatur auf 95°C erhitzt, um die hot-start DNA-Polymerase zu aktivieren.
Dieser Zyklus erfolgte ein Mal. Die niachsten beiden Schritte dienten der Denaturierung und
Primer-Anlagerung mit Amplifikation. Die Denatutrierung erfolgte bei 95°C fiir zehn
Sekunden. Die Primer-Anlagerung mit Amplifikation erfolgte bei 60°C fiir 30 Sekunden.
Diese beiden Schritte wurden insgesamt 40 Mal wiederholt. Im letzten Schritt wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefithrt. Hierbei wurde die Temperatur von 65°C auf 95°C

schrittweise erhoht. Jede funf Sekunden wurde die Temperatur um 0,5°C gesteigert (Tab. 8).

Tabelle 7: Genspezifischer Probenansatz fiir die qRT-PCR

Gen cDNA Wasser SYBR-Green  Primer
B-MG 2 pl (10 ng) 9 ul 10 pl 1l
OoC 4 ul (20 ng) 9 ul 10 pl 1wl
AP 4 ul (20 ng) 9 ul 10 pl 1l
OPG 4 ul (20 ng) 9 ul 10 pl 1l
RANKL 5 ul (25 ng) 9 ul 10 pl 1l
AR 4 ul (20 ng) 9 ul 10 pl 1l
ERa 5 ul (25 ng) 9ul 10 ul 1wl
TRAP 5 ul (25 ng) 9 ul 10 pl 1wl
Tabelle 8: Temperaturprogramm der qRT-PCR
Schritt Temperatur Zeit Zyklus
Aktivieren der DNA-Polymerase RT - 95°C 5 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec 40
Annealing und Amplifikation 60°C 30 sec 40
Schmelzkurvenanalyse 65°C - 95°C 0,5°C / 5sec |1
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2.9.3.3 Schritt 3 — Berechnung der relativen Genexpression

Fir jede genspezifische qRT-PCR wurde ein Protokoll erstellt, indem die CT-Werte fiir jede
Probe berechnet wurden. Diesen CT-Werten wurde der jeweilige CT-Wert des Referenzgens
abgezogen (= Delta-CT). Als Referenzgen wurde B,-Mikroglobulin (8,-MG) verwendet. Die
finale Berechnung der relativen Genexpression erfolgte tber die Delta-Delta-CT
Methode(Holzapfel und Wickert 2007):

AACT = ACT Behandlung - ACT Kontrolle = (ACT Zielgen - ACT Referenzgen 53,-MG) -
(ACT intaktes Kontrollgen - ACT Referenzgen $3,-MG)

Ratio = 24ACT

2.10 Statistik

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse in Form von
Siulendiagrammen erfolgte durch das Programm GraphPad Prism (Version 5.01, GraphPad
Software, San Diego, USA). Es wurden die Mittelwerte samt Standardabweichung zwischen
den Versuchsgruppen verglichen und mégliche Signifikanzen durch eine one-way ANOVA
und den Tukey-Kramer post-hoc Test ermittelt. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05
festgelegt.
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3  Ergebnisse

Alle in diesem Versuch erlangten Ergebnisse werden nach gleichem System im Folgenden
dargestellt. In Sdulendiagrammen werden die Mittelwerte der finf unterschiedlichen
Versuchsgruppen samt Standardabweichung miteinander verglichen. Signifikante Ergebnisse
(p<0,05) werden mit einem Sternchen (*) markiert. Des Weiteren wurden zwischen
hochsignifikanten (**p<0,01) und hoéchstsignifikanten Ergebnissen (***p<0,001) unter-
schieden. Um Signifikanzen zwischen den unterschiedlichen Versuchsgruppen tibersichtlich

darstellen zu kénnen, wurden diese wie folgt markiert:

a = Signifikanz zwischen Non OVX und allen tibrigen Gruppen
b = Signifikanz gegentiber Non OVX

¢ = Signifikanz gegentiber OVX

d = Signifikanz gegeniiber 0,04 mg

e = Signifikanz gegentiber 0,4 mg

Neben der graphischen Darstellung werden die Ergebnisse in Ubersichtstabellen (Mittelwert
* Standardabweichung) im Anhang dargestellt. Am Ende des Ergebnisteils befindet sich eine

Gesamtiibersicht der wichtigsten Ergebnisse.

3.1 Tiergewichte

Alle Gruppen, die zu Beginn des Versuchs ovariektomiert wurden (OVX, 0,04 mg, 0,4 mg,
4 mg), zeigten ab Woche zwel ein signifikant ethohtes Durchschnittsgewicht gegentiber Non
OVX (Abb. 17, Tab. Al). Bis auf eine kurzzeitige Stagnation in der Non-OVX-Gruppe in
der zehnten und elften Versuchswoche kam es in allen Gruppen zu einem stetigen Anstieg
des durchschnittlichen Koérpergewichts im Verlauf des Versuchs. Ein besonders starker
Gewichtsanstieg verzeichnete sich bei OVX, 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg in der zweiten und
dritten Woche nach Ovariektomie. Die mit Ligandrol behandelten Gruppen zeigten keine
signifikanten Unterschiede gegentiiber OVX. Auch zwischen den unterschiedlichen
Ligandroldosierungen ergaben sich keine signifikanten Verinderungen im Korpergewicht.

Die grofite Korpergewichtszunahme wurde in der 4-mg-Gruppe erzielt.
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Abbildung 17: Durchschnittliche Tiergewichte mit oberer Standardabweichung im Verlauf
des Versuchs; a = Non OVX vs. alle iibrigen Gruppen; ***p<0,001

3.2 Futteraufnahme und Ligandroldosis

Im Verlauf der durchschnittlichen Futterautnahme pro Tag pro Tier zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen der Non-OVX-Gruppe und allen tibrigen Gruppen ab dem Ende der
zweiten Versuchswoche bis zum Ende der siebten Versuchswoche. In den darauffolgenden
zwei Versuchswochen wurden keine signifikanten Unterschiede in der Futteraufnahme
sichtbar. In der zehnten und zwolften Woche unterschied sich die Futteraufnahme der Non-
OVX-Gruppe und der mit Ligandrol behandelten Gruppen signifikant, ohne signifikanten
Unterschied zwischen Non OVX und OVX. In der elften Versuchswoche zeigte sich nur
ein signifikanter Unterschied zwischen der Non-OVX-Gruppe und der OVX-Gruppe. Nach
Einfihrung der oralen Ligandrol-Didt (Versuchswoche zehn bzw. nach neun Wochen) kam
es zu einem Abfall der Futteraufnahme in den Gruppen 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg. Fin
leichter Abfall zeigte sich auch in der Non-OVX- und OVX-Gruppe. Gegen Ende des
Versuchs stabilisierte sich die durchschnittliche Futterautnahme wieder (Abb. 18, Tab. A2).
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Abbildung 18: Durchschnittliche Futteraufnahme im Verlauf des Versuchs; a = Non OVX vs.
alle Gbrigen Gruppen, b = signifikant gegeniiber Non OVX; ***p<0,001

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Ligandrolaufnahme pro Tier pro Tag (mg/kg KG)
zeigte sich in allen Versuchsgruppen zu Beginn ein leichter Abfall der durchschnittlichen
Ligandrolaufnahme. Im weiteren Verlauf stabilisierte sich die durchschnittliche
Ligandrolaufnahme (Abb. 19, Tab. A3). Die Berechnung der eingenommenen Dosis
(mg/kg KG) zeigte, dass die bei der Planung des Versuchs festgelegten Dosen an Ligandrol
(0,04 mg/kg KG, 0,4 mg/kg KG, 4 mg/kg KG) nicht etreicht wurden. Im Schnitt wurden
in der 0,04-mg-Gruppe 0,029 mg/kg KG, in der 0,4-mg-Gruppe 0,29 mg/kg KG und in der
4-mg-Gruppe 2,87 mg/kg KG eingenommen.
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Abbildung 19: Tigliche Ligandroldosis in mg/kg KG im Verlauf des Versuchs; in
logarithmischer Auftragung
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3.3 Uterusgewicht

Das Uterusgewicht zu Versuchsende war in der Non-OVX-Gruppe signifikant hoher als in
allen anderen Versuchsgruppen. Keinen Unterschied gab es zwischen den Uterusgewichten
der Gruppen OVX, 0,04 mg und 0,4 mg. Die 4-mg-Gruppe zeigte gegeniiber OVX und den
beiden anderen mit Ligandrol behandelten Gruppen (0,04 mg, 0,4 mg) ein signifikant
erhohtes Uterusgewicht zu Versuchsende (Abb. 20, Tab. A4). Jedoch wurden Gewichtswerte
der Non-OVX-Gruppe nicht erreicht und blieben im Vergleich zu dieser signifikant

erniedrigt.
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Abbildung 20: Darstellung des Uterusgewichts bei Versuchsende; a = Non OVX vs. alle
tbrigen Gruppen, ¢ = signifikant gegentiber OVX, d = signifikant gegeniiber 0,04 mg, ¢ = signifikant
gegentiber 0,4 mg; ***p<0,001

3.4 3D-Analyse

3.41 Kortikalisdichte (BMD)

Bei der mittleren Kortikalisdichte (BMD) konnten sowohl nach Ovariektomie (Non OVX
vs. OVX) als auch durch die Ligandrolbehandlung keine signifikanten Unterschiede
aufgezeigt werden (Abb. 21, Tab. A5)

3.4.2 Kortikalisvolumen

Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich beim mittleren Volumen der Kortikalis. Eine
steigende Tendenz gegenitber Non OVX und OVX zeigte sich bei 0,4 mg und 4 mg, ohne
jedoch signifikant belegt werden zu kénnen (Abb. 22, Tab. A5).
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Abbildung 21: Darstellung der mittleren Abbildung 22: Darstellung des mittleren
Kortikalisdichte (BMD) Kortikalisvolumens

3.4.3 Kortikalisfliche

Der intakte Knochen (Non OVX) zeigte eine signifikant geringere Kortikalisfliche gegen-
tber der OVX-Gruppe und den mit Ligandrol behandelten Gruppen (0,04 mg, 0,4 mg,
4 mg). Zwischen den Gruppen 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg lie3 sich eine steigende Tendenz
feststellen. Einen signifikanten Anstieg der Kortikalisfliche gab es zwischen OVX und der
4-mg-Gruppe (Abb. 23, Tab. A5).

8 c
b\‘\‘* b*t* bt** b“*“
6 - -
E 4
£ 4
2 4
0- T T
P U R
e by N3
%0 Qn

Abbildung 23: Darstellung der Kortikalisfliche; b = signifikant gegeniiber Non OVX, ¢ =
signifikant gegeniiber OVX; ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
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3.4.4 Dichte Kortikalis + Trabekel (BMD)

Bei der mittleren Dichte von Kortikalis + Trabekel konnte nach Ovariektomie ein
signifikanter Anstieg der Knochendichte in den Gruppen OVX, 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg
gegeniiber der Non-OVX-Gruppe festgestellt werden. Unter Ligandroltherapie zeigten sich
keine Verinderungen gegeniitber OVX (Abb. 24, Tab. A5)

3.4.5 Volumen Kortikalis + Trabekel

Beim Volumen von Kortikalis + Trabekel stellten sich signifikante Verinderungen zwischen
dem intakten Knochen (Non OVX) und allen iibrigen Versuchsgruppen dar. Die Ligandrol-
therapie zeigte in den beiden Versuchsgruppen mit héherer Dosierung (0,4 mg, 4 mg) einen
tendenziellen Volumenzuwachs. Signifikante Verinderungen unter Ligandrol konnten
jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 25, Tab. A5).

