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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Thematik und Fragestellung der Arbeit

Osteoporose ist eine systemische Knochenerkrankung, von der weltweit
schatzungsweise 200 Millionen Menschen und davon vorwiegend Frauen in der
Postmenopause betroffen sind (Cooper et al. 1992). Auf die Diagnostik und
Behandlung der Osteoporose entfallen rund 3 % der europaischen Gesundheits-
ausgaben (Reginster et al. 2015). Im Jahr 2000 wurden 9 Millionen Frakturen bei
zugrunde liegender Osteoporose registriert. Hiervon entfielen ca. 1,4 Millionen auf
vertebrale Frakturen (Johnell und Kanis 2006), welche mit einem erhéhten Risiko
fur nachfolgende Frakturen und damit einem rapiden Krankheitsprogress
einhergehend (Melton et al. 1999).

Bei der Osteoporose ist die physiologische Balance zwischen Knochenauf- und
Knochenabbau zugunsten des Abbaus verschoben. Sie geht mit einer herab-
gesetzten Knochenstabilitat einher, die unter anderem anhand der
Knochenmineralisationsdichte (BMD) objektiviert werden kann.

Laut aktueller Leitlinie des Dachverbands flr Osteologie (DVO) sind neben
Huftfrakturen auch Wirbelkdrper-Frakturen relevante Endpunkte des Krankheits-
bildes, deren Vorliegen zur Indikation einer Osteoporose-Therapie dient (DVO
2017). Ein Grof3teil der daflr zugelassenen Medikamente unterstitzt aber
entweder nur den Knochenaufbau oder wirkt dem Knochenabbau entgegen
(McLendon und Woodis 2014). Mit Strontium existiert dagegen eine Substanz, die
den osteoanabolen und den antiresorptiven Effekt in sich kombiniert (Geng et al.
2018). Eine Langzeittherapie mit Strontium wies einen Anstieg der Knochen-
mineralisationsdichte und eine Antifraktureffizienz nach (Boivin et al. 2012). So
haben Strontium-Verbindungen ein hohes Potential in der Osteoporose-Therapie
und der Frakturprophylaxe.

Aufgrund dessen wird in der vorliegenden Arbeit die prophylaktische und
therapeutische Wirkung von Strontium auf die Knochenstabilitat, die Mikro-
architektur und die Mineralisation mit Depotfunktion am Beispiel von Strontium-

ranelat an der Lendenwirbelsaule von Ratten untersucht.
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1.2 Der gesunde Knochen

Das menschliche Skelett ist aus 220 Knochen zusammengesetzt. Mit einem
Gewicht von ca. 10 kg macht es einen Anteil von etwa 15 % des Korpergewichtes
aus und erfullt wichtige Aufgaben, wie Stutz- und Schutzfunktionen. Rippen und
Sternum schirmen beispielweise die intrathorakalen Organe ab, Schéadel und
Wirbelsaule schitzen das zentrale Nervensystem. Durch den Ansatz der
Muskulatur an den Knochen ist das Skelett auch mafigeblich an der
Fortbewegung beteiligt. AuRerdem dient es der Speicherung eines Grof3teils an
Mineralien und stellt ein riesiges Depot dar, das 99 % des gesamten Calciums,
85 % des Phosphates und 50 % des Magnesiums im Koérper speichert. Auch
Proteine wie Kollagen Typ |, Glykoprotein, Osteokalzin oder Osteonektin werden
im Knochen produziert und gespeichert. Zudem findet hier die Hamatopoese statt
(Bartl und Bartl 2004).

Das Skelett wird in ein axiales oder Rumpfskelett und in ein appendikulares, das
Extremitaten-Skelett gegliedert (Bartl und Bartl 2004).

Die grol3te &ufRRere Schicht der Knochen wird von der Kortikalis gebildet. Sie
besteht histologisch aus Osteonen — etwa 5 mm langen Zylindern, die parallel zur
Langsrichtung des Knochens angeordnet sind. Die Kortikalis ist dicht gepackt,
sehr hart und weist eine nur geringe Knochenumbaurate auf. Deshalb wird sie
deutlich langsamer als der trabekuldre Knochen umgebaut, der sich im Knochen-
inneren befindet und ein Gitternetz aus dinnen Platten und Bélkchen bildet — die
sogenannte Spongiosa. Das Knochenmark fillt die Maschen zwischen den
Trabekeln. Die Abgrenzung zwischen Kortikalis und Knochenmarkraumen erfolgt
durch das Endost, bestehend aus einer dinnen Schicht nicht mineralisierter
Kollagenfibrillen sowie einer Lage aus ruhenden Osteoklasten, ruhenden
Osteoblasten, Osteoprogenitorzellen und mesenchymalen Stammzellen (als lining
cells zusammengefasst). Die dul3ere Begrenzung des Knochens bildet das Periost
aus straffem Bindegewebe und ebenfalls einer Schicht lining cells (Bartl und Bartl
2004; Lullmann-Rauch 2019).

Zu unterscheiden ist zwischen Geflecht- und Lamellenknochen. Der sich rasch
aufbauende Geflechtknochen entsteht in der Entwicklung und bei der Fraktur-
heilung. In ihm liegen die Kollagenfibrillen miteinander verflochten in Bindeln vor.

Im Rahmen des natirlichen Knochenumbaus ersetzt der sich langsamer
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entwickelnde, aber biochemisch wertvollere Lamellenknochen dann den Geflecht-
knochen nach und nach (Havers-Umbau) (Lullmann-Rauch 2019).

1.2.1 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix verleint dem Knochen seine typischen Eigenschaften.
Aufgrund ihrer Verkalkung hélt sie hoher Biege- und Torsionsbeanspruchung statt
und hat eine enorme Zug- und Druckfestigkeit. Die Knochenmatrix besteht zu
30 % aus organischem Material. 90 % davon entfallen auf Kollagenfasern vom
Typ | und 10 % auf andere Proteine, wie Glykoprotein, Osteokalzin, Osteonektin
oder alkalische Knochenphosphatase. Die Kollagenfasern sind in einer Lamelle
anndhernd parallel zueinander ausgerichtet, wechseln jedoch ihre Ausrichtung in
benachbarten Lamellen. 45 % der Knochenmatrix machen die anorganischen
Bestandteile aus und werden zum Grof3teil aus Hydroxylapatit gebildet, einer
kristallinen Form des Calciumphosphats. Vermutet wird, dass sich aus Fortsatzen
von Osteoblasten Vesikel abspalten, die frei in der Matrix liegen und in deren
Inneren die Apatitkristalle entstehen, die im Verlauf ihres Wachstums die Vesikel-
membran aufreil3en und in die Matrix ragen. Hier lagern sich Kollagenfibrillen an
und wachsen weiter. Die Mineralisierung erfolgt hauptsachlich durch die alkalische
Phosphatase (Deller 2018).

Die verbliebenen 25 % der Knochenmatrix bestehen aus Wasser (Deller 2018).

1.2.2 Knochenzellen

1221 Osteoblasten

Osteoblasten sind die knochenbildenden Zellen des wachsenden und ausgereiften
Knochens, die sich Uber die Osteoprogenitorzellen aus mesenchymalen Stamm-
zellen entwickeln. Im aktiven Zustand sind sie kubische bis prismatische Zellen,
die sich epithelartig an der Matrixoberflaiche anordnen. Sie sind reich an
alkalischer Phosphatase und sezernieren unter anderem Kollagen Typ | und
Proteoglykane. Die wichtigste Aufgabe der Osteoblasten ist die Bildung und
Mineralisation der Knochenmatrix. Die urspringlich produzierte und noch nicht

verkalkte Knochenmatrix wird Osteoid genannt. Im Rahmen der Knochen-
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entwicklung oder Knochenneubildung finden sich die Osteoblasten praktisch
uberall an der Knochenoberflache. Bereits ab dem 20. Lebensjahr sind sie aber
deutlich seltener nachweisbar als in der Wachstumsphase. Sie gehen im Verlauf
ihres Lebens in Osteozyten Uber, werden inaktiv und bilden die sogenannten end-
ostalen Saumzellen ( = bone-lining cells) oder gehen durch Apoptose zugrunde
(Deller 2018).

1.2.2.2 Osteozyten

Viele Funktionen, die urspringlich den Osteoblasten zugeschrieben wurden,
Ubernehmen nach neusten Erkenntnissen die Osteozyten. Sie sind morphologisch
veranderte, ausdifferenzierte Osteoblasten, die in Lakunen der Knochenmatrix
liegen. Uber die Ausbildung von mechanosensitiven Membrankanalen kénnen sie
die Beanspruchung oder auch Schaden des Knochens wahrnehmen und darauf
reagieren. Bei starker Beanspruchung des Knochens wird beispielsweise die
Sclerostinausschuttung aus den Osteozyten gehemmt, was zu einer Zunahme der
Knochenmasse fuhrt. Aul3erdem stimulieren die Osteozyten Uber Rezeptoren, an
denen Parathormon an ihnen bindet die Ausreifung von Osteoklasten und leiten so
die Knochenresorption ein. Uber Kalzitriol, die aktive Form des Vitamin D, wird in
den Osteozyten die Bildung des Faktors RANKL (engl. receptor activator for
nuclear factor kappa-Ligand) gefordert. RANKL wiederum bindet an seinen
Rezeptor RANK auf den Osteoklasten und aktiviert damit ebenfalls die Knochen-
resorption. Diese Bindung kann durch Osteoprotegerin (OPG), das ebenfalls von
Osteozyten gebildet wird, antagonisiert werden (= RANK/RANKL/OPG-Weg).
Werden Osteozyten mit ausreichend Nahrstoffen tber Gefal3e der Havers-Kanale

versorgt, kdnnen sie jahrelang tberleben (Deller 2018).

1.2.2.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die aus Stammzellen des Knochenmarkes
entstehen und mit Makrophagen verwandt sind. Im spongidsen Knochen liegen sie
in selbst geschaffenen Hohlen der Knochenoberflache, den sogenannten

Howship-Lakunen. Dort bildet die Membran reifer Osteoklasten einen schmalen
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Faltensaum, der einem standigen Wandel unterliegt und dadurch aktive Be-
wegungen ausfihrt.

Die Osteoklasten sind gemeinsam mit den Osteozyten fir die Resorption der
verkalkten Knochenmatrix im Rahmen des Knochenumbaus verantwortlich. Dieser
findet im Bereich der Faltenoberflache der Howship-Lakunen statt. Dazu
sezernieren die Osteoklasten Saure sowie lysosomale und nicht lysosomale
Enzyme. Kalzitonin aus der Schilddriise hemmt die Osteoklastenaktivitat, wahrend
Faktoren, wie RANKL der Osteozyten sie aktivieren und deren Ausreifung
stimulieren. Osteoklasten Uberleben in der Regel nur einige Tage und gehen dann
durch Apoptose zugrunde (Deller 2018).

1.2.3 Knochenumbau

Zur Uberwachung und Steuerung des Knochenumbaus besitzt das Skelett ein
komplexes Netzwerk ineinandergreifender Systeme, um eine gesunde Balance
zwischen Knochenauf- und -abbau zu gewahrleisten. Zu diesen Steuersystemen
gehoren systemische Hormone, lokale Zytokine und Signale, Vitamine und
Mineralien, mechanische Belastung, transkriptionale Regulation und Gene sowie
zentrale Regulationsmechanismen, wie Leptin (Bartl und Bartl 2004). Eine
wesentliche Rolle spielt die hormonelle Steuerung, insbesondere durch
Parathormon aus der Nebenschilddrise, Kalzitonin aus der Schilddrise und
Sexualhormone wie Ostrogen. Das Parathormon bewirkt eine gesteigerte
Calciumresorption im Darm, aktiviert im Knochen die Osteoklasten, die durch
Knochenabbau Calcium freisetzen und bewirkt an der Niere eine Calcium-
resorption und eine Phosphatausscheidung. Kalzitonin antagonisiert die Wirkung
des Parathormons durch Hemmung der Osteoklastenaktivitat (Adler 1998). Das
Sexualhormon Ostrogen steuert direkt die Funktion der Osteoblasten, die
Synthese von Kollagen Typ |, zahlreicher Matrixproteine und der alkalischen
Knochenphosphatase, die essentiell fir die Knochenmineralisation ist. Gleichzeitig
hemmt es die Osteoklastenaktivitdit und bewirkt durch Bindung an einen
spezifischen Ostrogen-Rezeptor einen programmierten Zelltod, was dem
Knochenabbau aktiv entgegenwirkt (Nakamura et al. 2007; Leidenberger et al.
2009).
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Die starksten physiologischen Umbauvorgange laufen zum Zeitpunkt der Skelett-
entwicklung ab. Nach der Entwicklung findet ein langsamer, aber stetig fort-
laufender Umbauprozess statt, bei dem das Skelett innerhalb von 40-50 Jahren
vollstandig erneuert wird. Der physiologische Verlust an Knochenmasse ist dabei
durch die Abnahme an Osteozyten und die damit einhergehende verzogerte
Mineralisation bedingt, wahrend die osteoklastdre Resorption unverandert
weiterlauft. Dabei passt sich der Knochen den an ihn gestellten mechanischen

Ansprichen permanent an (Adler 1998).

1.3 Osteoporose

Das Krankheitshild der Osteoporose wurde erstmals 1885 vom Innsbrucker
Pathologen Gustav Adolf Pommer beschrieben und z&hlt heute zu den haufigsten
Erkrankungen weltweit (Kremling 2005). Die nachfolgende Darstellung der
Erkrankung orientiert sich an der aktuellen Leitlinie des Dachverbands der
Deutschsprachigen Wissenschaftlichen Osteologischen Gesellschaft e.V., die
online publiziert wurde (DVO 2017).

1.3.1 Definition der Osteoporose

1311 Definition nach dem DVO (2017)

,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige
Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochen-
gewebes charakterisiert ist, mit einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitat
und der Neigung zu Frakturen. Sind bereits Frakturen als Folge der Osteoporose

aufgetreten, liegt eine manifeste Osteoporose vor.“ (DVO 2017)

1.3.1.2 Definition der World Health Organization (WHO) 1994

“Eine Osteoporose liegt dann vor, wenn der Knochenmineralgehalt in einer DXA-
Knochendichtemessung an der Lendenwirbelsaule und/oder am proximalen
Femur (Gesamtareal oder Schenkelhals) um < -2,5 Standardabweichungen vom

Mittelwert einer 20-29-jahrigen Frau abweicht® (Kanis und WHO Study Group
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1994). Treten zusatzlich Frakturen auf, spricht man von einer manifesten
Osteoporose. Diese in Standardabweichungen angegebene Divergenz der
Knochendichte bezeichnet man als T-Score (Tabelle 1). Er kann auch auf Manner
ab dem 50. Lebensjahr angewendet werden (Kanis und WHO Study Group 1994).
Neben dem T-Score wird ein zusatzlicher Wert, der Z-Score angegeben, der sich
auf ein gesundes Kollektiv von M&nnern bzw. Frauen gleichen Alters bezieht.

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Osteoporose

T-Wert Klassﬁlvli/e't_'ltgn nach
> -1 Normalbefund
-1 bis -2,5 Osteopenie
<-2,5 Osteoporose
< -2,5 mit Fraktur manifeste Osteoporose

1.3.2 Epidemiologie

Osteoporose gehdrt zu den haufigsten Erkrankungen, die sowohl Manner als auch
Frauen betreffen kann. Weltweit sind schatzungsweise 200 Millionen Menschen
betroffen (Cooper et al. 1992). Laut der bone evaluation study mit Erhebungen
zwischen 2006 und 2009 liegt die Pravalenz der Osteoporose in Deutschland bei
den Uber 50-Jahrigen bei 14 %. Damit leben hochgerechnet etwa 6,3 Millionen
Osteoporose-Betroffene in Deutschland (5,2 Mio Frauen und 1,1 Mio Manner). Die
Inzidenz betragt ca. 2,1 % pro Jahr. 52 % der neu erkrankten Personen ent-
wickelten im Beobachtungszeitraum Frakturen (Hadji et al. 2013). Osteoporose-
bedingte Frakturen flihren seit langem zu mehr Aufenthaltstagen im Krankenhaus
als Diabetes, Myokardinfarkte oder Brustkrebs (Kanis et al. 1997; Lippuner et al.
1997).

1.3.3 Klinik der Osteoporose

Die Klinik der Osteoporose wird durch Osteoporose-bedingte Frakturen und ihre

Folgen gepragt und schrankt die Lebensqualitat der betroffenen Patienten deutlich
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ein. Dies betrifft vor allem huftgelenksnahe und vertebrale Frakturen (Cockerill et
al. 2004, Lips und van Schoor 2005). Sie fuhren zu akuten und spéter chronischen
Schmerzen sowie funktionellen Einschrankungen (Morin et al. 2012; Silverman et
al. 2012). Nach Wirbelkérper-Fakturen wurden vermehrt Refluxbeschwerden
beobachtet (Kanis et al. 2004b). Bei Osteoporose-assoziierten peripheren
Frakturen wie auch bei Wirbelkérper-Frakturen besteht eine erhdohte Mortalitat,
wobei der Mortalitatsanstieg im ersten Jahr nach Fraktur am hdchsten ist (Johnell
et al. 2004a). Beschwerden oder Symptome, die rein durch die Osteoporose

hervorgerufen werden, sind nicht bekannt.

1.3.4 Einteilung der Osteoporose

Im Hinblick auf die atiologische Einteilung der Osteoporose unterscheidet man
zwei Formen — die primére und die sekundére Osteoporose.

Die primére Osteoporose tritt idiopathisch oder postmenopausal auf und bildet den
grodten Anteil der Osteoporose-Falle (Herold 2019), fur den in erster Linie die
sinkende Ostrogenkonzentration im Serum verantwortlich ist. Das weibliche
Sexualhormon bildet einen wichtigen Faktor beim Erhalt der Vitalitdt und der
Unterdrickung der Apoptose von Osteozyten und Osteoblasten bei gesunden
Individuen (Tomkinson et al. 1997; 1998).

Die sekundare Osteoporose wird durch zahlreiche Grunderkrankungen,
Medikamente oder Umweltfaktoren ausgel6st, die unter 1.3.5.2 ausfuhrlicher

besprochen werden.

1.3.5 Atiologie und Pathogenese

Beim Gesunden besteht eine ausgewogene Balance zwischen Knochenaufbau
und Knochenabbau (Manolagas 2000). Man spricht dabei von der physiologischen
Knochenumsatzrate (Link und Majumdar 2003; Felsenberg und Boonen 2005).
Sobald eine Dysbalance zwischen Auf- und Abbau entsteht, sich die Lebensdauer
der Osteoblasten verkirzt und der Lebenszyklus der Osteoklasten verlangert,
resultiert ein gesteigerter Knochenabbau und eine dadurch abnehmende
Knochenstabilitat, wie sie bei Frauen in der Postmenopause durch den sinkenden

Ostrogenspiegel zu beobachten ist (Manolagas 2000; Seeman 2003). Mit dem
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Ostrogen entfallt ein wichtiger Faktor im komplexen System des Knochenumbaus,
der den Knochenabbau dampft. Osteolytische Zytokine wie Interleukin 1, Inter-
leukin 6 und Tumornekrosefaktor o gewinnen Uberhand (Pacifici et al. 1991;
Rickard et al. 1992; Siegenthaler und Blum 2006). Der Knochenabbau steigt, der
Knochenumbau ist beschleunigt und Knochenabbauprodukte akkumulieren, was

die kndcherne Stabilitat insgesamt reduziert (Garnero et al. 1996).

1.35.1 Einfluss der Knochendichte und Knochenqualitat auf das

Frakturrisiko

Die Knochenstabilitat wird maf3geblich von zwei Faktoren bestimmt: der Knochen-
dichte und der mikrostrukturellen Knochenqualitat (NIH Consensus Development
Panel 2001). Zur Beurteilung der Knochendichte wird die sogenannte
Knochenmineraldichte (engl. bone mineral density = BMD) herangezogen. Sie
beschreibt die Beziehung zwischen dem T- und Z-Score und ist damit ein Mal3 fur
die erwartete Knochenmineraldichte unter Berlcksichtigung von Alter und Ge-
schlecht (National Osteoporosis Foundation 2005). Sie wird in g/cm? oder g/cm?®
angegeben (Compston 1995). Zahlreiche Studien konnten belegen, dass das
Frakturrisiko mit verminderter BMD steigt (Cummings et al. 1993; Marshall et al.
1996; EPOS Group 2002; Miller et al. 2002), wodurch sich die Bestimmung der
BMD zu einem Standardverfahren zur Bewertung einer Osteoporose vor Therapie
etabliert hat. Dennoch scheint die BMD allein nicht auszureichen, um das
Frakturrisiko eines Patienten abschatzen zu kénnen. Studien mit antiresorptiven
Medikamenten wiesen ein vermindertes Risiko fur Wirbel-Frakturen nach, ohne
dass dabei ein wesentlicher Einfluss auf die BMD beobachtet wurde (Cummings et
al. 2002). Aus diesem Grund ist die Betrachtung einer weiteren Komponente,
namlich der mikrostrukturellen Knochenqualitat sinnvoll. Strukturelle und materielle
Eigenschaftes des Knochens machen diese aus (Link und Majumdar 2003;
Felsenberg und Boonen 2005). Strukturellen Eigenschaften sind dabei die
Knochengeometrie, also GréRe und Form sowie die Mikroarchitektur (z. B. Tra-
bekeldicke und Vernetzung/Konnektivitat oder Kortikalisdicke). Zu den Material-
eigenschaften zahlen Mineralisation, Kollagenzusammensetzung, aber auch die
Verletzungshéaufigkeit des Knochens, beispielsweise durch stattgehabte

Mikrofrakturen.
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Bei der Abschatzung des individuellen Risikos zur Entwicklung einer Osteoporose
und osteoporotischer Frakturen spielen zahlreiche beeinflussbare und nicht
beeinflussbare Risikofaktoren eine Rolle, die direkt oder indirekt die Knochen-

stabilitdt vermindern und im Folgenden Abschnitt erlautert werden.

1.35.2 Risikofaktoren fur die Entstehung der Osteoporose und die Ent-

wicklung osteoporotischer Frakturen

Zahlreiche, teils sich gegenseitig beeinflussende oder vollig autarke Risikofaktoren
bedingen die Entwicklung einer Osteoporose und das daraus resultierende
Frakturrisiko bei Mannern und Frauen.

Durch die ovariale Dysfunktion in der Menopause und den dadurch sinkenden
Ostrogenspiegel kommt es bei Frauen zu einem Verlust an Knochenmasse,
weshalb das Alter einer Patientin wie auch das weibliche Geschlecht starke
Risikofaktoren sind (Cooper und Melton 1992; Kanis et al. 2001; EPOS Group
2002; Mora und Gilsanz 2003; Kanis et al. 2005b; Pluijm et al. 2009). Das
Frakturrisiko einer 50-jahrigen Frau betragt 16 % fur vertebrale Frakturen und
Frakturen des proximalen Femurs sowie 15 % fur Radiusfrakturen. Das
statistische Gesamtfrakturrisiko fur Frauen in der frihen Menopause liegt Uber
50 % (Kanis et al. 2000).

Neben Alter und Geschlecht scheint auch die Herkunft und die damit verbundenen
genetischen Determinanten eine wichtige Rolle zu spielen. So scheinen tber 50-
jahrige Asiatinnen im Vergleich zu gleichaltrigen Frauen anderer Herkunft eine
verminderte Knochenmasse und ein damit deutlich erhdhtes Risiko fir Huft-
frakturen zu haben (NIH Consensus Development Panel 2001; Fang et al. 2004).
Auch bereits stattgehabte Wirbelkdrper-Frakturen begiinstigen — je nach Anzahl
und Schweregrad — die Ausbildung weiterer Frakturen (Kanis et al. 2004a; Johnell
et al. 2004b; Roux et al. 2007).