. 25+
1-5 a**!‘
a**l‘ _ T 20_
10 sl — T
§ 3
o . E 104
54
0.0' -‘: T o.
S ) )
0&“ W& \E o@- o+ & & &
éo o \;O{‘ LD o

Abbildung 24: Darstellung der mittleren Abbildung 25: Darstellung des mittleren
Dichte von Kortikalis + Trabekel (BMD); Volumens von Kortikalis + Trabekel; a =
a = Non OVX vs. alle iibrigen Gruppen; Non OVX vs. alle tibrigen Gruppen;
kp<0,001 *¥p<0,001

3.4.6 Trabekeldichte (BMD)

Es konnte kein Anstieg der mittleren Trabekeldichte unter Ligandroltherapie gezeigt werden.
Jedoch stieg die mittlere Trabekeldichte der OVX-Gruppe sowie der mit Ligandrol
behandelten Gruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) im Vergleich zur intakten Non-OVX-Gruppe
signifikant an (Abb. 26, Tab. A5).
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3.4.7 Trabekelvolumen

Die Non-OVX-Gruppe wies im Vergleich zu allen anderen Gruppen ein signifikant hheres
Trabekelvolumen auf. Alle ovariektomierten Gruppen waren gegeniiber Non OVX
signifikant vermindert (Abb. 27, Tab. A5). Die Ligandrolbehandlung zeigte keine signifikante
Verinderung des Trabekelvolumens gegentiber der OVX-Gruppe. Es zeigte sich lediglich
eine dosisabhingige Tendenz der Volumensteigerung gegentiber OVX bei den beiden
héchsten Ligandroldosierungen (0,4 mg, 4 mg).
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Abbildung 26: Darstellung der mittlere Abbildung 27: Darstellung des mittleren
Trabekeldichte (BMD); a = Non OVXvs. alle Trabekelvolumens; a = Non OVX vs. alle
tbrigen Gruppen; ***p<0,001 tbrigen Gruppen; ***p<0,001

3.4.8 Gesamtdichte (BMD)

Bei der Analyse der mittleren Gesamtdichte konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
allen Untersuchungsgruppen gefunden werden. Sowohl die Ovariektomie als auch die
Therapie mit Ligandrol fithrte zu keiner signifikanten Verdnderung der mittleren
Gesamtdichte (Abb. 28, Tab. A5)

3.4.9 Gesamtvolumen

Hinsichtlich des mittleren Gesamtvolumens zeigte sich eine tendenzielle, jedoch nicht
signifikante Abnahme des Gesamtvolumens zwischen Non OVX und OVX. Die mittlere
Ligandroldosis (0,4 mg) zeigte einen signifikanten Anstieg des Gesamtvolumens gegentiber
der OVX-Gruppe (Abb. 29, Tab. A5) Unter hoéchster Ligandroldosis (4 mg) zeigte sich zwar
eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Steigerung des Gesamtvolumens im Vergleich zur
OVX-Gruppe.
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Abbildung 28: Darstellung der mittleren Abbildung 29: Darstellung des
Gesamtdichte (BMD) Gesamtvolumens; ¢ = signifikant gegentiber
OVX; *p<0,05

3.4.10 BV/TV - bone volume / tissue volume

Die Non-OVX-Gruppe zeigte gegeniiber allen anderen Versuchsgruppen ein signifikant
erhéhtes BV/TV (Abb. 30, Tab. A5). Die ovatiektomierten Gruppen (OVX, 0,04 mg,
0,4 mg, 4 mg) wiesen ein signifikant verringertes BV/TV auf. Es konnte durch Ligandrol
kein signifikanter Anstieg des BV/TV gegentiber OVX erzielt werden.
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Abbildung 30: Darstellung von BV/TV; a = Non OVX vs. alle tbrigen Gruppen;
*p<0,001
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3.5 2D-Analyse

3.5.1 Kortikalisfliche

Es konnte ein signifikanter Anstieg der Kortikalisfliche in den mit Ligandrol behandelten
Versuchsgruppen gegeniiber der Non-OVX-Gruppe gezeigt werden. Dartiber hinaus war
der Anstieg der Kortikalisfliche in der 0,4-mg-Gruppe und 4-mg-Gruppe signifikant im
Vergleich zur OVX-Gruppe. Keinen signifikanten Unterschied gab es zwischen Non OVX
und OVX. Die Gruppen 0,4 mg und 4 mg zeigten einen signifikanten Anstieg gegeniiber der
0,04-mg-Gruppe (Abb. 31, Tab. AG)

3.5.2 Kortikalisdicke

Die OVX-Gruppe sowie die mit Ligandrol behandelten Gruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg)
wiesen gegentiber der Non-OVX-Gruppe eine signifikant dickere Kortikalis auf. Jede
Ligandroldosis steigerte die Kortikalisdicke im Vergleich zur OVX-Gruppe signifikant. Die
niedrigste Dosis (0,04 mg) steigerte die Kortikalisdicke signifikant (p<<0,05), die héheren
Ligandroldosen (0,4 mg, 4 mg) hoch- bzw. hochstsignifikant (p<0,01, p<0,001) (Abb. 32,
Tab. A0).

d*' d'l 0 . a -
81 cv-x cwnx ek
b+  b*** o c* C ¢
b*'. 0 . 6 a T
61 T = T
“E 4 E 04
) 0.2
0! . . 0.0 "
S & o & &
™ o RS & S w W
& o Q" & o> o)

Abbildung 31: Darstellung der mittleren  Abbildung 32: Darstellung der mittleren
Kortikalisfliche; b = signifikant gegeniiber ~ Kortikalisdicke; a = Non OVX vs. alle tibrigen
Non OVX, c = signifikant gegeniiber OVX, Gruppen, ¢ = signifikant gegeniiber OVX;

d = signifikant gegentiber 0,04 mg; *¥p<0,001, **p<0,01, *p<0,05

¥p<0,001, **p<0,01
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3.5.3 Trabekelfliche

Bei den Ergebnissen der mittleren Trabekelflichen konnten ein signifikanter Unterschied
zwischen dem intakten Knochen (Non OVX) und allen iibrigen Gruppen gezeigt werden.
Die OVX-Gruppe wies die niedrigste Trabekelfliche auf (Abb. 33, Tab. A6). Einen
signifikanten Anstieg gegentiber der OVX-Gruppe stellte sich in der 4-mg-Gruppe dar. Eine
steigende Tendenz gegeniiber der OVX-Gruppe war auch bei niedrigeren Ligandroldosen
(0,04 mg, 0,4 mg) sichtbar, jedoch ohne signifikanten Nachweis.

3.5.4 Knochenflichendichte Trabekel

In der Analyse der mittleren trabekuliren Knochenflichendichte zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen Non OVX und den tbrigen Versuchsgruppen. Der grofite Unter-
schied zeigte sich zwischen Non OVX und der OVX-Versuchsgruppe bei einem Dichte-
unterschied der Mittelwerte von 33,37% (43,48% vs. 10,10%; Tab. A6). Zwischen der OVX-
Gruppe und den Gruppen 0,04 mg und 0,4 mg zeigte sich eine ansteigende Tendenz ohne
Signifikanz. Nur die 4-mg-Gruppe stieg in ihrer trabekuliren Flichendichte signifikant im
Vergleich zur OVX-Gruppe an (Abb. 34).
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Abbildung 33: Darstellung der mittleren Abbildung 34: Darstellung der mittleren

Trabekelfliche; 2 = Non OVX vs. alle trabekulidren Knochenflichendichte; a =
tbrigen Gruppen, ¢ = signifikant gegeniiber Non OVX vs. alle tibrigen Gruppen, ¢ =
OVX; #*p<0,001, *p<0,01 signifikant gegenitber OVX; ***p<0,001,

#p<0,01
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3.5.5 Anzahl der Trabekelkreuzungen

Bei allen ovariektomierten Gruppen (OVX, 0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) konnte gegentiber der
Non-OVX-Gruppe ein signifikanter Abfall der Anzahl der Trabekelkreuzungen festgestellt
werden. Der gréfite Unterschied zeigte sich wieder zwischen Non OVX und OVX bei einer
Differenz der Mittelwerte von 28,53 (Tab. AG). Unter Ligandroltherapie konnte ein
kontinuierlicher Anstieg bei steigender Dosis tendenziell gezeigt werden, ohne diesen
Anstieg bei den Gruppen 0,04 mg und 0,4 mg signifikant belegen zu kénnen. Einzig die
héchste Ligandroldosis (4 mg) konnte einen signifikanten Anstieg gegeniiber der OVX-
Gruppe und der 0,04-mg-Gruppe aufzeigen (Abb. 35).

3.5.6 Dichte der Trabekelkreuzungen

In der Analyse der Dichte der Trabekelkreuzungen (n/mm? konnte ein signifikanter Abfall
zwischen der Non-OVX- und der OVX-Gruppe gezeigt werden. Bei steigender Ligandrol-
dosis stieg die Dichte der Trabekelkreuzungen an, was in einem signifikanten Dichteanstieg
der 0,4-mg- und 4-mg-Gruppe gegentber der OVX-Gruppe sichtbar wurde (Abb. 36). Die
4-mg-Gruppe wies die hochste Dichte der Trabekelkreuzungen unter den mit Ligandrol
behandelten Versuchsgruppen auf und unterscheid sich nicht signifikant von der Non-OVX-
Gruppe (Tab. A6). Ebenfalls signifikant war der Zuwachs der héchsten Ligandroldosis im
Vergleich zur niedrigsten Dosis (0,04 mg vs. 4 mg).

3.5.7 Trabekeldicke

Bei der mittleren Trabekeldicke zeigte sich eine signifikante Abnahme der Gruppen OVX,
0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg gegeniiber der Non-OVX-Gruppe (Abb. 37). Der niedrigste
Mittelwert wurde in der OVX-Gruppe gemessen (Tab. A6). Durch die Gabe von Ligandrol

konnte keine signifikante Steigerung der Trabekeldicke erreicht werden.
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Abbildung 35: Darstellung der Anzahl der
Trabekelkreuzungen (absolut); a = Non
OVX vs. alle tibrigen Gruppen, c= signifikant
gegentiber OVX, d = signifikant gegeniiber
0,04 mg; ***p<0,001, **p<0,01
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Abbildung 36: Darstellung der Dichte der
Trabekelkreuzungen; b = signifikant
gegentiber Non OVX, ¢ = signifikant
gegentiber OVX, d = signifikant gegeniiber
0,04 mg; ***p<0,001, **p<0,01

Abbildung 37: Darstellung der Trabekeldicke;
a = Non OVX vs. alle dbrigen Gruppen;

#5p<0,001
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3.5.8 Bone marrow area

Bei der mittleren bone marrow area der unterschiedlichen Gruppen zeigten sich keine
Unterschiede. Sowohl Ovariektomie als auch Ligandroltherapie bewirkten keine
signifikanten Verinderungen (Abb. 38, Tab. A6).