Zu den weiteren, allgemeinen Risikofaktoren zahlen zudem multiple Sttrze (Balzer
et al. 2010; Centre for Clinical Practice at NICE (UK) 2013), Immobilitéat (Feskanich
et al. 2002; Jokinen et al. 2010), Rauchen und chronisch-obstruktive Lungen-
erkrankung (Law und Hackshaw 1997; Kanis et al. 2005a; Shen et al. 2015),
niedriges Koérpergewicht und niedriger Korperfettanteil (Meyer et al. 1995; Ravn et
al. 1999; Tromp et al. 2000; Colon-Emeric et al. 2002) sowie Vitamin D- und

10
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Calciummangel (Meyer et al. 1997; Cummings et al. 1998; Michaélsson et al.
2003; Cauley et al. 2008).

Zahlreiche Grunderkrankungen bedingen ein erhéhtes Frakturrisiko. Eine voll-
standige Ubersicht zu allen erkrankungsbedingten Risikofaktoren bietet die
Leitlinie des DVO 2017. Zu nennen waren endokrinologische Krankheiten wie die
Hyperthyreose (Vestergaard und Mosekilde 2003; Yan et al. 2016) oder Diabetes
mellitus Typ | (Schwartz et al. 2001; Vestergaard 2007) und Typ Il (Schwartz et al.
2011; Giangregorio et al. 2012). Auch rheumatologische Erkrankungen wie
rheumatoide Arthritis (van Staa et al. 2006; Dennison et al. 2012) sowie
gastroenterologische Krankheiten wie Zoliakie und chronisch-entziindliche Darm-
erkrankungen mit dem damit verbundenen Vitamin D-Mangel zeigten in Studien
ein erhohtes Frakturrisiko (Hippisley-Cox und Coupland 2009; Heikkila et al.
2015). Neurologischen Erkrankungen zu denen die Epilepsie mit Einnahme von
Antiepileptika (Andress et al. 2002; Carbone et al. 2010) oder die Schizophrenie
(Stubbs et al. 2015) zahlen erhéhen ebenso wie die Herzinsuffizienz (Sennerby et
al. 2009; Majumdar et al. 2012) und der Alkoholabusus mit der alkoholischen
Leberzirrhose (Bang et al. 2015; Zhang et al. 2015) Studien zufolge das Risiko fur
Frakturen.

Nicht zuletzt spielen auch Medikamente bei der Frakturentwicklung eine grol3e
Rolle. Wichtig sind hier vor allem Glukokortikoide in Abhangigkeit der Dosis und
der Anwendungsdauer (Van Staa et al. 2000; 2002) sowie Medikamente, die
Stlrze beglnstigen — z. B. Sedativa oder Neuroleptika (Cumming und Le Couteur
2003; Lewis et al. 2007).

Die haufigsten Lokalisationen osteoporotischer Frakturen am menschlichen
Skelett sind in Abb. 1 unter Berucksichtigung der nicht beeinflussbaren Risiko-

faktoren “Herkunft” und “Alter” dargestellt.
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Left Half of Skeleton _ _  Right Half of Skeleton

Caucasian Woman
Age > 80 years

African-American Man
Age 65-79 years

Anterior View

|

Sternum

Anterior View

|

Sternum

Patella Patella

Foot Foot

Abb. 1: Frakturrisiko der Skelettabschnitte — getrennt nach den Risikofaktoren
Herkunft und Alter (rechts/links).

Drei farbcodierte Risikolevel: Rot = hochstwahrscheinlich osteoporotisch bedingt,
Gelb = mittlere Wahrscheinlichkeit eines kausalen Zusammenhangs zu
Osteoporose,

Grin = unwahrscheinlich osteoporotisch bedingt
Schraffurmuster: offene Fraktur ist unwahrscheinlicher osteoporotisch bedingt als
geschlossene Fraktur (einfaches Schraffurmuster: Unwahrscheinlichkeit hoch,
doppeltes Schraffurmuster: Unwahrscheinlichkeit sehr hoch)
Basierend auf (Warriner et al. 2011)

Verwendung mit freundlicher Genehmigung des Journal of Clinical Epidemiology
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1.3.6 Diagnostik

Zur empfohlenen Basisdiagnostik der Osteoporose gehdren neben der Anamnese
zur Evaluation allgemeiner und spezieller Risikofaktoren und der Kklinischen
Untersuchung mit zahlreichen Tests eine Knochendichtemessung und ein
Basislabor. Besteht darlber hinaus der Verdacht auf osteoporotische Wirbel-
korper-Frakturen sind auch bildgebende Verfahren indiziert.

Die Basisdiagnostik wird generell fir Frauen und Méanner ab dem 70. Lebensjahr

und prinzipieller Therapiebereitschaft empfohlen (DVO 2017).

1.36.1 Knochendichtemessung

Das standardm&fig zum Einsatz kommende Verfahren zur Messung der
Knochendichte ist die Osteodensitometrie mittels Zwei-Energien-Rontgen-
Absorptiometrie  (engl. dual-energy-x-ray-absorptiometrie =  DXA/DEXA).
Entsprechend den physikalischen Grundlagen der photoelektrischen Absorption
und der Compton-Streuung kann beim Durchtritt der Rontgenstrahlung durch den
Knochen die Knochendichte ermittelt werden (Kurth et al. 2001). Die DXA-
Methode dient der Uberprifung, ob eine Osteoporose nach WHO-Definition an-
hand des T-Scores vorliegt und/oder ermdglicht die Prufung der Wirksamkeit einer
medikamentdsen Therapie. Sie wird an der Lendenwirbelsaule und dem
proximalen Femur angewandt.

Neben der Rontgen-basierten DXA-Methode existieren weitere Verfahren zur
Beurteilung der Knochendichte. Dazu gehdéren der quantitative Ultraschall und die
CT-messung (QUS und QCT) sowie der trabecular bone score (TBS). Lediglich
das CT-basierte CTXA-Verfahren bietet die Mdoglichkeit, DXA-aquivalente T-
Scores der Hifte zu ermitteln (Engelke et al. 2015). QUS, QCT und TBS erbringen
keine vergleichbaren Daten, die der WHO-Definition entsprechen. Sie sind eigen-
standige Untersuchungsmethoden, die optional zur Beurteilung des Frakturrisikos

hinzugezogen werden kénnen (Engelke et al. 2015; Silva et al. 2015).
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1.3.6.2 Basislabor

Das Basislabor dient der Aufdeckung laborchemischer Veranderungen, die auf
eine sekundare Osteoporose oder klinisch nicht fassbare Frakturrisiken hinweisen
oder eine zuséatzliche Diagnostik erfordern bzw. einer speziellen Therapie
bedurfen (Tannenbaum et al. 2002; Jamal et al. 2005; Ryan et al. 2011). Eine
Auflistung aller Bestandteile des Basislabors, der wichtigsten zur Osteoporose
abgrenzbaren Differentialdiagnosen sowie optionaler Laboruntersuchungen findet
sich in der Leitlinie des Dachverbands der Deutschsprachigen Wissenschaftlichen
Osteologischen Gesellschaft e.V. (DVO 2017).

1.3.6.3 Bildgebende Verfahren

Die Bildgebung dient der Erfassung vertebrogener Frakturen. Indikation zur Bild-
gebung sind laut DVO akute, neu aufgetretene, starke und/oder unveréandert Uber
Tage bestehende lokale Riickenschmerzen sowie chronische Rickenschmerzen,
die noch nicht abgeklart wurden. Ebenso das Vorliegen von mindestens einem
klinischen Risikofaktor fur Wirbelkorper-Briche. Dazu zahlen unter anderem
hohes Alter, Gré3enverlust seit dem 25. Lebensjahr um mehrere Zentimeter oder
um mehr als 2 cm in Verlaufskontrollen, niedrige Knochendichte und periphere
Frakturen (Gunnes et al. 1996; Kaptoge et al. 2004). Primar verwendet werden
Rontgenaufnahmen der BWS und LWS oder das vertebrale Fraktur-Assessment
(VFA) mittels DXA. Diese dokumentieren zwar das Vorhandensein von Wirbel-
korper-Frakturen, lassen oft aber keine weiteren Rickschlisse auf die Genese,
das Frakturalter oder die kndcherne Stabilitdt zu (Hospers et al. 2009). Zur
Klarung dieser Fragen sind dann oft weitere bildgebende Verfahren wie CT oder
MRT indiziert (Ito et al. 2006). Auch die Knochenbiopsie kann in individuellen
Fallen herangezogen werden (DVO 2017).

1.3.7 Therapie

Da der Osteoporose sehr mannigfaltige Ursache zugrunde liegen kénnen, ist

deren Therapie entsprechend breit gefachert. Gegenstand dieses Abschnittes

sollen lediglich Therapiemdéglichkeiten der primaren Osteoporose bei Mannern und
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postmenopausalen Frauen darstellen. Die Behandlung der sekundéren Osteo-
porose richtet sich in erster Linie nach der Behandlung der zugrunde liegenden

Erkrankung oder dem Management einer Osteoporose-induzierenden Medikation.

1.3.7.1 Basistherapie

Zum Basismanagement gehoren laut DVO in erster Linie MalRnahmen zur
Osteoporose- und Frakturprophylaxe. Neben regelmaRiger korperlicher Aktivitat
zur Forderung der Muskelkraft, des Gleichgewichtes und der Koordination spielt
auch die Vermeidung von Untergewicht, die Durchfihrung einer Sturzanamnese
ab der achten Lebensdekade wie auch die Abwéagung eines individuellen Nutzen-
Risiko-Verhaltnisses zur Anwendung Osteoporose und/oder Stiirze begtnstigen-
der Medikamente eine wichtige Rolle (Bolam et al. 2013; Halvarsson et al. 2015;
DVO 2017). Empfohlen wird eine psychosoziale Betreuung von Patienten mit
bereits stattgehabten Stilirzen und/oder Frakturen, um ihnen die Angst vor er-
neuten Ereignissen zu nehmen und indirekt einer zunehmenden Immobilisation
vorzubeugen (DVO 2017). Generell sollten betroffene Patienten stets auf eine
ausreichende Calcium- und Vitamin D-Zufuhr achten und diese gegebenenfalls
substituieren (Avenell et al. 2014; DVO 2017).

1.3.7.2 Spezifische medikamentdse Therapie

Ziel der medikamentdsen Osteoporose-Therapie ist die Reduktion des erhdhten
Frakturrisikos betroffener Patienten. Hinsichtlich der dezidierten Indikations-
stellung zur medikamentdsen Therapie bei Osteoporose-Patienten sei auf die
Leitlinie des DVO verwiesen (DVO 2017). Die nachfolgend genannten Medi-
kamente sind Praparate, deren frakturreduzierende Wirkung fir Mé&nner und
postmenopausale Frauen belegt ist. Die Osteoporose-Behandlung bei Kindern,
Jugendlichen, prdmenopausalen Frauen und Patienten mit schwerer Nieren-
insuffizienz orientiert sich an der Behandlung der jeweiligen Grunderkrankung.

Generell unterscheidet man bei den Osteoporose-Medikamenten die Gruppe der
antiresorptiven Praparate, wie Bisphosphonate oder Ostrogene, die dem
Knochenabbau entgegenwirken und den anabolisch wirkenden Mitteln, wie

beispielsweise Parathormon-Analoga, die den Knochenaufbau unterstttzen.
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1.3.7.21 Bisphosphonate

Sie gehoren zu den antiresorptiven Medikamenten, da sie mit hoher Affinitdt an
der mineralischen Knochenoberflache — und dort bevorzugt an Stellen mit erhdhter
Resorption — binden, von Osteoklasten aufgenommen werden und die Osteo-
klastenaktivitdit hemmen (Freissmuth und Bohm 2012). Sie dienen als Erstlinien-
Praparate sowohl der Prophylaxe als auch der Therapie von Osteoporose (DVO
2017). Von dem DVO empfohlene Praparate sind Alendronat (Liberman et al.
1995; Orwoll et al. 2000), Ibandronat (Delmas et al. 2004), Risedronat (Harris et
al. 1999; Zhong und Chen 2009) und Zoledronat (Black et al. 2007; Boonen et al.
2012). Sie reduzieren das Frakturrisiko nachweislich und steigern die Knochen-
mineraldichte (Liberman et al. 1995; Harris et al. 1999; Black et al. 2007).