3.5.9 Cross-sectional area

Bei der mittleren Gesamtquerschnittsfliche (cross-sectional area) zeigte sich eine tendenzielle
Steigerung zwischen dem intakten Knochen (Non OVX) und der OVX-Gruppe. Ebenfalls
zeigten die mit Ligandrol behandelten Versuchsgruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) eine
tendenzielle Steigerung der cross-sectional area gegeniiber der OVX-Gruppe (Abb. 39,
Tab. AG). Signifikant angestiegene Mittelwerte zeigten die Gruppen 0,4 mg und 4 mg
gegentiber der Non-OVX-Gruppe.
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Abbildung 38: Darstellung der mittleren Abbildung 39: Darstellung der mittleren
bone marrow area cross-sectional area;, b = signifikant gegen-
tber Non OVX; **p<0,01
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3.6 Biomechanischer Bruchtest

3.6.1 Streckgrenze — yield load

Hochsignifikante Unterschiede (p<<0,01) hinsichtlich der Streckgrenze zeigten sich zwischen
dem intakten Knochen (Non OVX) und der OVX-Gruppe. Unter Ligandroltherapie kam es
zu keiner Veridnderung der Streckgrenze im Vergleich zur OVX-Gruppe. Die mit Ligandrol
behandelten Versuchsgruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) zeigten eine hochstsignifikant
verminderte Streckgrenze im Vergleich zur Non-OVX-Gruppe (Abb. 40, Tab. A7).
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Abbildung 40: Darstellung der Streckgrenze — yield load; b = signifikant gegeniiber Non OVX;
*H*p<0,001, **p<0,01

3.6.2 Maximalkraft — F, .«

Hochsignifikant unterschieden sich die Mittelwerte der Maximalkraft zwischen Non OVX
und OVX (p<0,01). Gegeniiber den mit Ligandrol behandelten Versuchsgruppen (0,04 mg,
0,4 mg, 4 mg) unterschied sich der intakte Knochen (Non OVX) hdéchstsignifikant
(***p<0,001). Durch die Ligandrolbehandlung zeigten sich keine signifikanten Ver-
inderungen gegeniiber der OVX-Gruppe (Abb. 41, Tab. A7).
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Abbildung 41: Darstellung der Maximalkraft — Fma; b = signifikant gegentiber Non OVX;
*4p<0,001, **p<0,01

3.6.3 Elastizitit — stiffness

Die mittlere Elastizitit des intakten Knochens (Non OVX) unterschied sich signifikant von
der OVX-Gruppe (p<0,05). Zwischen der OVX-Gruppe und den mit Ligandrol behandelten
Gruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) konnte kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden.
Hochsignifikant (p<<0,01) vermindert war die Elastizitit der Gruppen 0,04 mg, 0,4 mg und
4 mg im Vergleich zur Non-OVX-Gruppe (Abb. 42, Tab. A7).
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Abbildung 42: Darstellung der Elastizitit — stiffness; b = signifikant gegeniiber Non OVX;
**p<0,01, *p<0,05
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3.7 Molekularbiologische Analyse

3.71 RANK-Ligand

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Non OVX und OVX nachgewiesen
werden. Es zeigte sich in der OVX-Gruppe lediglich ein tendenzieller Anstieg gegentiber
Non OVX. Die hochste durchschnittliche Genexpression des RANK-Liganden wurde in
der OVX-Gruppe bestimmt (1,526 * 0,7648, Tab. A8). Des Weiteren zeigte sich ein
dosisabhingiger Abfall der Genexpression in den mit Ligandrol behandelten Versuchs-
gruppen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg). Eine signifikant verminderte Genexpression im Vergleich
zu OVX zeigte sich bei 4 mg (Abb. 43).

3.7.2 Osteoprotegerin — OPG

Keine signifikanten Unterschiede konnten in der Genexpression von Osteoprotegerin
gezeigt werden. Der hochste Wert wurde in der 0,04-mg-Gruppe gemessen (1,370 £ 0,4677,
Tab. A8). Die Mittelwerte der Gruppen Non OVX, 0,4 mg und 4 mg sind auf dhnliche Werte
gesunken (Abb. 44). Der niedrigste Wert wurde bei 4 mg erreicht (0,9343 £ 0,3353, Tab. A8).
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Abbildung 43: Genexpression des RANK-  Abbildung 44: Genexpression von
Liganden; c= signifikant gegeniiber OVX; Osteoprotegetin
*p<0,05
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3.7.3 Tartrate-resistent acid phosphatase — TRAP

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Versuchs-
gruppen hinsichtlich der Genexpression der TRAP gezeigt werden (Abb. 45, Tab. AS8).
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Abbildung 45: Genexpression der TRAP

3.7.4 Osteocalzin — OC

Der hochste Mittelwert der relativen Genexpression von Osteocalzin wurde bei 4 mg
ermittelt (1,103 £ 1,164, Tab. A8) und war damit leicht erhéht im Vergleich zu Non OVX
(1,075 + 0,8694, Tab. A8). Der niedrigste Mittelwert zeigte sich in der OVX-Gruppe (0,2672
+ 0,1708, Tab. A8). Es zeigte sich ein tendenziell dosisabhingiger Anstieg in den Gruppen
0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg, der jedoch nicht signifikant bewiesen werden konnte (Abb.40).

3.7.5 Estrogenrezeptor 0. — ERa

Der hochste Mittelwert der Genexpression wurde in der Non-OVX-Gruppe bestimmt
(0,002030 %= 0,001723, Tab. A8). Eine Abnahme der Mittelwerte zeigte sich in allen Gbrigen
Gruppen. Bei 4 mg wurde der niedrigste Mittelwert bestimmt (0,001207 £ 0,0004685,
Tab. A8). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt
werden (Abb. 47).

3.7.6 Androgenrezeptor — AR

Die Unterschiede in den Mittelwerten zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen

wurden als nicht signifikant gewertet (Abb. 48). Der hochste Mittelwert wurde in der Non-
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OVX-Gruppe erzielt (0,8205 * 0,2240, Tab. AS8). Der niedrigste Wert in der 4-mg-Gruppe
(0,5489 £ 0,2080, Tab. A8).

3.7.7 Alkalische Phosphatase — AP

Bei der Genexpression der alkalischen Phosphatase zeigten sich zwischen allen Versuchs-
gruppen keine signifikanten Unterschiede. Es zeigte sich die Tendenz eines dosisabhingen
Abfalls zwischen den Gruppen 0,04 mg, 0,4 mg und 4 mg (Abb. 49). Der niedrigste
Mittelwert wurde bei 4 mg gemessen (1,077 + 0,7717, Tab. AS).
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3.8 Gesamtiibersicht der Ergebnisse

In der Gesamtiiberschrift der Ergebnisse wurde die Unterschiede zwischen dem intakten

Knochen (Non OVX) und dem unbehandelten, osteoporotischen Knochen (OVX)

zusammengefasst. Des Weiteren wurden die Verinderungen durch unterschiedliche Dosen

von Ligandrol auf den osteoporotischen verglichen (OVX vs. Ligandrol). Signifikante

Unterschiede werden mit einem Doppelpfeil (TT/ i«i«), tendenzielle Verinderungen mit
einem einfachen Pfeil (T / ~L) versehen.

Tabelle 9: Zusammenfassende Ubersicht der 3D-Analyse

3D — Analyse OVX vs. Ligandrol
Parameter OVXvs. 0,04 mgvs. 0,4 mguvs. 4 mg vs.
Non OVX ovx ovxX ovx
Kortikalis BMD (g/cm?) o o © ©
Kortikalis Volumen (mm?) o o T 0
Kortikalisfliche (mm?) ™~ ™ ™ ™
Kortikalis + Trabekel BMD (g/cm?) ™ o PR o
Kortikalis + Trabekel Volumen W RN 0 0
(mm?)
Trabekel BMD (g/cm?) RN RN o ©
Trabekelvolumen (mmb?) N o 0 0
Gesamtdichte (g/cm?) © © ) >
Gesamtvolumen (mm?) o o ™ W
BV/TV (%) W PEY © <

™ / " signifikante Verdnderung, 0 / J Tendenz, <> keine Verdnderung
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Tabelle 10: Zusammenfassende Ubersicht der 2D-Analyse
2D - Analyse OVX vs. Ligandrol
Parameter OVXvs. 0,04mgvs. 0,4 mguvs. 4 mg vs.

Non OVX (00'5.¢ (0)%). ¢ (0)%. ¢

Kortikalisfliche (mm?) RN 0 ™~ ™~
Kortikalisdicke (mm) ™M ™ ™~ ™~
Trabekelfliche (mm?) i 0 0 ™
Knochenflichendichte Trabekel (%0) N3 0 0 ™~
Anzahl Trabekelkreuzungen (n) Jd 0 0 ™
Dichte Trabekelkreuzungen Jd 0 ™~ ™~
(n/mm?)
Trabekeldicke (mm) N3 o 0 0
Bone marrow area (mm?) o o © 4
Cross-sectional area (mm?) 0 o 0 0

ML signifikante Verdnderung, 1 /4 Tendenz, <> keine Verinderung

Tabelle 11: Zusammenfassende Ubersicht des Biomechanischen Bruchtests
Biomechanischer Bruchtest OVX vs. Ligandrol
Parameter OVXvs. 0,04 mgvs. 0,4 mgvs. 4 mg vs.

Non OVX (0)%): ¢ ovXx (0)%. ¢

Streckgrenze — yield load (N) AR o o VRS
Maximalktaft — Fiax (N) N3 RN RN AN
Elastizitit — s#Zffness (N /mm) N3 o o o

M /34 signifikante Veriinderung, T/ Tendenz, <> keine Verinderung
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Tabelle 12: Zusammenfassende Ubersicht der Molekularbiologischen Analyse
Molekularbiologische Analyse OVX vs. Ligandrol
Parameter OVXvs. 0,04 mgvs. 0,4 mgvs. 4 mg vs.
Non OVX OovX ovXx ovX
RANK-Ligand 0 J \} W
Osteoprotegerin o o o o
TRAP o o o PEN
Osteocalzin J 0 0 0
Estrogenrezeptor o © © © ©
Androgenrezeptor © © © ©
Alkalische Phosphatase RN o o o
™ML signifikante Verdnderung, 1 /4 Tendenz, <> keine Verinderung
Tabelle 13: Zusammenfassende Ubersicht des Uterusgewichts
OVXvs. Ligandrol
Parameter OVXvs. 0,04mgvs. 0,4 mguvs. 4 mg vs.
Non OVX ovXx OovX OovXx
Uterusgewicht (g) A © © ™

™M /34 signifikante Verinderung, T/ Tendenz, <> keine Verinderung
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4 Diskussion

Zur Einordnung der in diesem Versuch erlangten Ergebnisse dienen u. a. priklinische
Studien anderer SARMs am ovariektomierten Rattenmodell (Hanada et al. 2003; Kearbey et
al. 2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012). Dabei sei darauf hingewiesen, dass es sich
bei den verschiedenen SARMs um unterschiedlich modifizierte Molekiile handelt, die je nach
Arbeitsgruppe von unterschiedlichen Herstellern bezogen wurden. Die Ergebnisse anderer
Studien werden orientierend fiir die Diskussion herangezogen. Ein direkter Vergleich der
Potenz und Selektivitit der unterschiedlichen SARMs erweist sich als schwierig, obwohl sich
einige SARMs dank vielversprechender Ergebnisse in priklinischen Studien schon in Phase
I oder 11 von klinischen Studien befinden. Grund dafiir ist die Tatsache, dass viele der Daten
von Pharmaunternehmen generiert wurden und bisher unveréffentlicht blieben (Bhasin und
Jasuja 2009; Narayanan et al. 2018).