1.3.7.2.2 Denosumab und Romosozumab

Bei Denosumab handelt es sich um einen humanen monoklonalen Antikérper, der
mit hoher Affinitat und Spezifitét an das Protein RANK-Ligand (RANKL) bindet,
was im Folgenden die Differenzierung und Reifung von Osteoklasten hemmt und
so deren Funktion in der Knochenresorption unterbindet (Kurth und Lange 2018).
Es wird zum einen als Erstlinien-Therapie bei primarer Osteoporose mit hohem
Frakturrisiko und bei Patienten, die keine orale Bisphosphonat-Therapie erhalten
kénnen eingesetzt und subkutan injiziert (Camacho et al. 2016). Zum anderen
findet es begleitend Anwendung bei Frauen mit Brustkrebs unter adjuvanter
Therapie mit Aromatase-Hemmern sowie bei Mannern mit Prostatakarzinom unter
hormonablativer Therapie und erhéhtem Frakturrisiko (Smith et al. 2009).
Zahlreiche Studien wie die FREEDOM-Studie konnten eine signifikante Reduktion
des Frakturrisikos unter Denosumab belegen (Cummings et al. 2009).

Einen weiteren vielversprechenden Therapieansatz bildet der monoklonale Anti-
kérper Romosozumab, der Uber die Ausschaltung des Signalproteins Sclerostin
den Knochenabbau durch Osteoklasten hemmt. Eine internationale Multicenter-
Studie konnte nach 12- und 24-monatiger Applikation von Romosozumab bei
Frauen mit postmenopausaler Osteoporose und initial deutlich erniedrigter
Knochenmineraldichte einen signifikanten Anstieg der BMD verzeichnen. Auch

waren Marker des Knochenaufbaus im Blut erhoht und Marker des Knochen-
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abbaus vermindert nachweisbar. Im Verlauf stellte sich insbesondere auch die
Kombination mit einer Bisphosphonat-Therapie oder mit Denosumab als forderlich
zur Erhaltung der Knochenmineraldichte und zur Senkung des Risikos von
Wirbelkdrper- und Huft-Frakturen heraus (McClung et al. 2014; McClung et al.
2018). Romosozumab (Evenity®) wurde im Friihjahr 2019 in den USA offiziell zur
Behandlung der Osteoporose zugelassen. Die deutliche Erhdhung von kardio-
vaskularen Zwischenféllen verhinderte aber bislang die Zulassung in der EU.

1.3.7.2.3 Hormon(ersatz)therapie

Die wohl wichtigste Gruppe der Hormontherapie nehmen die selektiven Ostro-
genrezeptor-Modulatoren (SERMs) ein. Sie weisen eine agonistisch/antagonis-
tische Wirkung am Ostrogenrezeptor auf. Dies bewirkt einen selektiven agonis-
tischen Einfluss auf den Knochen- und Lipidstoffwechsel bei gleichzeitig anta-
gonistischem Effekt am Brustdrisenparenchym und am Endometrium. Das
bedeutet, dass die positive Wirkung des Ostrogens am Knochen vorhanden ist,
die negative Wirkung durch Erh6éhung des Brustkrebsrisikos am
Mammaparenchym aber entfdllt (Lemmer und Brune 2006). Deshalb wird die
Anwendung reiner Ostrogenpréaparate lediglich auf die Pravention bei post-
menopausalen Frauen mit hohem Frakturrisiko beschrankt, die eine Un-
vertraglichkeit oder Kontraindikation fir andere Medikamente aufweisen (DVO
2017). Zu den SERMs zahlt beispielsweise Raloxifen, dessen Langzeitwirkung in
zahlreichen Studien belegt wurde (Siris et al. 2002; Delmas et al. 2003).

Auch Parathormon-Analoga wie Teriparatid werden eingesetzt. Es stimuliert die
Osteoblastenaktivitdt und damit den Knochenaufbau und die Verbesserung der
Knochenarchitektur (Lindsay et al. 1997; Neer et al. 2001).

Calcitonin wird heute nur noch als Reservemedikament bei Unvertraglichkeiten
oder Kontraindikationen gegenuber anderen Medikamenten angewandt. Es ist ein

synthetisch hergestelltes Hormon des Calciumstoffwechsels (Trovas et al. 2002).

1.3.7.2.4 Strontiumsalze

Strontium gehoért zu der Gruppe der Erdalkalimetalle und ist chemisch und

physikalisch eng mit Calcium verwandt. Es bedarf einer Kombination mit anderen
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Substanzen, um effektiv vom Darm aufgenommen zu werden. Dies ist beispiels-
weise durch die Koppelung mit Ranelicsdure zu Strontiumranelat oder mit
Citronensaure zu Strontiumcitrat moglich (Bartl 2010). Anders als die Ubrigen
Osteoporose-Medikamente, die entweder antiresorptiv oder osteoanabol arbeiten,
bewirkt der Einbau von Strontium in den Knochen beides — sowohl die Knochen-
neubildung als auch die Hemmung des Knochenabbaus (Geng et al. 2018). Der
Wirkmechanismus ist dabei noch nicht vollstandig geklart. Vermutet wird aber,
dass es Uber Calcium-sensitive Rezeptoren und den RANK/RANKL/OPG-Weg auf
den Knochen einwirkt (Buehler et al. 2001; Farlay et al. 2005; Choudhary et al.
2007; Bonnelye et al. 2008; Caverzasio 2008; Fonseca 2008; Brennan et al. 2009;
Hamdy 2009; Caudrillier et al. 2010; Gallacher und Dixon 2010; Takaoka et al.
2010). Die unmittelbare Wirkung von Strontium am Knochen ist sehr mannigfaltig.
So beschleunigt es die Proliferation von Pré-Osteoblasten und deren Differen-
zierung zu Osteoblasten ebenso wie die Synthese von Kollagen Typ | und die
Mineralisation der Knochenmatrix. Aul3erdem wirkt es inhibierend auf den
Knochenabbau, indem es die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten
unterdriickt (Braux et al. 2011; Buache et al. 2012). Damit &hnelt Strontium in
seiner Wirkungsweise dem Sexualhormon Ostrogen, dessen abfallender Serum-
spiegel ausschlaggebend fir die Entwicklung der postmenopausalen Osteoporose

ist.

Zahlreiche Studien konnten nach oraler Applikation von Strontiumranelat eine
signifikante Vermehrung der Knochenmasse mit erhohter Kortikalisdicke und
Verbesserung der trabekuléaren und kortikalen Mikroarchitektur nachweisen, die zu
einer verbesserten Knochenqualitdt und -starke flhrten (Ammann et al. 2004;
2007; Kyllénen et al. 2015; Zhao et al. 2015). Dadurch wird eine nachweisliche
Erhdhung der Knochenmineraldichte erreicht (Deeks und Dhillon 2010a; Marie et
al. 2011; Boivin et al. 2012; Tenti et al. 2014) und das Frakturrisiko fur vertebrale
und nicht vertebrale Frakturen signifikant reduziert (Nielsen et al. 1999; Meunier et
al. 2004; Reginster et al. 2005; 2008; Roux et al. 2008; Reginster et al. 2012;
Abboskhujaeva et al. 2014, Ifiiguez-Ariza und Clarke 2015). Die Wirkung auf die
Knochenmineraldichte wurde in gleicher Weise auch bei Osteoporose-betroffenen

Mannern nachgewiesen (Kaufman et al. 2013).

Anders als Bisphosphonate, die durch Hemmung des Knochenumbaus eine

Frakturheilung verzdégern kdnnen, zeigten Strontium-Verbindungen im Tiermodell
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einen positiven Effekt auf die Heilung von Frakturen und die damit verbundene
Ausreifung von neu gebildetem Kallus (Cao et al. 2002; Habermann et al. 2010; Li
YF et al. 2010; Ozturan et al. 2011; Komrakova et al. 2015; Hegde et al. 2016).
Auch beim Menschen scheint dieser Effekt auf komplizierte Frakturheilungen
vorhanden zu sein (Tarantino et al. 2010; Alegre et al. 2012).

Zu den Nebenwirkungen, die wahrend der Strontiumranelat-Applikation beim
Menschen beobachtet wurden zahlen venése Thrombembolien, Myokardinfarkte,
Unwohlsein, Durchfélle, Ubelkeit, Hypersensitivitatsreaktionen, Dermatitis,
Ekzeme sowie neurologische Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen oder
Schwindel (Das und Crockett 2013; Komm et al. 2015; Reginster et al. 2015). Sie
fuhrten zunachst zur Beschrdnkung des Anwendungsgebietes von Strontium-
ranelat (z. B. Protelos®/Osseor® von Servier Deutschland GmbH oder
BERAGENA Arzneimittel GmbH), weshalb die Produktion fir den Haupt-Hersteller
Servier Deutschland GmbH immer weniger rentabel war und schlief3lich eingestellt

wurde.

Auf dem Hintergrund des grol3en Potentials, das Strontium bereits gezeigt hatte,
werden aber auch weiterhin Studien mit Strontium-Verbindungen durchgefuhrt und
neue Anwendungsgebiete erforscht. Scardueli et al. (2018) wiesen erst kirzlich
unter systemischer Strontium-Therapie ein optimiertes Einwachsen von osteo-
synthetischen Titanimplantaten und eine Verbesserung der periprothetischen
Knochenqualitat nach. Auch bei der Behandlung der Osteoarthritis existieren
Therapiestudien, die die Wirksamkeit von Strontium belegen (Pelletier et al. 2013).
Verbindungen, die in diesem Zusammenhang bereits angewendet werden sind
Strontiumchlorid und Strontiummalonat (Dahl et al. 2001; Raffalt et al. 2008) sowie
Strontiumcitrat, das wie Strontiumranelat eine vergleichbar rasche Erhdéhung des
Strontium-Gehaltes im Knochen von Probanden bewirkt und als Nahrungs-
erganzungsmittel frei zu erwerben ist (Moise et al. 2012; Wohl et al. 2013; Moise
et al. 2014).
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1.4 Die Ratte als Versuchsmodell

Sowohl bei Menschen als auch bei Tieren ist Ostrogen ein wichtiger Faktor zur
Erhaltung der Knochenvitalitdat und bei der Unterdriickung der Apoptose von
Osteozyten und Osteoblasten (Bonewald 2004).

Bei der Auswahl eines geeigneten Tiermodells zur Erforschung der Osteoporose
ist die wichtigste Frage, inwieweit die Vorgange im Tierskelett hinsichtlich
Aktivierung, Resorption und Aufbau den Vorgadngen im menschlichen Skelett
ahneln, die durch einen standigen Knochenumbau charakterisiert sind. Das
Ratten-Skelett zeigt im Lebensverlauf des Tieres einen allmahlichen Ubergang
vom reinen Knochenaufbau (Modelling) in den spater vorherrschenden Knochen-
umbau (Remodelling) und ahnelt damit den Vorgéangen im alternden menschlichen
Skelett (Dennison et al. 2005). Diese Veranderungen kénnen beispielsweise am
Corpus vertebrae ab dem dritten Lebensmonat der Ratte beobachtet werden und
sind meist um den zwdlften Lebensmonat abgeschlossen. Dann herrscht wie beim
Menschen der Knochenumbau vor (Erben 1996; Iwaniec und Turner 2008).
Bereits zahlreiche Tierversuchsstudien mit Ratten konnten nachweisen, dass eine
beidseitige Ovariektomie mit resultierendem Ostrogenmangel zu einer Osteopenie
der Versuchstiere flhrt, die mit der postmenopausalen Situation bei Frauen
vergleichbar ist (Abb. 2) (Jee und Yao 2001; Li N et al. 2009; El-Khayat et al.
2010; Mohamed und Omar 2010; Naim 2011; Wei et al. 2015; Safty et al. 2018).
Da Ratten bereits wenige Wochen nach Ovariektomie eine Osteopenie entwickeln,
sind drei Monate alte Ratten ein geeigneten und inzwischen vielféltig ange-
wendetes Tiermodell, um strukturelle Veranderungen der Knochensubstanz bei
Osteoporose und medikamentdse Effekte im Rahmen einer Therapie zu
evaluieren (Kalu 1991). Giro et al. (2008) wiesen beispielsweise bereits kurz nach
Ovariektomie einen rapiden Verlust an spongidoser Knochenmasse und Wider-
standsfahigkeit der Knochen der Versuchstiere nach. Ein signifikanter Knochen-
substanzverlust am Corpus vertebrae war bei Lelovas et al. (2008) nach ca. 60
Tagen zu beobachten. Untersuchungen an der Lendenwirbelséule als einem der
Hauptmanifestationsorte der Osteoporose wurden in unserer Arbeitsgruppe der
Universitat Gottingen bereits mehrfach durchgefuhrt (Erren 2007; D6l 2010;
Gruger 2011; Forst 2014; Genotte 2016; Hofmann 2017; Sturm 2018) und
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publiziert (Sehmisch et al. 2009; Komrakova et al. 2014; 2015; Hoffmann et al.
2017).