4.1 Diskussion der Versuchstiergewichte, der Futteraufnahme und

der Ligandroldosis

Im Verlauf des Versuchs zeigte sich eine stetige Gewichtszunahme aller Versuchstiere. Diese
stetige Korpergewichtszunahme bei drei Monate alten Ratten, die in den ersten Monaten
kontinuierlich wachsen und freien Zugang zu Futter hatten, war zu erwarten (Kalu 1999). Es
kam zu einem steilen Anstieg des Korpergewichts aller ovariektomierten Tiere (OVX,
0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg), was zu signifikanten Unterschieden gegentiber Non OVX nach zwei
Versuchswochen fihrte. Dieser signifikante Unterschied blieb bis Versuchsende bestehen.
Ein solcher Verlauf der Versuchstiergewichte zeigte sich schon in anderen Studien am
ovariektomierten Rattenmodell (Komrakova et al. 2015; Komrakova et al. 2016; Hoffmann
et al. 2018). Eine signifikante Gewichtszunahme nach Ovariektomie konnte auch in
detaillierten Langzeitstudien bei OVX-Ratten beobachten werden (Wronski et al. 1989) und
ist ein bekanntes Phinomen aus vorherigen Studien unserer Arbeitsgruppe (KKomrakova et
al. 2009; Komrakova et al. 2010). Ebenfalls zeigte sich eine signifikant erhchte
Futteraufnahme der ovariektomierten Tiere (OVX, 0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg vs. Non OVX)
innerhalb der ersten sieben Versuchswochen. Diese Ergebnisse bestitigen, dass die
Ovariektomie und der damit verursachte Ostrogenabfall die Nahrungsaufnahme und somit
das Korpergewicht signifikant erh6hen (Butera 2010). Im Einklang damit steht die erhéhte
Privalenz von Gewichtszunahme bei postmenopausalen Frauen (Svendsen et al. 1995). Eine
weitere Ursache fiir das erhohte Korpergewicht bei den ovariektomierten Ratten kénnte eine
verminderte nichtliche Aktivitit sein (Izumo et al. 2012). In dieser Studie waren die
Versuchstiere zwar einem zirkadianem Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt, Verinderungen in

der nichtlichen Aktivitit konnten jedoch nicht objektiviert und valide gemessen werden.
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Die Ligandroltherapie blieb ohne Einfluss auf das Korpergewicht (vs. OVX). Vajda et al.
(2009a) zeigten fur den Wirkstoff LGIDD-3303 einen signifikanten Zuwachs des
Korpergewichts gegentiber OVX. Kearbey et al. (2007) konnten das nur fir die hochste
Dosierung (3 mg) des SARMs S-4 (Andarine) bestitigen. Das SARM Ostarine zeigte keine
Gewichtszunahme der behandelten Tiere gegentiber OVX (Hoffmann et al. 2018). Diese
unterschiedlichen Ergebnisse implizieren, dass die Gewichtszunahme vom verwendeten
Medikament und dessen Wirkung auf das Skelettmuskelwachstum bzw. die fettfreie

Korpermasse (lean body mass) abhingig ist.

Wihrend der oralen Ligandroltherapie zeigten sich nur in Versuchswoche zehn und zwolf
signifikant erh6hte Futteraufnahmen der Versuchstiere (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg) gegeniiber
Non OVX. Keine signifikanten Unterschiede in der Futteraufnahme waren zwischen den
mit Ligandrol behandelten Gruppen und OVX auszumachen. Damit scheint Ligandrol die
tigliche Futteraufnahme nicht signifikant zu beeinflussen. Stellenweise aufgetretene
Signifikanzen zwischen den Gruppen konnten externen Faktoren der Tierhaltung
zugeschrieben werden, die nicht objektivierbar sind. Des Weiteren zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen in der Futteraufnahme zwischen den mit Ligandrol geftitterten
Gruppen im Verlauf der Therapie. Dies spiegelte sich in den konstant aufgenommenen

Ligandroldosen wihrend der fiinfwochigen Therapie wider.

Die angestrebten Ligandroldosen von 0,04 mg/kg KG; 0,4 mg/kg KG und 4 mg/kg KG
wurden bei oraler Wirkstoffapplikation tiber das Futter fast erreicht. Ein Grund fiir die etwas
niedrigeren Dosen war die bei Versuchsplanung angenommene durchschnittliche
Futteraufnahme von 25 g pro Tier pro Tag. Diese Menge an Futteraufnahme wurde wihrend
der Ligandroltherapie in keiner Woche erreicht. Ausgleichend wirkte jedoch das zu hoch
angenommene Durchschnittsgewicht von 350 g pro Tier. Tiergewicht und tigliche
Futteraufnahme bildeten die Grundlage fir die Menge an Wirkstoff, die dem Futter im
Vorfeld beigemischt wurden. Als Orientierung fiir das bei Versuchsplanung angenommene
Durchschnittsgewicht von 350 g pro Tier und die Futteraufnahme von 25 g pro Tier pro Tag
dienten andere Studien der Arbeitsgruppe, die mit dem gleichen Rattenstamm (Sprague
Dawley) gearbeitet haben (Komrakova et al. 2015; Komrakova et al. 2016; Komrakova et al.
2018).

Dennoch konnte die zehnfache Dosissteigerung zwischen den Versuchsgruppen zur
Evaluation einer dosisabhingigen Wirkung erhalten werden. Dariiber hinaus gaben mehrere
priklinische Untersuchungen mit verschiedenen SARMs an, idhnliche Dosierungen
verwendet zu haben (Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012).
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4.2 Uterusgewicht und Gewebeselektivitit

Selektive Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs) versprechen eine Aktivierung des
Androgenrezeptors in anabolen Geweben wie Muskel- und Knochengewebe ohne dabei
unerwinschte Nebenwirkungen bei Frauen (z. B. Virilisierung) hervorzurufen. Sie sind damit
gewebeselektiv.  Unerwiinschte Androgenwirkungen auf den Fettstoffwechsel, die
Leberenzyme, kardiovaskulire Risikofaktoren sowie das GroBenwachstum der Prostata bzw.

des Uterus sollen vermieden werden (Negro-Vilar 1999).

Um den Erfolg der Ovariektomie nachweisen zu kénnen und die gewebeselektive Wirkung
von Ligandrol zu evaluieren, wurde das Uterusgewicht der Versuchstiere am Versuchsende
gemessen. Des Weiteren lieBen sich an Verinderungen des Uterusgewichts die
gewebeselektive Wirkung von Ligandrol beurteilen. Im Uterusgewebe konnten
Androgenrezeptoren nachgewiesen werden, ohne deren Rolle im weiblichen Zyklus genau

erkliren zu kénnen (Horie et al. 1992).

In diesem Versuch zeigte sich ein signifikanter Abfall des Uterusgewichts durch
Ovariektomie, was deren Erfolg bestitigte. Bei niedrigen Ligandroldosen (0,04 mg, 0,4 mg)
blieb das Uterusgewicht verglichen mit OVX unverandert. Die hochste Dosis (4 mg) zeigte
jedoch einen signifikanten Anstieg des Uterusgewichts im Vergleich zur OVX-Gruppe und
den anderen Therapiegruppen. Eine andere priklinische Studie mit einem SARM beschrieb
ebenfalls ein erhohtes Uterusgewicht bei héheren Dosierungen (3 mg, 10 mg). Jedoch
wurden in dieser Studie zusitzlich zum Gewicht histologische Verinderungen am
Endometrium und Myometrium untersucht. Hier konnten bei den mit SARMs behandelten
Versuchsgruppen im Gegensatz zu der mit DHT behandelten Versuchsgruppe keine
suspekten Verdnderungen am Endometrium festgestellt werden. Auflerdem fiel die
Gewichtszunahme des Uterus bei den SARMs-Gruppen deutlich geringer aus als bei DHT
(Furuya et al. 2012).

Dennoch muss die Gewebeselektivitit von Ligandrol in der 4-mg-Gruppe kritisch betrachtet
werden, da die Gewichtszunahme des Uterus bzw. die Uterushyperplasie eine
ernstzunehmende Nebenwirkung ist und das Risiko fiir neoplastische Verinderungen sowie
Endometriose birgt. Sicher werden weitere Untersuchungen des Gewebes notwendig sein,
um die Ligandrolwirkung auf den Uterus vollstindig zu evaluieren. Gleichwohl kénnte dies

eine dosislimitierende Nebenwirkung darstellen.

4.3 3D-Analyse

Die DXA-Methodik ist der Goldstandard zur Bestimmung der Knochendichte beim
Menschen (Newton et al. 2003; Bartl 2010). Die Sensitivitit des Gerits und die
Positionierung der kleinen Tiere stellt jedoch ein Problem der Dichteanalyse mittels DXA

im Tierversuch dar (Kearbey et al. 2007). Die in diesem Versuch verwendete quantitative
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Computertomographie ermittelt die Knochendichte (mg/cm’) im dreidimensionalen Raum
(Voxel) und erméglicht im Gegensatz zur zweidimensionalen Messung der Knochendichte
(mg/cm’) eine Unterscheidung zwischen kortikalem und trabekulirem Knochen (Adler
2010). Die Differenzierung zwischen Kortikalis und Trabekel ist wichtig, da beide

unterschiedlich auf hormonelle Einflisse reagieren (Chan et al. 2015).

Dennoch wurde die DXA-Methodik zur Bestimmung der Knochendichte in vielen anderen
priklinischen Studien mit SARMs verwendet. Hier wurden der BMC (bone mineral content) und
die AREA (projected bone area) gemessen und daraus der BMD (bone mineral density) berechnet
(BMD = BMC/AREA) (Hanada et al. 2003; Kearbey et al. 2007; Furuya et al. 2012). Diese
Berechnung der BMD stellt in der Arbeit mit Androgenen im Gegensatz zu der Arbeit mit
antiresorptiven Wirkstoffen ein Problem dar, da sich bei Androgenen die Knochenfliche
(AREA) durch eine Verbreiterung der Kortikalis verdndert. Antiresorptive Therapien
hingegen verindern die GroBle des Knochens nicht, sondern verindern hauptsichlich das
Knochenvolumen. Hier wiirde die BMD-Bestimmung aus BMC und AREA im Gegensatz
zur Arbeit mit Androgenen keine Limitation darstellen (Furuya et al. 2012).

In diesem Versuch zeigte sich die Kortikalisdichte (BMD) sowohl durch Ovariektomie als
auch durch Ligandroltherapie unbeeinflusst. Hanada et al. (2003) sowie Furuya et al. (2012)
konnten mit anderen SARMs eine signifikante Steigerung der kortikalen Knochendichte
gegeniiber dem osteoporotischen Knochen und dem unbehandelten Kontrollknochen
erzielen. Die Diskrepanz zu diesen Ergebnissen koénnte sich zum einen durch die
unterschiedlichen Methoden der BMD-Messung (qCT vs. DXA; mg/cm’ vs. mg/cm?), zum
anderen durch unterschiedlich lange Applikationszeitriume des SARMs (finf Wochen vs.
zwOlf Wochen) erkliren lassen. Auch Kearbey et. al (2007) konnten mit dem SARM S-4
(Andarine) eine signifikante Zunahme der Kortikalisdichte (BMD) gegentber OVX
feststellen. Die BMD wurde in diesem Fall ebenfalls mit der quantitativen
Computertomographie gemessen. Den Unterschied zu diesem Ergebnis konnte eine sehr
lange Therapiedauer (120 Tage) mit S-4 erklaren. Des Weiteren wurde das SARM den Ratten
taglich subkutan appliziert (vs. orale Aufnahme).

Beim Kortikalisvolumen zeigten die héheren Ligandroldosen (0,4 mg, 4 mg) eine
tendenzielle Steigerung. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der unter Ligandrol
signifikant angestiegenen Kortikalisfliche und der signifikant gestiegenen Kortikalisdicke der
2D-Analyse. Somit bestitigen auch die Kortikalisparameter der 3D-Auswertung eine positive
Wirkung von Ligandrol auf die periostale Knochenformation. Die Stimulation der
periostalen Knochenformation am osteoporotischen Rattenmodell mit weiblichen Tieren
wurde fir andere SARMs wie LGD 3303, S-101479, S-40503 und S-4 (Andarine) ebenfalls
beschrieben (Hanada et al. 2003; Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012).