Abb. 2: Beispiel eines gesunden Knochens (links) und eines
osteoporotischen Knochens (rechts) anhand von zwei-dimensionalen Mikro-CT-
Bildern der axial angeschnittenen distalen Femora bei Versuchsratten ohne (links)
und mit Ovariektomie (rechts); basierend auf (Saul et al. 2018b), Verwendung mit

freundlicher Genehmigung des Journal of Applied Physiology

Um eine Osteopenie in weiblichen oder mannlichen Ratten zu induzieren
existieren verschiedene Mdglichkeiten. Dazu zahlen hormonelle Eingriffe durch
chirurgische Interventionen wie Ovariektomie oder Orchiektomie, die pharma-
zeutische Induktion durch Ostrogenrezeptor-Antagonisten oder Glukokortikoide,
die diatische Variante mit niedrigerer Calciumzufuhr oder auch der Alkoholabusus
und die Immobilisation (Lelovas et al. 2008). Auch die Madglichkeiten zur
Evaluation der induzierten Osteopenie sind sehr vielfaltig. Nicht invasive
Methoden schlieRen die Messung biochemischer Marker wie Calcium und
Phosphat im Serum und Urin oder auch von Markern des Knochenumbaus wie
Proteinen, die von Osteoblasten oder Osteozyten gebildet werden ein. Die
Messung erfolgt mittels Chromatographie oder Radio-Immunassay (Loeb und
Quimby 1999; Seibel 2000). Densometrische Verfahren haben sich besonders zur
Evaluation der BMD etabliert und erfolgen Uber die herkémmliche Osteodensito-
metrie mit spezieller Software fir Kleintiere (Cavolina et al. 1997; Turner et al.
2001) oder auch mittels peripherer quantitativer Computertomografie (pQCT), die
eine seperate Betrachtung von spongiosem und kortikalem Knochen erméglicht,

eine Untersuchung auf Trabekelebene aber ausschliel3t (Gasser 1995). Das
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Mikro-CT stellt dagegen eine hochauflésende, drei-dimensionale Bildgebung der
Knochen mit der Mdoglichkeit von Untersuchungen auf Trabekelebene dar.
Zusatzlich kénnen damit Parameter evaluiert werden, die eine Aussage Uber den
histomorphologischen Status der Knochen zulassen und damit auch frihe
Veranderungen der Knochenarchitektur darstellen kdnnen (Jiang et al. 2005;
Lelovas et al. 2008). Mittels MR-Mikroskopie ist eine Darstellung von Fett- und
Wasseranteilen im Knochen mdoglich. Sie gewahrleistet eine Abbildung des

trabekuldren Knochens als eine Art Negativbild (Genant und Jiang 2006).

Demgegeniber stehen invasive Methoden zur Detektion und Evaluation der
Osteopenie. Bei der Histomorphometrie werden die Knochen histologisch aufge-
arbeitet und hinsichtlich Zellzahlen analysiert. Gleichzeitig ist auch die Unter-
suchung der Knochenarchitektur und die Evaluation von Zeichen der knéchernen
Fragilitatt moglich (Dalle Carbonare et al. 2005; Lelovas et al. 2008). Der
mechanische Bruchtest mit eigens daflr konzipierten Prifgeraten stellt eine

Methode zur Beurteilung der Widerstandskraft der Knochen dar.

Beim Vergleich osteopenischer Knochen von Ratten und Menschen sollte
berticksichtigt werden, dass die Knochen von Ratten unter Umstdnden auch
einem langerfristigen longitudinalen Wachstum mit stetiger Knochenneubildung
unterstehen kénnen, was am Corpus vertebrae unter Umstanden bis zum 21.
Lebensmonat der Tiere anhalten kann (Jee und Yao 2001). Die Ratten der
vorliegenden Studie waren zum Studienende etwa 16 Wochen alt und befanden
sich demnach noch in einem Stadium mit potentiell persistierendem Knochen-
aufbau (Erben 1996; Lelovas et al. 2008).

Ein Nachteil, der bei Ratten im Vergleich zum Menschen beobachtet wurde, ist die
fehlende Fahigkeit der Tiere zum sogenannten Havers-Umbau, bei dem im
menschlichen Skelett minderwertiger, aber schnell verfigbarer Geflechtknochen
durch biomechanisch wertvolleren lamelldren Knochen ersetzt wird. Ein Fehlen
dieses Vorganges begunstigt zwar die Entwicklung der kortikalen Porositat
(Heberer et al. 1983), spielt bei der Entwicklung der humanen Osteoporose aber
nur eine untergeordnete Rolle, sodass das Fehlen des Vorganges keine gro3ere
Bedeutung hat (Turner et al. 2001; Iwaniec und Turner 2008).
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Auch ein weiterer wichtiger Faktor der menschlichen Osteoporose konnte bisher in
keinem Tiermodell reproduziert werden: spontane Frakturen und Mikrofrakturen
(Frost und Jee 1992).

Auf dem Hintergrund der WHO-Definition der Osteoporose (bei einer BMD unter
2,5 SD unter einem jungen Referenzkollektiv) ist die Ratte dennoch ein geeignetes
Modell zur Erforschung der Osteoporose - auch im Vergleich zu anderen Tier-
modellen wie Hunden oder Primaten. Ergebnisse sollten auf dem Hintergrund

Spezies-spezifischer Unterschiede dennoch immer differenziert betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Nach Ankunft und einwochiger Akklimatisation der Versuchstiere in der tier-
experimentellen Einrichtung des Universitatsklinikum Gottingen erfolgte zunachst
die Aufteilung in finf Gruppen zu je zwdlf Ratten (Tabelle 2): NON-OVX — die
Kontrollgruppe, die nicht ovariektomiert wurde und dementsprechend keine
Osteopenie entwickelte. OVX mit Versuchstieren, die bis auf eine Ovariektomie
keine weitere Behandlung erhielten. OVX + SR-Therapie (SR th) mit ovari-
ektomierten Tieren, die zusatzlich eine medikamentdse Therapie mit Strontium-
ranelat nach Entwicklung einer Osteopenie erhielten. OVX + SR-Prophylaxe
(SR pr) — die Versuchsgruppe, die ovariektomiert wurde und sofort eine medi-
kamentdse Prophylaxe mit Strontiumranelat erhielt und die funfte Gruppe, der
nach der Ovariektomie sowohl eine Prophylaxe als auch eine Therapie mit
Strontiumranelat zugefuhrt wurde (SR pr+th).

Im Rahmen dieser Einteilung erhielten die Ratten in der SR th-Gruppe in den
ersten acht Wochen nach Ovariektomie kein Medikament und dann fir funf
Wochen (Studienwoche 8-13) die medikamentdose SR-Therapie. Tiere in der
SR pr-Gruppe bekamen demgegeniber sofort nach OP fur die ersten acht
Wochen eine SR-Prophylaxe und anschlieBend keine weitere Therapie
(Studienwoche 0-8). Die Ratten der Prophylaxe- und Therapie-Gruppe (SR pr+th)
erhielten wahrend der gesamten 13 Versuchswochen Strontiumranelat
(Studienwoche 0-13). Dieses wurde der Nahrung der Versuchstiere in einer
Konzentration von 10,52 g/kg Futter beigemengt. Dabei wurden aufgenommene
Futtermenge und Gewicht der Tiere einmal wochentlich dokumentiert. Ein freier
Futterzugang ermdglichte eine SR-Tagesdosis von etwa 625 mg/kg Korper-
gewicht, was zu einer annahernd vergleichbaren Serumkonzentration wie der im
menschlichen Blut nach SR-Einnahme fuhrt (Bain et al. 2009; Habermann et al.
2010; Li YF et al. 2010; Weidemann 2013; Komrakova et al. 2015; 2016).

Der Versuch endeten 13 Wochen nach Ovariektomie mit der Obduktion der

Versuchstiere.
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2.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Untersuchungen erfolgten an 60 weiblichen, initial drei Monate alten Ratten
vom Sprague-Dawley-Stamm (Zuchtanstalt Winkelmann, Borken, Deutschland)
mit einem durchschnittlichen Gewicht von 263,84 g + 6,49 g (SD). Die Tiere waren
wahrend der gesamten Untersuchungszeit in der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) der Universitat Gottingen in 20°C temperierten Makrolon®
Typ IV-Kéafigen bei 55 % Luftfeuchtigkeit untergebracht. Die Ké&figaufteilung ent-
sprach der jeweiligen Gruppenzugehdrigkeit zu je vier Ratten pro Kafig
(Tabelle 2). Zur Erhaltung des Tag-Nacht-Rhythmus erfolgten Hell-Dunkel-
Perioden in zwolf-stindigem Abstand. Soja-freies Futter (ssniff SM R/M; 10 mm-
Pellets; ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser standen
jederzeit zur freien Verfligung.

Haltung und Experimente erfolgten unter streng ethischen Standards und wurden
gemald dem 88 des Tierschutzgesetzes von der Bezirksregierung Braunschweig

genehmigt (G 11.560).

Tabelle 2: Einteilung der Versuchstiere in die Untersuchungsgruppen

Gruppennummer | Tieranzahl Bezeichnung Behandlungs-
(Gruppenkirzel) regime
1 12 NON-OVX Kontrollgruppe
2 12 OVX Ovariektomie
3 12 Ovariektomie +
SR th Strontiumranelat-
Therapie
4 12 Ovariektomie +
SR pr Strontiumranelat-
Prophylaxe
5 12 Ovariektomie +
SR pr+th Strontiumranelat-
Prophylaxe +
Strontiumranelat-
Therapie
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2.3 Ovariektomie

Die Ovariektomie erfolgte in der vorliegenden Studie unter einer intraperitonealen
Ketamin-Xylazin-Anasthesie (115 mg und 8 mg/kg Kdérpergewicht i.p.).

Zunachst wurden die Ratten zwischen den Rippenbogen und den Hinterlaufen
rasiert und ausgiebig mit Betaisodona (Mundipharma GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland) desinfiziert. Dann wurden Inzisionen an beiden Seiten des
Abdomens durchgefiihrt. Es folgte eine Erdffnung bis zum Peritoneum und eine
Praparation der Tubae uterinae sowie der umliegenden Gefal3e. Anschliel3end
wurden die Eileiter beidseits abgesetzt und geclipt. Nach Peritoneal- und
Muskelnaht mit 4.0 Vicrylfaden (Ethicon, Johnson & Johnson, Norderstedt,
Deutschland) wurden die Wunden mittels Klammernaht verschlossen (Michel
wound brackets; 7,5 x 1,75 mm; Gebrider Martin GmbH & Co0.KG, Tuttlingen,
Deutschland).

Zur spateren korrekten Zuordnung der Tiere erhielt jedes Versuchstier eine
Nummer sowie einen subcutan (s.c.) im Nacken platzierten elektronischen Chip
(UNO Micro ID 12 mm ISO Transponder, UNO BV Zevenaar, Niederlande).

Bis zum Erwachen der Tiere aus der Narkose wurden sie in einem gewarmten
Kafig Uberwacht. Um einer operationsbedingten Dehydrierung vorzubeugen,
erhielten sie s.c. jeweils 3 ml isotone Kochsalzlésung.

Der dargestellte Operationsablauf wurde bereits in mehreren anderen Studien
durchgeftihrt und beschrieben (Doll 2010; Sturmer et al. 2010; Eimer 2014,
Komrakova et al. 2014; 2015; Hofmann 2017). Wahrend der operativen Eingriffe
verstarb ein Tier aus der SR-Therapie-Gruppe, sodass sich die Gesamtzahl der

Versuchstiere auf 59 dezimierte.

2.4 Osteotomie

Um die Auswirkungen der medikamentdosen Prophylaxe und Therapie mit
Strontiumranelat auf die Frakturheilung untersuchen zu konnen, wurden alle
Versuchstiere acht Wochen nach Ovariektomie einer bilateralen Osteotomie der
metaphysaren Tibiae unterzogen. Die Auswertungen dazu waren Bestandteil einer
anderen Studie und wurden bereits publiziert (Weidemann 2013; Komrakova et al.
2015).
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2.5 Obduktion und Préparation der Lendenwirbelkdrper

Nach 13 Studienwochen endete der Versuch mit der Obduktion der Ratten. Zur
Gewinnung der Lendenwirbelkdrper fur Analyseprotokolle dieser Studie erfolgte
zunachst die Léangsinzision der Haut Uber den Proccesus spinosi mit an-
schlieBender Entfernung der paraspinalen Muskulatur und der Sehnen. Eine
Abgrenzung der Lendenwirbelsaule war dabei durch Ertasten der Rippen und
Beckenknochen problemlos moglich. Die LWS wurde mittels scharfer Zange vom
Rest der Wirbelsaule und dem Becken getrennt und herausgel6st. Im Folgenden
wurden die Wirbelkérper nochmals grindlich von Muskel- und Sehnenresten
befreit, von den Bandscheiben geldst und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert (DA6ll 2010; Farst 2014).

Zusatzlich zu den Lendenwirbelkérpern wurden die Tibiae, die Femora, zahlreiche
Muskeln, der Uterus und Blutserum fur Untersuchungen im Rahmen weiterer

Studien entnommen, die aber nicht Teil der vorliegenden Arbeit waren.

2.6 Biomechanischer Kompressionstest

2.6.1 Prinzip und Versuchsdurchfuhrung

Der biomechanische Kompressionstest ist ein nach Sehmisch et al. (2009)
standardisierter Test zur Prufung der Stabilitat und Widerstandskraft der Knochen
und wurde bereits in zahlreichen Studien durchgefihrt (u.a. Daub 2010; D6ll 2010;
Hofmann 2017; Sturm 2018). Der Test erfolgte unter Verwendung einer Wert-
stoffprifmaschine der Firma Zwick (Typ 145660 Z020/TND Zwick/Roell, Ulm,
Deutschland) und einer eigens angefertigten, der Anatomie des Wirbelkorpers
angepassten Aluminiumplatte, die sich fest mit der Prifmaschine verbinden liel3.

Der Kompressionstest wurde am vierten Lendenwirbelkdrper der Versuchstiere
durchgefihrt. Vor Beginn des Tests wurden die Wirbelkdrper bei Raumtemperatur
uber etwa 30 Minuten aufgetaut und dann auf der Aluminiumplatte befestigt. Durch
die anatomische Anpassung der Platte ist eine ausreichende Fixation des LWK in
der Belastungsphase der Untersuchung gewahrleistet ohne ihn zusatzlich zu
stabilisieren und dadurch gegebenenfalls die Testergebnisse zu beeinflussen.

AnschlieRend wurde der Wirbelkoérper tber einen Stempel, der orthogonal zur
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Grundplatte des LWK auf den Knochen drickt eingespannt und mit einer Vorkraft
von 1 N komprimiert. Nach abschlieRender Kontrolle der korrekten Lage des
Wirbelkdrpers startete der Versuch Uber die spezielle, mit dem Prufgerat
verbundene Software ,testXpert®“ (Zwick/Roell, UIm, Deutschland). Diese doku-
mentierte die Uber die Maschine verrichtete Arbeit mittels Kraft-Weg-Diagramm
wahrend der zunehmenden Kompression des Wirbelkorpers mit einer Ge-
schwindigkeit von 50 mm/min (Dokumentation alle 0,1 mm) (Abb. 3). Der Versuch
wurde automatisch beendet, sobald im Kraft-Weg-Diagramm ein Abfall von mehr

als 10 N gemessen wurde.
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Abb. 3: Beispiel eines Kraft-Weg-Diagramms

2.6.2 Messparameter

2.6.2.1 Maximale Kraft (Fmnax)

Sie entspricht dem hdchsten Kraftwert, dem der Knochen standhalten kann, ohne
sich vollstandig plastisch zu verformen. In der vorliegenden Arbeit entspricht das
dem Punkt, an dem die Deckplatte des Wirbelkdrpers in den Knochen einbricht

(Starmer et al. 2006). Sie wird in Newton (N) angegeben.
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2.6.2.2 Streckgrenze (yield load)

Die Streckgrenze (engl. yield load) beschreibt den Ubergang von der elastischen
zur plastischen Verformung — also den Punkt, an dem der Knochen beginnt,
nachzugeben und sich irreversibel zu verformen. Im Kraft-Weg-Diagramm ent-
spricht dies dem Graphenabschnitt, an dem die lineare Steigung unterbrochen
wird und der Kurvenverlauf abflacht (Sehmisch et al. 2009). Zur Objektivierung
wurde aus den Werten des linearen Graphenanstiegs eine Regressionsrate mit
Standardabweichung berechnet. Der yield load entspricht dem Punkt, an dem die
Steigung (Elastizitdt) um mehr als die doppelte Standardabweichung abnimmt
(Starmer et al. 2006). Die Streckgrenze entspricht wie Fnax einer Krafteinheit und

wird in Newton (N) angegeben.

2.6.2.3 Elastizitat (Steifigkeit)

Sie beschreibt die kndcherne Flexibilitat der Wirbelkorper unter Krafteinwirkung
und entspricht im Kraft-Weg-Diagramm dem linearen Anstieg bis zur Streckgrenze
(Sehmisch et al. 2009). Je hoher die Elastizitat eines Knochens, desto

widerstandsfahiger ist er. Die Elastizitat wird in N/mm angegeben.

2.6.3 Validierung

Zur Objektivierung der formalen Genauigkeit des Testverfahrens und gleichzeitiger
Minimierung des Untersucher-spezifischen Einflusses auf die Testergebnisse er-
folgte vor Durchflihrung des eigentlichen Tests eine Validierung. Da der dafur
Ublicherweise verwendete Rechts-Links-Vergleich (Sturmer et al. 2006) an der
Wirbelsaule aber nicht durchftuihrbar ist, wurden analog zu vorangegangenen
Studien der vierte und fiinfte LWK von zehn Testratten, die in Grél3e und Gewicht
den eigentlichen Versuchstieren ahnelten in gleicher Art — also hinsichtlich
maximaler Kraft, Streckgrenze und Elastizitat untersucht (Sehmisch et al. 2009).
Die interindividuellen Unterschiede konnten dann, analog eines Rechts-Links-
Vergleiches, mittels t-Test fir unverbundene Stichproben ermittelt werden. Dabei
wurde eine Abweichung von bis zu 15 % (SD + 3 %) zwischen LWK 4 und LWK 5
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hinsichtlich ihrer biomechanischen Beschaffenheit als physiologisch angesehen
(Fisk und Baigent 1975; Budsberg et al. 1993; Ddll 2010; Sturm 2018).

2.7 Mikro-Computertomographie

2.7.1 Prinzip und Versuchsdurchfiihrung

Die Evaluation der kndchernen Mikrostruktur der Wirbelkérper war mittels Mikro-
Computertomographie (kurz Mikro-CT) mdglich. Dieses Untersuchungsverfahren
wurde bereits in zahlreichen anderen Studien ausfiihrlich beschrieben (Dd6ll 2010;
Weidemann 2013; Furst 2014; Komrakova et al. 2015) und ist der herkdmmlichen
CT im Klinischen Alltag ahnlich. Allerdings ist der Mikro-Computertomograph
deutlich kleiner und besitzt ein htheres 0drtliches Auflosungsvermégen. Zudem
befinden sich die gegenuberliegende Rontgeneinheit und der Detektor in Ruhe
und nur das zu untersuchende Objekt rotiert im Zentrum um die eigene Achse,
wodurch die Berechnung von Schnittbildern und drei-dimensionalen Rekon-
struktionen moglich ist. Wie in herkdbmmlichen Scannern erfolgt in der Réntgen-
einheit die Erzeugung von RoOntgenstrahlung durch mittels Hochspannung
beschleunigte Elektronen, die aus der Glihkathode austreten und auf die gegen-
Uberliegende Anode prallen. Das Untersuchungsobjekt im Zentrum des Scanners
wird so durchleuchtet.

In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Untersuchungen durch das Mikro-CT
eXplore Locus SP (GE Healthcare, Ontario, Kanada) am dritten LWK der
Versuchstiere. Das Scanprotokoll umfasste dabei folgende Messparameter:
Roéhrenspannung: 72 kVp, Rohrenstrom: 90 uA, Belichtungszeit am Detektor:
1600 ms, Scanmodus: 360°-Rotation, Anzahl der Projektionen bei einem 360°-
Scan: 900, Detektorbinning: 2 x 2 und Pixelgrof3e: 0,029 mm.

Zu Beginn wurden die Wirbel Gber etwa 30 Minuten bei Raumtemperatur aufge-
taut. Pro Durchgang konnten sechs Wirbel gleichzeitig gescannt werden. Dazu
wurden die Knochen mit den Processus spinosi nach unten in einer Kunst-
stoffréhre gelagert, die aus drei Kammern bestand. In einer Kammer fanden
jeweils zwei Wirbel Gbereinander Platz. Durch diese Einteilung und eine zusatz-

liche Beschriftung war eine spatere Zuordnung der LWK zum jeweiligen Versuchs-
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tier moglich. Um ein Verrutschen der Wirbel wahrend der Rotation zu verhindern,
wurden sie mit ausreichend Schaumstoff in der R6hre fixiert.

Vor dem eigentlichen Scan erfolgte eine etwa 15-minutige ,Aufwarmphase® des
Tomographen zur Gewahrleistung der optimalen physikalischen Voraussetzungen
fur die anschlielienden Messungen. Zusétzlich musste vor jeder Messung eine
Kalibrierung des Gerates mit jeweils funf Luft- und Dunkelaufnahmen durchgefiihrt
werden. Neben den sechs Wirbeln wurde auch ein Phantom aus Hydroxylapatit
mit funf verschiedenen, dem System bekannten Dichtewerten gemessen. Dieses
diente spater als Referenz zur korrekten Ubertragung der gemessenen Werte in
die Knochenmineraldichte. Alle akquirierten Bilddaten wurden fir die an-

schlieBende Bearbeitung und Analyse an einen Computer tGbertragen.

2.7.2 Bildbearbeitung

Um die Aufnahmen der einzelnen Knochen auswerten zu kénnen, wurde zunachst
jeder Wirbel aus dem Gesamtbild der sechs LWK ausgeschnitten und den jewei-
ligen Versuchstieren zugeordnet. Danach fand die Bildbearbeitung in zwei
Schritten statt: Zuerst wurden die CT-Daten — sowohl der Wirbel, als auch des
Phantoms — mittels filtered-back-projection-Algorithmus drei-dimensional rekon-
struiert. Dazu kam die Software Micro View (Version 2.1.2) von GE Healthcare
zum Einsatz. Die anschlieRende Analyse dieser 3D-Datensatze hinsichtlich der
Volumina, der Knochendichte und der einzelnen Knochenbestandteile fand im
Programm 3D-OsteoAnalyze (Version 1.000.4) (Sehmisch et al. 2015) gemaf den
Kriterien der American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) statt
(Parfitt et al. 1987; Bouxsein et al. 2010). Fur die Analysen wurden lediglich die
Wirbelkdrper betrachtet, die daftr in der 3D-Darstellung per Hand umrandet und
ausgeschnitten wurden (Abb. 4). Schlie3lich standen zur Auswertung die 3D-

Modelle der Wirbelkdrper wie auch zwei-dimensionale Schnittbilder zur Verfiigung.
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Abb. 4: Umrandung und Ausschnitt eines Corpus vertebrae in einer 3D-
Rekonstruktion. Links: gelb umrandeter Wirbelkorper, Ansicht von kranial.
Rechts: ausgeschnittener Wirbelkdrper, Ansicht von ventral.