Der trabekulire Knochen hat im Vergleich zur Kortikalis einen hoheren Knochenumsatz
(bone turnover) und ist daher sensibler gegentiber hormonellen Einflissen und Immobilisation
(Hanada et al. 2003; Kini und Nandeesh 2012). Ahnlich wie bei Menschen, hat der
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Ostrogenmangel bei Ratten gravierendere Auswirkungen auf den trabekuliren Knochen als
auf die Kortikalis (Hogan et al. 2000). Das bestitigte das Ergebnis des Trabekelvolumens.
Hier zeigte sich nach Ovariektomie ein signifikant reduziertes Volumen, welches nur durch
die beiden hochsten Ligandroldosen (0,4 mg, 4 mg) tendenziell — jedoch nicht signifikant —
erhoht wurde. Ein signifikant verringertes BV/TV nach Ovariecktomie bestitigte die
Wirkung der Hormonkarenz, die sich besonders in den ersten Monaten (rapid bone loss phase)
stark auf das Trabekelnetz auswirkt (Hogan et al. 2000). Bei der Trabekeldichte (BMD)
konnte genau wie bei BV/TV und dem Trabekelvolumen keine signifikante Verbesserung
durch Ligandroltherapie gegeniiber OVX erzielt werden. Hanada et al. (2003) stellten mit
dem SARM S§-40503 ebenfalls keine signifikante Verinderung der Trabekeldichte (BMD) bei
OVX-Ratten fest. Hier wurde eine dhnlich kurze Therapiedauer (acht Wochen) wie in diesem
Versuch (fiinf Wochen) gewihlt. Andere SAMRs-Studien konnten jedoch eine signifikante
Wirkung auf den trabekuliren Knochen zeigen (Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a;
Furuya et al. 2012). Lingere Applikationszeitriume konnten auch hier den Unterschied
erkliren (Kearbey et al. 2007: 120 Tage; Vajda et al. 2009a und Furuya et al. 2012 je zwolf
Wochen).

Gemeinsam ist jedoch allen hier genannten Studien, dass die Wirkung von SARMs auf die
Kortikalis deutlich ausgepragter ist als auf den trabekuliren Knochen und SARMs deshalb
primar die periostale Knochenformation stimulieren. (Hanada et al. 2003; Kearbey et al.
2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012). Dies bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit.

4.4 2D-Analyse

Die zweidimensionalen Schnittbilder, die aus den CT-Scans generiert wurden, eignen sich
neben der Untersuchung kortikaler Parameter (Dicke, Flichendichte) besonders gut fir die
Analyse des Trabekelnetzwerks. Schon in vielen vorherigen Studien dieser Arbeitsgruppe
wurde diese Methode verwendet, um Verinderungen durch unterschiedliche Wirkstoffe auf
die Knochen- und Frakturheilung zu untersuchen (Kolios et al. 2009; Stiirmer et al. 2009;
Komrakova et al. 2010; Saul et al. 2017). Das Trabekelnetzwerk reagiert besonders schnell
und sensibel auf hormonelle Einflusse mit einem verinderten Knochenremodelling. Die
erhohte Frakturanfilligkeit des osteoporotischen Knochens nur am Verlust der
Knochenmasse festzumachen, wire zu einfach. Von besonderer Bedeutung ist auch die
GroBe und Orientierung der Trabekel sowie deren Verbindungen untereinander (Parfitt et
al. 1983). Cole und van der Meulen (2010) beschreiben neben der Knochendichte zwei
weitere Faktoren, die ausschlagegebend fir die Integritit des Knochens sind: die
Materialeigenschaften (material properties) und die Mikroarchitektur des Knochens. Letztere
wurde in der 2D-Analyse dieser Studie untersucht. Viele praklinische Studien mit anderen

SARMs beleuchteten diesen Aspekt der Knochenintegritit bisher nicht. Hier wurde lediglich
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die Knochendichte mittels Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DXA) untersucht (Hanada et al.
2003; Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a).

Bei der Analyse der zweidimensionalen Schnitte zeigte sich nach Ovariektomie eine deutliche
Abnahme sowohl der absoluten Anzahl der Trabekelkreuzungen (n) als auch der Dichte der
Trabekelkreuzungen (n/mm?). Diese drastische Abnahme der Trabekelparameter nach der
Ovariektomie ist konsistent mit Ergebnissen anderer Studien am ovariektomierten Ratten-
modell (Chen et al. 1995; Yamaura et al. 1996). Die Ligandroltherapie initiierte eine
dosisabhingige osteoanabole Wirkung auf diese beiden Parameter mit signifikanten
Anstiegen unter hochster Dosierung. Somit konnte die hochste Ligandroldosis (4 mg) die
Knotenpunkte zwischen den Trabekeln, die beim osteoporotischen Knochen aufgelost sind
und zu einem erhohten Frakturrisiko fithren (Bartl 2010), teilweise wiederherstellen und
damit die Knochenintegritit verbessern. Eine vollstindige Regeneration des
Trabekelnetzwerks wie beim gesunden Knochen (Non OVX) konnte jedoch nicht erreicht

werden.

Die Trabekelfliche (mm?) und trabekulire Knochenflichendichte (%) nahmen nach Ovari-
ektomie ebenfalls signifikant ab und bestitigen damit die Ergebnisse von Chen et al. (1995)
und Yamaura et al. (1996). Die osteoanabole Wirkung der hochsten Ligandroldosis (4 mg)
auf die oben genannten Parameter der Trabekelarchitektur (Anzahl und Dichte der

Trabekelkreuzungen) spiegelte sich dementsprechend auch in einer signifikant angestiegenen
Trabekelfliche und trabekuliren Knochenflichendichte wider.

Auf den ersten Blick verwunderlich ist die Tatsache, dass die Trabekelfliche unter 4 mg
signifikant anstieg, das Trabekelvolumen (3D-Analyse) jedoch nur tendenziell wuchs.
Wegweisend kénnte neben den unterschiedlichen Auswertungsmethoden (3D vs. 2D) die
mittlere Trabekeldicke sein. Diese nahm nach Ovariektomie signifikant ab, konnte jedoch

selbst unter hochster Ligandroldosis nicht signifikant gesteigert werden.

Die anabole Wirkung von nicht-steroidalen SARMs auf die Kortikalis, die schon in anderen
SARMs-Studien am ovariektomierten Rattenmodell beschrieben wurde (Hanada et al. 2003;
Kearbey et al. 2007), konnte auch in dieser Arbeit bestatigt werden. Bei Kearbey et al. (2007)
zeigte sich durch das SARM Andarine (S-4) eine signifikante Zunahme der Kortikalisdicke
im Vergleich zu OVX. Dieser anabole Effekt auf die Kortikalisdicke gegentiber OVX konnte
in dieser Arbeit fiir jede Ligandroldosis bestitigt werden und spiegelte sich auch in einer

signifikant vergroflerten Kortikalisfliche wider (0,4 mg und 4 mg vs. OVX).

Die signifikante Verbesserung dieser Kortikalisparameter gegentiber OVX und die damit
einhergehende Verbreiterung des Knochens zeigt einen weiteren interessanten
Therapieansatz von Ligandrol, um der erhohten Frakturanfilligkeit des osteoporotischen
Knochens entgegenzuwirken: Das Massentrigheitsmoment (moment of inertia) aus der
Biomechanik besagt, dass die Biegekraft, in unserem Fall die eines Knochens, in vierter
Potenz vom Radius bzw. der Distanz zur neutralen Achse abhingig ist (Seeman 2003; Cole

und van der Meulen 2010). Die Verdickung des Knochens unter Ligandrol vergréB3ert den
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Radius bzw. die Distanz zur neutralen Achse und in Folge dessen das Massen-

trigheitsmoment bzw. die Biegekraft.

Auch durch Ovariektomie wurde die Kortikalisdicke signifikant gegeniiber Non OVX
gesteigert. Dieses Ergebnis lisst sich dadurch erkliren, dass der Ostrogenmangel ebenfalls
stimulierend auf die periostale Knochenformation wirkt. Dieser Mechanismus versucht den
gesteigerten Verlust von endokortikalem Knochen bei Osteoporose zu kompensieren
(Seeman 2003). Vanderschuerren et al. (2004) beschreiben ebenfalls eine Stimulation der

periostalen Knochenformation nach Ovariektomie bei weiblichen Ratten.

Die Kortikalisdicke wird bestimmt durch periostale Expansion oder durch die Reduktion
der endokortikalen Oberfliche. Somit ist die Kortikalisdicke das Resultat der
Wachstumsvorginge an diesen beiden Oberflichen und abhingig von unterschiedlichen
regulierenden Faktoren (Seeman 1999). Um nun die Hypothese, dass Ligandrol die periostale
Knochenformation stimuliert zu bekriftigen, wurde die bone marrow area (Fliche
endokortikal) mit der cross-sectional area (Gesamtquerschnittsfliche) verglichen. Fehlende
Verinderungen der bone marrow area und eine tendenzielle VergroBerung der cross-sectional area
unter Ligandroltherapie lassen darauf schliefen, dass sich der Knochen bei Ligandrol durch
periostales Wachstum und nicht durch Reduktion der endokortikale Fliche verbreitert. Um
dies zweifelsfrei zu bestitigen, wire sicher eine histomorphometrische Knochenanalyse
sinnvoll gewesen, die in diesem Versuch jedoch nicht durchgefiihrt wurde. Ergebnisse aus
einer anderen Studie mit einem SARM (§-40503) untermauern jedoch diese Hypothese. Hier
wurde die MAR (mineral apposition rate) an der periostalen Oberfliche des Femurs von
weiblichen Tieren bestimmt, die unter SARM-Applikation im Vergleich zu OVX signifikant
gesteigert wurde (Hanada et al. 2003). Die durch das SARM Andarine (S-4) signifikant
gesteigerte periostale Zirkumferenz lisst sich ebenfalls mit dieser Hypothese in Einklang
bringen (Kearbey et al. 2007).

4.5 Biomechanischer Bruchtest

Ein Kennzeichen der Osteoporose ist ein erhdhtes Frakturrisiko aufgrund einer
verminderten  Knochenfestigkeit. Am  osteoporotischen — Rattenmodell ist  der
biomechanische Bruchtest eine wichtige Untersuchung, um die mechanischen Eigenschaften
des Knochens und eine potentielle frakturpriventive Wirkung eines Medikaments zu
evaluieren (Kalu 1999). In anderen SARM-Studien wurde der Bruchtest oft an der Diaphyse
des Knochens durchgefiihrt (Hanada et al. 2003; Kearbey et al. 2007; Furuya et al. 2012).
Auch wenn der osteoporotische Knochen normalerweise nicht an der Diaphyse frakturiert,
gibt es Argumente, die fur den Bruchtest an der Diaphyse sprechen. Durch diesen Bruchtest
lassen sich Aussagen tiber ein wirkstoffinduziertes cortical steal-Phinomen treffen und es kann
untersucht werden, ob periostale Knochenformation die biomechanischen Eigenschaften
beeinflusst (Kalu 1999).
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Dennoch treten osteoporotische Verinderungen des Knochens hauptsichlich am
Trabekelnetzwerk der Metaphyse auf. Vor allem im Rattenmodell ist die Tibiametaphyse
pradisponiert fiir die Entwicklung einer Osteoporose (Stiirmer et al. 2006). Chen et. al (2008)
konnten zudem zeigen, dass der Drei-Punkte-Bruchtest der Metaphyse gegentiber dem der
Diaphyse sensitiver auf Veranderungen durch Ovariektomie reagiert und deshalb geeigneter
ist fur die Untersuchung biomechanischer Verinderungen am Knochen. Stirmer et al. (2000)
stufen den metaphysiren Drei-Punkte-Bruchtest als hochsensibel ein, um hormonelle und
wirkstoffinduzierte Einflisse auf die Frakturanfalligkeit des osteoporotischen Knochens zu

untersuchen.