Um fur spatere Auswertungen eine valide Aussage Uber die Knochendichte der
Wirbelkdrper treffen zu kénnen, wurde die Schwachung der Rontgenstrahlen beim
Durchtritt durch den Knochen in einem Grauwert-Histogramm dargestellt. Die x-
Achse entspricht dabei der zunehmenden Rontgenschwachung, die sich be-
kanntermafRen aus der Absorption und Streuung der Rontgenstrahlen beim
Durchtritt durch einen Stoff zusammensetzt. Die Rontgenschwéachung ist dabei
maf3geblich von der Ordnungszahl und der Dichte des durchdrungenen Stoffes
abhangig (Guhrauer et al. 1929). Die y-Achse gibt die Anzahl der Pixel in den
jeweiligen Graustufen an (Abb. 5). Um eine quantitative Aussage uber den
Knochenmineralgehalt anhand der ermittelten Réntgenschwachung machen zu
kbnnen, musste eine Kalibrierung mit einem sogenannten Knochen-
mineralstandard erfolgen (Kurth et al. 2013). Der in dieser Studie verwendete
Knochenmineralstandard war ein Phantom aus Hydroxylapatit mit funf Ein-
schlussen unterschiedlicher, aber bekannter Dichte.

Jedem Grauwertbereich im Histogramm konnte so ein oberer und unterer
Schwellenwert zugeordnet werden. Dies bildete die Grundlage flr die computer-
basierte Berechnung der Knochenmineraldichte.

Bei den uUbrigen 2D- und 3D-Analysen erfolgte die Einstellung der optimalen

Darstellung von Mikrostrukturen wie Trabekeln und Kortikalis optisch (Abb. 6).
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Abb. 5: Beispiel eines Grauwerthistogramms

Schwarzer Pfeil: minimal gemessene Dichte, gelber Pfeil = 1. Peak: Dichte von
Weichgewebe, roter Pfeil = 2. Peak: Dichte von Knochen, griner Pfeil: unterer
Schwellenwert zur Eingrenzung der Knochendichte, blauer Pfeil: maximal
gemessene Dichte: oberer Schwellenwert zur Eingrenzung der Knochendichte

Der Bereich zwischen den grinen Linien (oberer und unterer Schwellenwert)
entspricht dem untersuchten Grauwertbereich unter Ausschluss der Weichgewebe
(Range in der Ergebnisiibersicht rechts oben).

Abb. 6: Optimale Darstellung von Trabekelstrukturen und Kortikalis in der
2D-Analyse mit den optisch eingestellten und grin hinterlegten Schwellenwerten
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2.7.3 Auswertung der Mikro-CT-Ergebnisse

Mithilfe der Programme 3D-OsteoAnalyze und MetaMorph Basic Acquisition Soft-
ware konnten am 3D- und 2D-Modell die im Folgenden genannten Messparameter
ermittelt werden. Die Auswertung fand unter Beriicksichtigung der Volumina sowie
der Kortikalis- und Trabekelstrukturen statt und wurde analog den Kriterien der
ASBMR (Parfitt et al. 1987; Dempster et al. 2013; Hoffmann et al. 2016) definiert.

2.7.3.1 3D-Analysen im Mikro-CT

2.7.3.1.1 Bestimmung des Wirbelkdrper-Volumens

Um mogliche Unterschiede in den Versuchsgruppen hinsichtlich des Wirbelkorper-
Volumens beurteilen zu kdnnen, wurden die Volumina mithilfe folgender Formel

am 3D-Modell berechnet:

V =ar’h

Der Radius (r) ergab sich aus dem Mittelwert der Quer- und Langsdurchmesser

des Wirbelkérpers, die Hohe (h) entspricht der kraniokaudalen Ausdehnung. Die
Kreiszahl (m) gibt das Verhaltnis des Umfanges eines Kreises zu seinem Durch-

messer an und stellt eine mathematische Konstante mit dem gerundeten Wert
3,14 dar (Furst 2014; Hofmann 2017).

2.7.3.1.2 Bestimmung der BV/TV und der bone mineral density (BMD)

Die Volumenbestimmungen fanden am 3D-Modell der Wirbelkorper statt.
Zunachst wurden wieder Transparenz und Kontrast angepasst. Um die
Trabekelstrukturen zur Bestimmung von Knochendichte optimal abzubilden,
erfolgte eine erneute manuelle Anpassung, sodass die Knochensubstanz optimal
grin hinterlegt war und offensichtliche Weichteilstrukturen nicht maskiert wurden.
Mithilfe des vom Computer errechneten Gesamtvolumens (TV) des Knochens und
des eigentlichen Knochenvolumens (BV) konnte der Anteil an mineralisiertem
Knochen im Wirbelkdrper (BV/TV) anhand folgender Formel bestimmt werden
(Hofmann 2017):
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BV/TV = Knochenvolumen/Gesamtvolumen des WK x 100 %

Neben den Volumina wurde auch die Knochenmineraldichte (bone mineral
density) untersucht. Analog der TV und BV wurden die Total BMD, also die
Gesamtdichte des Knochens mit Weichgewebe, Knochenmark, Osteoid und
mineralisiertem Knochen und die Bone BMD betrachtet, die nur mineralisierte
Knochensubstanz beinhaltet. Die vom Mikro-CT detektierten Grauwerte (grey
values = GVal) mussten dafiir in Dichtewerte der Einheit mg/cm® (iberfiihrt
werden. Dies geschah mithilfe des mitgescannten Hydroxylapatit-Phantoms. Die
Einstellungen dafur fanden unter Zuhilfenahme des Grauwerthistogramms statt.
Um die Total BMD berechnen zu kénnen, musste der Schwellenwert so ange-
glichen werden, dass das gesamte Untersuchungsvolumen bertcksichtigt, also
grun hinterlegt war. Fur die Berechnung der Bone BMD wurde der Regler zur
Schwellenwertbestimmung so verschoben, dass die Weichgewebe nicht hinterlegt
und nur noch die Kortikalis und Trabekel gut sichtbar waren (Weidemann 2013;
Furst 2014; Hofmann 2017).

Zunachst wurden die Phantomabschnitte mit Einschlissen unterschiedlicher,
bekannter Mineraldichte (angegeben in mg/cm®) computerbasiert in Grauwerte
(GVal) uberfuhrt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Phantomdichten mit den ermittelten Dichtewerten in GVal
(Weidemann 2013; Hofmann 2017)

Dichte in mg/cm?® Dichte in GVal
200 807
400 1677
600 2441
800 3134
1000 3850

Nach Ubertragung der Grauwertdaten des Phantoms in ein Punktdiagramm
(Abb. 7) konnte - analog friherer Studien mit &ahnlichem Studiendesign
(Weidemann 2013; Hofmann 2017) — mithilfe einer linearen Regression die

Knochenmineraldichte in mg/cm?® berechnet werden.
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Dazu wurde folgende Formel verwendet:

y=meGVal +b

y = bone mineral density in mg/cm?®
m =0,2646
GVval = Grauwerte aus der Knochenanalyse
b =-30,2
1200
1000 K
& y = 0,2646x - 30,2
S 500 R2 = 0,9979 et
> :
S
— 600 ®
9
£ 400 = 2
o
&)
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Abb. 7: Graphische Darstellung der linearen Regression von Dichte in mg/cm?®
zu Dichte in GVal unter Angabe der Regressionsformel und des
BestimmtheitsmalRes R?

2.7.3.2 2D-Analysen im Mikro-CT
2.7.3.2.1 Bestimmung der Kortikalisparameter

Die Kortikalisdicke wurde an einem vertikalen Medianschnitt durch den drei-
dimensional rekonstruierten Wirbel bestimmt (Abb. 8). Dazu erfolgten Messungen
an funf verschiedenen, gleichmallig Uber die ventrale und dorsale Kortikalis
verteilten Punkten aus denen dann jeweils ein Mittelwert gebildet wurde (Furst
2014; Hofmann 2017).
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Abb. 8: BestimmungAdér»KortikaIisdicke anhand von funf
Referenzmessungen

Unter Verwendung der Software 3D-OsteoAnalyze wurden auf3erdem die Korti-

kalisflache und die Kortikalisdichte bestimmt.

2.7.3.2.2 Bestimmung der Trabekelstruktur

Um im Rahmen osteopenischer Verdnderungen den spongiésen Knochen be-
trachten zu kénnen, wurden weitere Analysen hinsichtlich der Trabekelstruktur
durchgefiihrt. Dazu stand die Software MetaMorph Basic Acquisition Software
(Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) zur Verfiigung. Auch
diese Analysen fanden an 2D-Modellen statt (Abb. 9). Die Auswertungen erfolgten
unter Angabe der Trabekeldichte, der mittleren Trabekeldicke, der Trabekelflache,
der Anzahl der Trabekelkreuzungen (N.Nd) und der trabekuldren Konnektivitat
(N.Nd/mm?).
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Abb. 9: 2D-Bilder fir die Trabekelanalyse, links: Schnittbilder eines Lenden-
wirbels mit Ansicht von lateral, rechts oben: Corpus vertebrae mit Areal fur die
Trabekelanalyse (Tb.Ar, Pfeil), rechts unten: Corpus vertebrae mit Arealen der
ventralen (Ct.v) und dorsalen Kortikalis (Ct.d), Beispiel aus der Gruppe NON-OVX

2.7.4 Validierung

Um Untersucher-spezifische Messabweichungen in den Ergebnissen vernachlas-
sigbar gering zu halten, wurde die Versuchsdurchfihrung zuerst mit finf zufallig
ausgewahlten Wirbeln trainiert. Die Ergebnisse durften im direkten Vergleich nicht

malf3geblich voneinander abweichen (SD + 5 %).

2.8 Veraschung

Zur Quantifizierung der organischen Knochenmatrix, des anorganischen Mineral-
salzgehaltes sowie des Calcium- und Phosphatgehaltes der Knochen wurde als
letzte Versuchsreihe eine sogenannte Veraschung an den zweiten Lenden-
wirbelkorpern der Versuchsratten durchgefuhrt. Auch dieses Testverfahren wurde
bereits zahlreich angewendet und publiziert (u.a. Doll 2010; Eimer 2014; Furst
2014; Komrakova et al. 2015).
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2.8.1 Bestimmung der organischen und anorganischen Knochensubstanz

Zur Bestimmung der organischen und anorganischen Knochensubstanz wurden
die Wirbel zunachst wieder tUber etwa 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut
und in einem Muffelofen Uber einen Tag bei 110 °C getrocknet. Zur exakten
Berechnung der Knochensubstanz-Anteile wurde das genaue Gewicht der Wirbel
vor und nach Veraschung bendétigt. Dazu wurde zunéchst das Leergewicht eines
PorzellangefalRes bestimmt, in dem die Veraschung stattfand. Dann konnten die
getrockneten Wirbel im Gefald analytisch gewogen werden. Unter Abzug des
Gefallgewichtes erhielt man das Ausgangsgewicht der Knochen. Die Veraschung
fand bei 750 °C im Porzellangefafld statt. Der so entstandene Gluhrickstand wurde
in einem Exsikkator Uber Kieselgel abgekihlt, um die Ablagerung von Konden-
sationswasser zu vermeiden. Der ubrig gebliebene Rickstand entspricht dem
anorganischen Anteil der Knochensubstanz und besteht hauptsachlich aus
Hydroxylapatit. Auch dieser Rilckstand wurde analytisch im Porzellangefafd
gewogen (Ddll 2010; Furst 2014; Komrakova et al. 2015; Schwedt et al. 2016).

Unter Verwendung folgender Formeln konnten die prozentualen Anteile an
organischer und anorganischer Masse im Wirbel berechnet werden (Déll 2010;

Eimer 2014; Hofmann 2017):

e Organischer Anteil:

% organisch = ((m vor Veraschung — M nach Veraschung) i 100) /' m vor Veraschung

e Anorganischer Anteil:

% anorganisch =100 - % organisch
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2.8.2 Versuchsdurchfuhrung zur Bestimmung des Calcium- und
Phosphatgehalts

Um den Calcium- und Phosphatgehalt der Knochen bestimmen zu kodnnen,
musste das eigentlich wasserunlosliche Hydroxylapatit zunachst in eine wasser-
|6sliche Form Uberfiihrt werden. Hierzu erfolgt ein sogenannter Saureaufschluss
mit zehn prozentiger Salpetersaure als Aufschlussmittel (Jander und Blasius
1995). Der Gluhrickstand wurde mit Morser und Stél3el zu einem homogenen
Pulver verarbeitet. Davon wurden 50 mg des Pulvers analytisch abgewogen, mit
200 ml zehn prozentiger Salpetersaure in einem Rundkolben versetzt, mit einem
Ruckflusskuhler versehen und Uber eine halbe Stunde auf Siedetemperatur (hier
150 °C) erhitzt. Die daraus entstandene klare Aufschlusslésung wurde dann in
einen Messkolben dberfihrt und mit 1000 ml destilliertem Wasser aufgefullt. Um
fur die folgenden Analysen eine Losungskonzentration im Vertrauensbereich des
jeweiligen Messverfahrens zu erhalten, erfolgte eine abschlieRende Verdinnung
mit destilliertem Wasser um den Faktor 1:20. Der Vertrauensbereich fur Calcium
lag dabei bei 0,1 — 5,0 mg/l und fur Phosphat bei 0,1 — 1,5 mg/lI (Eimer 2014; First
2014; Sturm 2018).