Bei allen Parametern der Biomechanik zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen durch
Ligandrol. Fiir den menschlichen Knochen konnte gezeigt werden, dass die Knochengrof3e
und die Knochenquerschnittsfliche (cross-sectional area) die Knochenfestigkeit zu 70-80%
vorhersagen konnen. Dariiber hinaus wurde eine verringerte Kortikalisdicke mit einem
erhohtem Frakturrisiko assoziiert (Augat und Schotlemmer 2006). Obwohl Ligandrol
sowohl die Kortikalisdicke signifikant als auch die cross-sectional area tendenziell steigerte,
konnten keine positiven Auswirkungen auf die biomechanischen Eigenschaften des hier

untersuchten Knochens erzielt werden.

Auch hier bestitigt sich: ,,szze zsn’t everything® (van der Meulen et al. 2001). Sicher spielt die
GrofBe des Knoches eine wichtige Rolle, nichtsdestotrotz scheinen viele weitere Faktoren
entscheidend fiir die biomechanischen Eigenschaften des Knochens zu sein. Cole und van
der Meulen beschreiben drei Faktoren, die wesentlich fiir die Knochenfestigkeit sind: erstens
die Knochenmasse (BMC, BV/TV), zweitens die geometrische Verteilung des Knochens
(Trabekelarchitektur) und drittens die Materialeigenschaften des Knochens, was die
Zusammensetzung des Knochengewebes aus organischen und anorganischen Bestandteilen
beinhaltet (Cole und van der Meulen 2010). In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass
die Ovariektomie starken Einfluss auf BV/TV und die Trabekelarchitektur hat und die
Verinderungen grof3 genug waren, um die biomechanischen Figenschaften des Knochens
signifikant zu verschlechtern. Denn sowohl die Maximalkraft, die Streckgrenze als auch die
Elastizitit des Knochens zeigten sich nach OVX signifikant vermindert. Da sich die
trabekuldre Gesamtfliche (bone marrow area) nach Ovariektomie nicht signifikant verdnderte
und die Kortikalisdicke sogar zunahm, scheint die Verminderung der Knochenfestigkeit
nach Ovariektomie primir durch eine verschlechterte Integritit des Trabekelknochens
bedingt zu sein (Seidlova-Wuttke et al. 2000).

Letztendlich ldsst sich konstatieren, dass die osteoanabole Wirkung von Ligandrol auf die
Kortikalis und die signifikante Steigerung einzelner Trabekelparameter nicht ausreicht, um

die biomechanische Festigkeit des hier untersuchten Knochens zu verbessern.

Andere Studien konnten jedoch eine signifikante Verbesserung der Knochenfestigkeit im
biomechanischen Bruchtest zwischen den mit SARMs behandelten Gruppen und OVX
feststellen. Jedoch wird die Vergleichbarkeit dadurch eingeschrinkt, dass in all diesen Studien
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der Bruchtest an der Diaphyse durchgefiihrt wurde. Da osteoporotische Verinderungen eher
das Trabekelnetzwerk betreffen und die Diaphyse primar aus kortikalem Knochen besteht,
lassen sich so die — im Gegensatz zu diesem Versuch — fehlenden Unterschiede zwischen
Non OVX und OVX in diesen Studien erkliren. Lingere Applikationszeitraume und die
Tatsache, dass die Stimulation der periostalen Knochenformation sich besonders an der
Diaphyse auswirkt (hauptsichlich kortikaler Knochen), konnten die signifikanten
Verbesserungen zwischen OVX und den SARMs-Gruppen in diesen Studien erkliren
(Hanada et al. 2003; Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012). Hoffmann
et al. (2018) konnten fir das SARM Ostarine ebenfalls keine signifikante Verbesserung der
Biomechanik zeigen. Auch hier wurde es fir moglich gehalten, dass ein lingerer
Applikationszeitraum (hier wurde ebenfalls nur fiinf Wochen therapiert) die Biomechanik

positiv beeinflussen koénnte.

Bei der Evaluation der Biomechanik in priklinischen Studien wird der Knochen isoliert
betrachtet. Verbesserte Knochenparameter, besonders die der Kortikalis, werden oftmals
herangezogen, um Verbesserungen der Biomechanik durch SARMs zu erkliren. Dies wird
den SARMs jedoch nicht im vollen Umfang gerecht. Denn ein SARM wie Ligandrol wirkt
sowohl anabol auf den Knochen als auch auf den Skelettmuskel. Aufgrund dieses
synergistischen Wirkansatzes muss bei der Evaluation der frakturpriventiven Wirkung von
SARMs auch die Verinderungen am Skelettmuskel betrachtet werden. Denn eine verbesserte
korperliche Konstitution, die mit einer moglichen Sturzreduktion und einer erhéhten
Mobilitit einhergeht, ist fir die Frakturprivention nicht auler Acht zu lassen (Kearbey et al.
2009). Somit lasst sich der Erfolg einer frakturpriventiven Wirkung mit Ligandrol nicht
alleine am biomechanischen Bruchtest festmachen, sondern muss in weiteren klinischen

Studien in der Zusammenschau mit der kérperlichen Konstitution bewertet werden.

4.6 Molekularbiologische Untersuchung

Der Knochen als metabolisch aktives Gewebe ist durch die enge Verbindung zwischen
Resorption und Formation stindig neuen Umbauprozessen ausgesetzt. Ist das Gleichgewicht
zwischen Ab- und Aufbau gestort, kommt es wie im Fall der Osteoporose zu einem Verlust
von Knochenmasse, welcher durch bildgebende bzw. osteodensitometrische Verfahren
beurteilt werden kann. Im Gegensatz zu diesen eher statischen Messungen gibt die Analyse
der molekularbiologischen Knochenmarkern Aufschluss tber die Dynamik des
metabolischen Ungleichgewichts. Verinderungen der Knochenmarker kénnen ein
spezifisches Krankheitsbild nicht definieren, sondern spiegeln lediglich den Knochen-
metabolismus wider. Daher sollten osteodensitometrische und molekularbiologische
Verfahren in der Diagnostik und Beurteilung einer Osteoporose nicht gegeniiberstellend,

sondern immer im Zusammenhang betrachtet werden (Seibel et al. 1999; Seibel 2005).



4 Diskussion 78

Fir Menschen konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus Knochendichtemessung
und biochemischen Knochenmarkern die Spezifitit fir Frakturvorhersagen signifikant
verbessert ohne dabei die Sensitivitit zu beeintrichtigen (Garnero et al. 1998). Fine
Herausforderung bei der Einordnung der Ergebnisse stellen die unterschiedlichen Methoden
dar, mit denen der metabolische Knochenumbau am Rattenmodell untersucht wird (Lelovas
et al. 2008). So werden in vielen priklinischen Studien die Knochenmarker im Serum
untersucht (Rissanen et al. 2008; Yoon et al. 2012), wohingegen andere die Menge an
genspezifischer mRNA (Northern Blot-Analyse) quantifizieren (Davey et al. 2000; Davey
und Morris 2004; Li et al. 2015). In dieser Arbeit wurde die relative Genexpression gegeniiber
einem Referenzgen (B.-MG) mittels quantitativer Echtzeit-PCR gemessen. Diese Methodik

wurde schon in vorherigen Studien der Arbeitsgruppe erfolgreich verwendet (Seidlova-
Wauttke et al. 2006; Komrakova et al. 2010).

Signifikant vermindert gegentiber OVX zeigte sich die relative Genexpression von RANKL
bei héchster Ligandroldosis (4 mg). Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass Ligandrol 4 mg
eine hemmende Wirkung auf die Differenzierung und Funktion der Osteoklasten hatte und
somit zusitzlich antiresorptiv wirkte. Fir DHT, welches genau wie Ligandrol nicht
aromatisierbar ist und somit nur am Androgenrezeptor wirkt, konnte bereits eine
resorptionshemmende Wirkung bei ovariektomierten Ratten festgestellt werden (Tobias et
al. 1994). Die bisherigen Studien mit anderen SARMs zeigten sich uneinig tiber eine mogliche
antiresorptive Wirkung. Kearbey et al. (2007) konnten eine Hemmung der Osteoklasten-
differenzierung 7z vitro durch das SARM S-4 (Andarine) feststellen und postulierten eine
sowohl osteoanabole als auch antiresorptive Wirksamkeit. Hanada et al. (2003) zweifelten an
der antiresorptiven Wirkung von SARMs i wivo, da S-40503 keine signifikanten

Verbesserungen am Trabekelknochen erzielte.

Es ist bekannt, dass sowohl die Marker der Knochenformation als auch die Knochenmarker
der Resorption nach Ovariecktomie ansteigen (Sims et al. 1996; Davey et al. 2000). Dies zeigte
sich in dieser Arbeit fiir RANKL und OPG, wenn auch nicht signifikant. Das Verhiltnis von
OPG und RANKL spielt eine entscheidende Rolle fir die Differenzierung der Osteoklasten
und somit fir das Gleichgewicht im Knochenmetabolismus (Li et al. 2015). OPG wirkt
protektiv gegen den Knochenabbau, der durch eine erhohte Osteoklastenaktivitit ausgelost
wird (Simonet et al. 1997). Unter Ligandroltherapie konnte kein Anstieg der OPG-

Genexpression gezeigt werden.

Die relative Genexpression des typischen Osteoklastenmarkers TRAP zeigte sich in der
OVX-Gruppe tendenziell vermindert. Rissanen et al. (2008) stellten nach OVX ebenfalls
einen Abfall fest. Sie beschreiben TRAP als einen Marker fiir die Osteoklastenzahl und nicht
als Marker der Osteoklastenaktivitit. Nach Ovariektomie ist die Knochenmasse und somit
die absolute Anzahl an Osteoklasten vermindert, obwohl die Aktivitit der vorhandenen
Osteoklasten erhoht ist (Rissanen et al. 2008). Der tendenzielle Anstieg von TRAP unter

Ligandroltherapie lasst sich also dadurch erkliren, dass die osteoanabole Wirkung von
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Ligandrol die Knochenmasse und somit auch die Zahl der vorhandenen Osteoklasten

gesteigert hat.

Der Knochenmarker Osteocalzin wird als spezifischer Marker der Osteoblastenfunktion
angesehen (Seibel 2005). Die relative Genexpression des Knochenmarkers Osteocalzin hat
nach Ovariektomie gegeniiber Non OVX deutlich abgenommen und durch die Ligandrol-
therapie einen tendenziellen Anstieg erfahren. Da die Verinderungen nicht signifikant waren,
lisst sich vermuten, dass durch die osteoanabole von Ligandrol sowohl die Knochenmasse
und somit die Zahl an Osteoblasten gesteigert als auch die Funktion der Osteoblasten

stimuliert wurde.

Die relative Genexpression der alkalischen Phosphatase, des Androgenrezeptors und des
Estrogenrezeptors o ergaben bei fehlenden Signifikanzen keine neuen Hinweise auf eine
Verinderung des Knochenmetabolismus. Fehlende Signifikanzen zwischen den Versuchs-
gruppen, trotz ausreichender Tieranzahl pro Gruppe, konnten den hohen Standard-

abweichungen zugeschrieben werden.

4.7 Schlussfolgerung

Grundlage fir die Erforschung der Ligandrolwirkung auf die osteoporotische
Tibiametaphyse war ein stimmiges experimentelles Tiermodell. Dieses bestitigte sich in

einem drastisch abgenommenen Uterusgewicht nach Ovariektomie sowie in signifikanten
Unterschieden in der Knochenqualitit zwischen Non OVX und OVX.

Es konnte sowohl am kortikalen als auch am trabekuliren Knochen eine dosisabhingige

osteoanabole Wirkung durch die Ligandroltherapie nachgewiesen werden.

Obwohl die Trabekeldichte und das Trabekelvolumen durch Ligandrol nicht signifikant
verbessert wurden, weisen ein dosisabhingiger Anstieg der Anzahl und der Flichendichte

der Trabekelkreuzungen auf einen selektiven therapeutischen Effekt von Ligandrol auf den
Trabekelknochen hin.

Plakativ lassen sich die Verinderungen durch Ligandrol auf das Trabekelnetzwerk als
»opinnennetz statt Fischernetz beschreiben. Der gesunde Knochen (Non OVX) weist dicke
Trabekel mit zahlreich ausgebildeten Trabekelkreuzungen auf, die einer kriftigen
Netzstruktur dhneln. Diese hat sich beim osteoporotischen Knochen (OVX) fast vollstindig
aufgel6st. Die Ligandroltherapie schaffte es, diese Trabekelkreuzungen zu regenerieren und
damit die Verzweigungen der Trabekel zu verbessern. Jedoch schaffte es die fiinfwochige
Ligandroltherapie nicht die Trabekeldicke wiederherzustellen. Somit dhnelte der
Trabekelknochen unter Ligandroltherapie eher einem Spinnennetz als einem kriftigen
Fischernetz. Dies erklirt auch, warum trotz Anstieg der Trabekelkreuzungen das

Trabekelvolumen nicht signifikant gestiegen ist.
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Die Hauptwirkung von Ligandrol in der Therapie der Osteoporose scheint in der Stimulation
der periostalen Knochenformation zu liegen. Damit stehen die in dieser Arbeit erlangten
Ergebnisse im Finklang mit den Erkenntnissen aus anderen SARMSs-Studien, die ebenfalls
die osteoanabole Wirkung auf den kortikalen Knochen hervorheben (Hanada et al. 2003;
Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a; Furuya et al. 2012).

Ligandrol stimuliert eindeutig die Knochenformation. Offen bleibt jedoch die Fragen nach
einer moglichen antiresorptiven Wirkung. Einerseits spricht eine signifikant verminderte
Genexpression des RANK-Liganden dafiir, andererseits hitte sich eine antiresorptive
Wirkung deutlicher am Trabekelknochen zeigen missen. Nachweislich antiresorptive
Hormone und Wirkstoffe (z. B. Ostrogen, Bisphosphonate) zeigen im Rattenmodell
deutlichere Verbesserungen gegeniiber dem osteoporotischen Knochen (Hanada et al. 2003;
Furuya et al. 2012). Ligandrol hingegen konnte nur einen Teil der Trabekelparameter

signifikant verbessern.

Trotz der osteoanabolen Wirkung auf die Kortikalis, konnte keine Verbesserung der
Biomechanik erreicht werden. Dies zeigt, dass bei dem metaphysiren Bruchtest nicht nur
der kortikale Knochen ausschlaggebend fur die Bruchfestigkeit ist, sondern der
Trabekelknochen ebenfalls Einfluss auf die Biomechanik hat. Neben der Verbesserung der
Kortikalisparameter reichte der partiell osteoanabole Effekt am Trabekelknochen nicht aus,
um eine Verbesserung der Frakturanfilligkeit zu erzielen. Hierbei spielte sicher die
Therapiedauer eine entscheidende Rolle. Studien, die eine signifikant verbesserte
Biomechanik des Knochens zeigen konnten, wihlten im Vergleich zu dieser Studie deutlich
lingere Interventionszeitraume (Hanada et al. 2003; Kearbey et al. 2007; Vajda et al. 2009a;
Furuya et al. 2012).

Letztendlich bestitigen die Ergebnisse die Wirksamkeit einer selektiven Androgentherapie
bei weiblichen Tieren und unterstreichen das Potenzial von Ligandrol zukinftig eine Rolle
in der Therapie der postmenopausalen Osteoporose zu spielen. Kritisch jedoch muss die
Gewebeselektivitit betrachtet werden, da die héchste Ligandroldosis zu einem signifikanten
Anstieg des Uterusgewichts fithrte. Des Weiteren scheint die Wirkpotenz und das primir auf
die Kortikalis gerichtete Wirkspektrum fiir die Monotherapie der postmenopausalen
Osteoporose nicht auszureichend zu sein. Vielmehr zeigten Kombinationstherapien mit
antiresorptiven Medikamenten (Bisphosphonate oder SERM plus SARM) additive Effekte
gegentiber der Monotherapie mit nur einem der beiden Priparate (Vajda et al. 2009a; Furuya
et al. 2012). Dieser additive Effekt in Kombination mit einem Bisphosphonat konnte fiir
andere osteoanabolen Wirkstoffe (z. B. PTH) bisher nicht nachgewiesen werden (Black et al.
2003).
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5 Zusammenfassung

Bei einer immer dlter werdenden Gesellschaft wird die Anzahl der an Osteoporose
erkrankten Frauen in den néichsten Jahren weiter zunehmen. Durch die steigenden Fallzahlen
und die damit verbundenen Kosten wird auch die soziookonomische Bedeutung der
systemischen Skeletterkrankung wachsen. Als Alternative zu den antiresorptiv wirkenden
Bisphosphonaten wird nach osteoanabolen Wirkstoffen geforscht. Der Einsatz von
Androgenen zur Therapie der postmenopausalen Osteoporose wurde bisher durch ein
ausgepragtes Nebenwirkungsspektrum begrenzt. Von der Therapie mit selektiven
Androgenrezeptor-Modulatoren (SARMs) verspricht man sich eine sowohl osteoanabole als
auch myoanabole Wirkung ohne dabei die typischen androgenen Nebenwirkungen bei
Frauen (z. B Virilisierung) hervorzurufen. Damit folgen sie dem Beispiel der selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) und stellen einen neuen hoffnungsvollen
Therapieansatz der postmenopausalen Osteoporose dar. Vielversprechende Versuchs-
ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unterstreichen das Potenzial der SARMs. Die
Vertraglichkeit von Ligandrol wurde bereits an gesunden miénnlichen Probanden getestet.
Ziel der hier durchgefithrten Studie war die Erforschung einer dosisabhingigen Wirkung von

Ligandrol auf die osteoporotische Tibiametaphyse weiblicher Ratten.

Weibliche Sprague Dawley Ratten (n=75), die zu Versuchsbeginn drei Monate alt waren,
wurden in finf Gruppen (n=15) eingeteilt. Die Gruppe Non OVX diente als gesunde
Kontrollgruppe und wurde keiner Intervention unterzogen. Die Gruppe OVX wurde nur
ovariektomiert und diente als osteoporotische Kontrolle. Die tibrigen Gruppen wurden
ebenfalls ovariektomiert, jedoch zusitzlich einer Ligandroltherapie unterzogen. Nach neun
Wochen, in denen sich eine Osteoporose bei den ovariektomierten Ratten ausbilden konnte,
wurde den Therapiegruppen Ligandrol in unterschiedlichen Dosen (0,04 mg, 0,4 mg, 4 mg)
fir funf Wochen oral verabreicht. Nach 14 Wochen wurde der Versuch wie geplant
beendet. Es  schloss sich eine computertomographische Untersuchung und ein
biomechanischer Bruchtest der linken Tibiae an. Gefolgt von einer Analyse der Expression

knochenspezifischer Gene der rechten Tibiae.

Die Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen, die Kortikalis- und Trabekeldicke und die
Flichen von Kortikalis und Trabekel wurden anhand von CT-Schnittbildern analysiert. Des
Weiteren konnten die Dichte (BMD) und das Volumen der unterschiedlichen Gewebs-
abschnitte sowie der relative Knochenanteil vom Gesamtgewebe (BV/TV) untersucht
werden. Der biomechanische Bruchtest iiberpriifte Verinderungen der Frakturanfilligkeit,
indem die Maximalkraft, Steifigkeit und Elastizitit gemessen wurden. Bei der molekular-
biologischen Analyse wurde die Genexpression verschiedener Knochenmarker untersucht,

die Aufschluss iiber die Wirkung von Ligandrol auf das Knochenremodelling ergaben.

Ausgewertet wurden die Daten durch das Programm GraphPrism mittels Tukey-Test. Das

Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.
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Die Ovariektomie fithrte zu einer signifikanten Reduktion aller biomechanischen Parameter,
des Trabekelvolumens und der BV/TV. Die Ligandroltherapie konnte hier keine
Verbesserung bewirken. Ebenfalls blieb die Trabekeldichte (BMD) von einer Ligandrol-
therapie unbeeinflusst. Sowohl OVX als auch die Therapie hatten keinen Einfluss auf die
Dichte und das Volumen der Kortikalis. Weitere Parameter der Kortikalis (Kortikalisdicke,
Kortikalisfliche) konnten jedoch durch Ligandrol signifikant verbessert werden. Eine
dosisabhingige Ligandrolwirkung gegeniiber dem osteoporotischen Knochen zeigte sich bei
der Anzahl und Flichendichte der Trabekelkreuzungen. Dariiber hinaus wurde die
Genexpression des RANK-Liganden durch 4 mg Ligandrol signifikant vermindert. Die
héchste Ligandroldosis (4 mg) fihrte zu einer signifikanten Zunahme des Uterusgewichts
(vs. OVX). Das Uterusgewicht der gesunden Kontrollgruppe (Non OVX) wurde durch die
Therapie jedoch nicht erreicht.

Der Erfolg der Ovariektomie wurde durch eine signifikant verschlechterte Knochenqualitit
der OVX-Gruppe gegeniiber Non OVX sowie durch ein signifikant gesunkenes Uterus-
gewicht nach OVX bestitigt. Die Ergebnisse zeigten, dass Ligandrol seine osteoanabole
Wirksamkeit primar am kortikalen Knochen austibte. Dartiber hinaus konnte Ligandrol die
Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen dosisabhingig steigern, was auch fiir eine
selektive therapeutische Wirkung auf den Trabekelknochen spricht. Dieser partielle Effekt
auf das Trabekelnetzwerk und die osteoanabole Stimulation der Kortikalis durch Ligandrol
reichten jedoch nicht aus, um die Biomechanik des Knochens signifikant zu verbessern. Eine
im Gegensatz zu Vergleichsstudien geringe Therapiedauer von funf Wochen kénnte eine
Erklirung dafiir sein. Die Frage nach einer méglichen antiresorptiven Wirkkomponente von
Ligandrol konnte nicht eindeutig geklirt werden. Die signifikante Steigerung des
Uterusgewichts unter der hochsten Ligandroldosis (4 mg) erfordert eine kritische Bewertung
des therapeutischen Einsatzes bei Frauen. Fur die Zukunft vielversprechend erweist sich die

Kombinationstherapie aus SARMs und Bisphosphonaten.
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Tabelle Al: Zusammenfassung der mittleren Tiergewichte im Verlauf des Versuchs; pro

Woche in Gramm (Mittelwert £ Standardabweichung)

Versuchs-
Non OVX OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg

woche

0 2392+ 10,9 235,0 £ 10,7 2370+ 122 240,5 = 14,5 236,6 £ 10,5

1 2427 + 8.2 2482 + 8,3 2485+ 11,0 2494 + 124 | 249,8 £ 10,9
2446+ 83

2 281,1 £ 11,9 280,0 = 13,1 281,6 £ 13,6 2831+ 128
(a***)
2486+ 9,6

3 301,1 £ 134 | 301,1 £ 14,7 307,2 + 30,5 3034+ 134
(a***)
2534 + 10,6

4 312,1 £ 135 3149 £ 16,9 3131 £ 17,7 315,6 £14,6
(a¥*¥)
256,3 £ 8,4

5 316,9 £ 16,5 321,0 £ 20,3 319,9 £ 17,5 321,7 £ 15,0
(a¥*¥)
263,7 £ 9,4

6 3231 21,7 326,3+ 213 326,0 £ 174 | 326,5 + 159
(a¥*¥)
266,9 + 11,7

7 329,0 £ 226 331,2 + 221 3336 184 | 3329t 173
(a¥*¥)
2721 £ 135

8 3299 + 225 332,77 £ 241 333,6 + 18,3 3351 £ 18,7
(a**¥)
2730+ 133

9 3323 + 21,7 3354 + 249 3334 +192 | 337,6+174
(a**¥)
2725+ 11,8

10 335,0 £ 204 | 3374 £ 26,0 336,4 + 18,6 3449 + 17,1
(a**¥)
2723 + 13,0

11 338,6 = 20,1 3409 + 26,2 3414+ 189 3533+ 19,3
(a**¥)
2786 + 11,1

12 341,1 £ 20,0 3447 + 26,1 346,9 £ 19,0 | 358,4 £ 19,6
(a¥*¥)
281,7 £ 124

13 340,7 = 20,0 3435 + 27,6 346,4 £ 204 | 3594 £ 194
(a***)
2825+ 14,8

14 338,7 = 20,5 3421 + 274 350,4 = 16,3 3552+ 194
(a***)

a = Non OVX vs. alle ibrigen Gruppen; ***p<0,001
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Tabelle A2: Zusammenfassende Darstellung der durchschnittlichen Futteraufnahme; pro

Tier pro Tag in Gramm (Mittelwert * Standardabweichung)

Versuchs-
Non OVX OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg
woche
1 17,1 £0,77 17,1 £ 0,48 18,8 + 3,01 18,1 + 2,84 17,6 £ 0,85
16,7 £ 0,62
2 21,5108 20,4 £ 231 21,1 £0,76 21,6 £ 0,7
(a**¥)
17,0 £ 1,24
3 231+ 143 22,5+ 0,55 222 10,7 22,5 + 0,65
(a**¥)
17,8 £ 0,81
4 22,3+ 0,85 22,6 £ 0,65 22,6 £ 0,39 22,8 0,67
(a¥*¥)
17,2 £ 0,40
5 20,4 £ 0,99 21,0 £ 0,46 20,8 £ 0,31 20,6 £ 0,76
(a***)
17,5+ 1,0
6 20,3 £ 1,11 20,5 £ 0,67 20,2 £ 0,18 20,7 £ 0,7
(a***)
17,0 £ 0,65
7 19,7 £ 0,55 19,6 = 0,55 19,5 + 0,34 19,8 £ 0,174
(a***)
8 18,0 £ 1,46 19,1 = 0,38 19,0 = 0,59 19,3 + 0,27 19,3 £ 0,4
9 17,4 + 1,00 18,9 £ 0,25 21,7 £ 2,89 219+ 32 22,0+ 317
19,0 + 1,86 19,7 £ 1,77 20,2 £ 2,11
10 15,4 £ 1,43 17,6 = 0,08
(b**k) (b**k) (bxk)
18,7 + 3,05
11 14,9 £ 0,60 17,3 £ 0,24 17,1 = 0,54 17,4 £ 0,22
(b*k)
17,5 £ 0,69 17,6 £ 0,46 17,9 + 0,54
12 16,1 = 0,35 17,2 0,77
(b*k) (b*k) (bxk)
13 16,6 £ 0,39 16,9 + 1,77 17,7 £ 0,45 17,8 = 0,39 18,3 = 0,56
14 16,1 £ 0,87 16,4 = 0,89 16,4 + 0,60 17,6 = 1,70 16,9 = 0,70

a = Non OVX vs. alle iibrigen Gruppen, b = signifikant gegeniiber Non OVX; **p<(,001
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Tabelle A3: Zusammenfassung der tiglichen Ligandroldosis in mg/kg KG; (Mittelwerte *

Standardabweichung)

Versuchswoche 0,04 mg 0,4 mg 4 mg

10 0,032£0 0,329 £ 0,03 3,29 £ 0,34
11 0,028 £0 0,280 £ 0,01 2,77 £ 0,03
12 0,028 £0 0,283 = 0,01 2,80 £ 0,09
13 0,029 £0 0,288 = 0,01 2,85 £ 0,09
14 0,027 £0 0,281 £ 0,03 2,66 £ 0,11
Durchschnitt 0,028 + 0 0,283 + 0,03 2,80 + 0,09

Tabelle A4: Darstellung des Uterusgewichts; (Mittelwert = Standardabweichung)

Parameter Non OVX OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg
U 0,426 = 0,037
terus- +
s 0578 0113 1) 105 + 0,025 | 0,105 + 0,021 | 0,127+ 0,018 | (ck**, dbsk,
gewichting | (a**¥¥)

eXkok)

a = Non OVX vs. alle iibrigen Gruppen, ¢ = signifikant gegenitber OVX, d = signifikant gegeniiber

0,04 mg, e¢ = signifikant gegeniiber 0,4 mg; ***p<0,001
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Tabelle A5: Zusammenfassung der Ergebnisse der 3D-Analyse; (Mittelwert * Standard-

abweichung)
Parameter Non OVX OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg
Kortikalis-
dichte BMD 1,316 £ 0,035 | 1,304 £ 0,032 | 1,306 = 0,041 | 1,321 £ 0,035 | 1,296 £ 0,043
(g/cm?d)
Kortikalis-
volumen 10,71 £ 0,97 11,08 £ 1,05 11,03 £ 1,20 11,58 = 0,98 11,68 £ 0,66
(mm?)
Kortikalis- 5770 £ 0,294 | 5,838 £ 0,350 | 5,945 + 0,387 | 6,179 £ 0,220
) 5,302 = 0,460
fliche (mm2) (b*¥) (b*¥*) (b*¥*) (b*¥*, c¥)
Dichte
Kortikalis + 1,022 + 0,032
1,140 £ 0,037 | 1,146 £ 0,052 | 1,144 £ 0,035 | 1,127 £ 0,056
Trabekel (a*®*%¥)
BMD (g/cm?)
Volumen
Kortikalis + 18,66 £ 2,01
14,80 £ 1,44 14,64 = 1,68 15,70 = 1,43 15,88 £ 1,70
Trabekel (a*®*¥)
(mm?)
Trabekel-
. 0,621 = 0,010
dichte BMD (ahH) 0,649 + 0,012 | 0,650 = 0,007 | 0,642 £ 0,008 | 0,643 = 0,011
a
(g/cm?)
Trabekel-
7,916 = 1,340
volumen k) 3,743 + 0,670 | 3,606 = 0,730 | 4,121 £ 0,641 | 4,204 = 1,245
a
(mm?) (
Gesamt-dichte
0,491 £ 0,060 | 0,481 £ 0,041 | 0,460 = 0,060 | 0,439 = 0,050 | 0,460 £ 0,050
BMD (g/cmd)
Gesamt-
38,31 =+ 2,51
volumen 37,47 + 2,89 3434 + 277 3496 + 5,19 3719 + 3,36
(c®)
(mm?)
4983 + 425
BV/TV (%) (ah) 4316 + 3,10 42,20 + 3,85 41,03 + 3,20 42,79 + 3,60
a

a = Signifikanz zwischen Non OVX und allen tbrigen Gruppen, b = signifikant gegeniiber Non
OVX, ¢ = signifikant gegeniiber OVX; ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
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Tabelle A6: Zusammenfassung der Ergebnisse der 2D-Analyse; (Mittelwert = Standard-

abweichung)
Parameter Non OVX OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg
o 6,08 £ 0,37 6,12 £ 0,30
Kortikalis- 5,74 £ 0,33
5,33 + 0,74 5,48 £ 0,40 (b ok | (pkkk | ckokk]
fliche (mm?) (b**¥)
d*¥) d*¥)
ikalis- + + + +
Kortikalis O,ii; 0,08 0,50 + 0,057 O,i4 + 0,06 O,ii_ 0,06 O,ii; 0,04
dicke (mm) | (@**%) (c%) (c*%) (c*+%)
Trabekel- 4,04 £ 1,10 1,41 £ 0,50
) 0,97 £ 0,24 1,08 + 0,36 1,20 + 0,35
fliche (mm?) | (a***¥) (c**)
Knochen-
flichen- 4348 + 9,58 14,14 £ 3,73
) 10,10 £ 2,65 11,46 £393 | 11,62 + 3,04
dichte (a¥*¥) (c*¥)
Trabekel (%)
Anzahl der
Trabekel- 34,31 £ 9,92 11,90 £ 4,87
5,78 £ 292 7,07 £ 4,18 9,15+ 4,18
kreuzungen | (a**¥) (c¥¥*  d¥*)
(absolut)
Flachen-
dichte der
5,79 £ 2,53 7,55 + 2,29 8,56 £ 2,38
Trabekel- 8,69 £ 1,78 6,20 = 2,56
(k) (c**) [Cia i i)
kreuzungen
(n/mm?)
Trabekel- 0,15 £ 0,08
] 0,050 0,06 £0 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01
dicke (mm) | (a**%¥)
Bone marrow | < 10 2068 |530+054 | 5324108 | 5724062 | 550+ 085
area (mm?)
Cross-sectional 11,66 = 0,60 11,68 =093
10,42 = 0,74 11,07 = 0,56 11,16 £ 1,26 ’ ’ ; ’
area (mm?) (b**) (b*¥)

a = Signifikanz zwischen Non OVX und allen tibrigen Gruppen, b = signifikant gegeniiber Non
OVX, ¢ = signifikant gegeniiber OVX, d = signifikant gegeniiber 0,04 mg; ***p<0,001, **p<0,01,

#p<0,05
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Tabelle A7: Zusammenfassung der Ergebnisse des biomechanischen Bruchtests; (Mittelwert

* Standardabweichung)

Parameter Non OVX OVX 0.04mg 0.4mg 4mg
Streckgrenze | 114,10 £ 98,11 + 8,10 | 94,63 + 10,40 | 89,72 £9,62 | 93,17 £ 7,79
(N) 18,68 (b*¥*) (b*¥*) (b*¥%¥) (b*k*)

. N N . .
Maximalkiaft | 1150 + 1017 99,14 + 8,50 | 95,83 + 10,66 | 91,26 + 9,66 | 93,80 + 7,70
N) (b*¥) (b***) (b***) (b**%¥)
Elastizitit 2242 + 5281 179,0 + 29,96 | 172,6 + 3847 | 1746 + 27,55 | 176,0 + 3123
(N/mm) (b*) (b**) (b**) (b**)

b = signifikant gegeniiber Non OVX; ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05

Tabelle A8: Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularbiologischen Analyse;

(Mittelwert + Standardabweichung)

Non OVX | OVX 0,04 mg 0,4 mg 4 mg
1,292 + 1,526 + 1,304 + 1,071 + 0,816 + 0,320
RANKL
0,398 0,765 0,348 0,284 (c*)
1,043 + 1,343 + 1,370 + 1,012 +
OPG 0,934 + 0,335
0,317 0,433 0,468 0,275
0,853 + 0,336 + 0,598 + 0,504 +
TRAP 0,882 + 0,712
0,583 0,181 0,259 0,311
1,075 + 0,267 + 0,756 + 0,813 +
oC 1,103 + 1,164
0,869 0,171 0,422 0,584
1,250 + 0,867 + 0,914 + 1,035 +
ERa 0,761 + 0,295
1,028 0,104 0,327 0,330
0,821 + 0,598 + 0,708 + 0,691 +
AR 0,549 + 0,208
0,224 0,156 0,188 0,213
1,314 + 1,314 + 1,657 + 1,374 +
AP 1,077 + 0,772
0,859 0,636 0,752 0,850

¢ = signifikant gegentiber OVX; *p<0,05
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