2.8.2.1 Bestimmung des Calciumgehalts

Mit Hilfe eines Atomabsorptionsspektrometers (AAS, DIN EN ISO 7980:2000,
FIAS 4100, Perkin-Elmer, Deutschland) wurde der Calciumgehalt der Proben
ermittelt. Unter Zugabe von Lanthanchlorid erfolgte zunachst eine Maskierung des
in der Probe befindlichen Phosphats. Anschlieend wurde die Losung in die
Analyseeinheit des Atomabsorptionsspektrometers gegeben. Im Inneren des
Gerates befindet sich eine Atomisiereinheit mit einer Flamme aus einem Acetylen-
Luft-Gemisch und einem Zerstauber, der die Analyselbésung in die Flamme zer-
staubt und so in ihre atomaren, anregbaren Teilchen Uberfihrt. Die Flamme wird
dadurch verfarbt. Eine Hohlkathodenlampe emittiert nun Licht mit einer definierten
Frequenz in die Flamme. Ein gegenuberliegender Detektor analysiert die Intensitéat
des durch die Atomwolke geschwéchten eintreffenden Lichtstrahls. Diese
Schwachung wird als Extinktion bezeichnet (Welz und Sperling 2012).

Entsprechend des Lambert-Beer'schen Gesetzes steigt die Extinktion des
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Lichtstrahls proportional zur Konzentration des Analytikums (in diesem Fall
Calcium) in der Atomwolke (Lambert 1760; Bouguer 1923). Sie wurde anhand
einer entsprechenden Verdinnungsreihe kalibriert und an einer Calcium-
Emissionsbande von 422,8 nm gemessen (D6ll 2010; First 2014; Hofmann 2017).

2.8.2.2 Bestimmung des Phosphatgehalts

Der Phosphatgehalt wurde durch spektrale Photometrie (DIN EN 1SO 6879/2004,
DM4, Zeiss, Deutschland) mittels Phosphor-Molybdanblau-Komplex bestimmit.
Dazu wurde ein Phosphat-Reagenz — bestehend aus 25 ml Schwefelsaure, 15 ml
Ascorbinsaure-Losung, 7,5 ml Ammoniummolybdat-Losung und 2,5 ml Kaliumanti-
monoxidtartrat — bendtigt (Doll 2010; First 2014; Hofmann 2017). 10 ml der zuvor
hergestellten Analysel6sung wurden mit 2 ml des Phosphat-Reagenz in einem
Messkolben versetzt und fir zehn Minuten ruhen gelassen. Anschlie3end erfolgte
die spektrometrische Messung der Extinktion mittels 10 mm dicker Kivette und
einer Messwellenlange von 690 nm in einem direkten Vergleich zu einer Blind-
probe aus destilliertem Wasser (Harris 1998). Die Kalibrierung fand dabei durch
die Messung der Extinktion einer Verdinnungsreihe einer Phosphat-Standard-
Losung im Vertrauensbereich des Messverfahrens statt (Vgl. 2.8.2.1). Um
wahrend des Vorganges einer Komplexbildung aus Haptomolybdat und Phosphat
und damit einer Verfalschung der spektrometrischen Messung durch Ausbildung
einer Eigenfarbe dieses Komplexes vorzubeugen, wurde die Lésung wahrend der
Analyse dauerhaft gekihlt (Doll 2010; Furst 2014; Hofmann 2017).
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2.9 Statistik

Die statistischen Analysen und graphischen Darstellungen der Ergebnisse fanden
mit der Software GraphPad Prism (Version 5.04, GraphPad Software, Inc. San
Diego, CA) statt.

Die Gaul¥’sche Normalverteilung wurde fur alle Daten mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test, D’Agostino-and-Pearson-Omnibus-Test oder Shapiro-Wilk-Test
untersucht.

Alle normalverteilten Daten wurden mittels one-way analysis of variance (ANOVA),
der einfaktoriellen Varianzanalyse auf signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen getestet, welche dann mit Hilfe des Tukey-Kramer-post-hoc-
Test spezifiziert werden konnten. Das Signifikanzniveau wurde dafur auf p < 0,05
festgelegt.

Fir nicht normalverteilte Daten kamen der Kruskal-Wallis-Test sowie der Dunn-
multiple-comparison-Test (kurz Dunn’s Test) zur Anwendung. Auch hierfur lag das
festgelegte Signifikanzniveau bei p < 0,05.

Die ermittelten Daten wurden hinsichtlich ihrer Mittelwerte und Mediane sowie der
Standardabweichungen in den Versuchsgruppen verglichen. Mithilfe von Boxplot-

Diagrammen konnten die Ergebnisse graphisch dargestellt werden.
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3 Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der vorliegenden Studie prasentiert. Dabel
werden zuerst die Gewichtsentwicklung der Versuchstiere und deren Futter-
aufnahme wahrend der ersten 13 Versuchswochen sowie die abschliel3end ge-
messenen Uterusgewichte dargestellt. Diese Ergebnisse wurden bereits in einer
anderen Dissertation veroffentlicht (Weidemann 2013).

Im zweiten Teil erfolgt die Abbildung der Ergebnisse des biomechanischen
Kompressionstests am vierten Lendenwirbelkorper, der Mikro-Computertomo-
graphie am dritten LWK und des Veraschungs-Versuches am zweiten Lenden-
wirbelkoérper der Versuchstiere. Die graphische Darstellung der signifikanten
Testergebnisse erfolgt anhand von Boxplot-Diagrammen, zu denen die Signi-
fikanzen und der jeweils verwendete statistische Test angegeben sind. Alle
Ergebnisse werden tabellarisch unter Angabe der Mittelwerte, Mediane und
Standardabweichungen aufgefihrt.

Zur vereinfachten Darstellung werden die verschiedenen Signifikanzniveaus wie

folgt bezeichnet:

Tabelle 4: Symbolische Darstellung der Signifikanzen

Symbol Bedeutung
a signifikant zu OVX
b signifikant zu SR th
c signifikant zu SR pr
d signifikant zu NON-OVX
signifikant zu allen anderen
© Gruppen
*p<0,05 signifikant
**p<0,01 hoch signifikant
***p < 0,001 héchst signifikant

43



Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Versuchstiere

3.1.1 Gewicht der Versuchstiere
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Abb. 10: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere innerhalb der Versuchs-
gruppen in Gramm; Angabe der Mittelwerte + Standardabweichung, e = signifikant
zu allen anderen Gruppen, *** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test

Das Korpergewicht der Versuchstiere war zu Studienbeginn in den einzelnen
Gruppen annahernd gleich. Nach Ovarektomie (Studienwoche 0) in den Gruppen
OVX, SR th, SR pr und SR pr+th nahmen die Tiere dieser Versuchsgruppen
deutlich mehr an Gewicht zu als die nicht ovariektomierten Tiere der Vergleichs-
gruppe (NON-OVX). Diese Entwicklung war ab der zweiten Studienwoche bis zum
Versuchsende hochst signifikant (Abb. 10 und Tabelle A1 im Anhang, S. 77). Eine
kurzzeitige Gewichtsabnahme in Woche neun und zehn war bei allen Gruppen zu
beobachten und folgte auf die Osteotomie in Studienwoche acht. Insbesondere
Tiere der SR th-Gruppe nahmen hier ab, was im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen aber nicht signifikant war.

Das Endgewicht der Ratten differierte ebenfalls deutlich. Auch hier wogen die
Tiere der Kontrollgruppe am wenigstens. Tiere der SR th-Gruppe zeigten dagegen
ein hoheres mittleres Gewicht gegenuber den anderen Gruppen, was aufgrund

grol3er Standardabweichungen aber nicht signifikant war.
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3.1.2 Futteraufnahme
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Abb. 11: Mittlere tagliche Futteraufnahme pro Tier und Studienwoche in den
Versuchsgruppen; Angabe der Mittelwerte + Standard-abweichung; ¢ = signifikant

zu SR pr, d = signifikant zu NON-OVX, e = signifikant zu allen anderen Gruppen,
*p <0,05, ** p <0,01, Tukey-Kramer-Test

Die mittlere tagliche Futteraufnahme war zu Versuchsbeginn, unmittelbar nach
Ovariektomie bei allen Versuchstieren vergleichsweise hoch (Abb. 11 und Tabelle
A2 im Anhang, S. 78). Erste Unterschiede waren in Versuchswoche drei zu
beobachten. Hier nahmen die Tiere der NON-OVX-Gruppe hoch signifikant
weniger Futter auf als Tiere der anderen Versuchsgruppen. Auch im Verlauf zeigte
die Kontrollgruppe eine geringere, aber zu den anderen Gruppen nicht signifikante
Nahrungsaufnahme. In Woche neun nach Osteotomie (in Studienwoche acht) war
die Futteraufnahme im Vergleich zu den vorherigen und den nachfolgenden Test-
wochen bei allen Versuchstieren deutlich reduziert. Gegen Studienende war in
Studienwoche zwolf bei der SR th-Gruppe eine signifikant héhere Nahrungs-
aufnahme gegenuber der NON-OVX- und der SR pr-Gruppe zu beobachten, die
sich in Woche 13 mit einer ebenfalls signifikant erhéhten Futteraufnahme der
SR th-Gruppe im Vergleich zur SR pr-Gruppe fortsetzte.

Entsprechend der schwankenden Futteraufnahme unterlag auch die mit dem
Futter aufgenommene Menge an Strontiumranelat Schwankungen. Durch-

schnittlich nahmen die Versuchstiere 654 + 132 mg SR/kg/Tag auf. Dabei lag das
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Minimum bei einer Strontiumranelat-Aufnahme von 295 mg/kg/Tag und das
Maximum bei 948 mg/kg/Tag.

3.1.3 Uterusgewicht

Alle ovariektomierten Versuchstiere der Gruppen OVX, SR th, SR pr und SR pr+th
zeigten ein signifikant bis hochst signifikant reduziertes Uterusgewicht gegeniber

Tieren der nicht ovariektomierten Kontrollgruppe NON-OVX (Abb. 12 und Tabelle
A3 im Anhang, S. 78).
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Abb. 12: Uterusgewicht in den Versuchsgruppen
(Dunn’s Test)
*p <0,05, **p<0,001

3.1.4 Zusammenfassung der Versuchstier-Charakteristika

Die nicht ovariektomierten Tiere (NON-OVX) nahmen im Vergleich zu allen
anderen, ovariektomierten Gruppen (OVX, SR th, SR pr und SR pr+th) teils
signifikant weniger Futter zu sich. Dies spiegelte sich auch in der Gewichts-
entwicklung der Tiere wieder. Zudem waren die Uterusgewichte der ovari-

ektomierten Ratten gegentber der Kontroll-Gruppe (NON-OVX) signifikant
geringer.
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3.2 Ergebnisse des biomechanischen Kompressionstests

Die Ergebnisse der Messparameter Maximalkraft, Streckgrenze und Elastizitat
sind im Folgenden graphisch und tabellarisch aufgezeigt. Mithilfe eines repréasen-
tativen Kraft-Weg-Diagramms und einer Zusammenfassung werden die Versuchs-

ergebnisse am Ende des Kapitels nochmals dargestellt.

3.2.1 Maximale Kraft (Fmax) und Streckgrenze (yield load)

Bezlglich der Maximalkraft zeigten sich signifikant héhere Werte in der SR pr+th-
Gruppe im Vergleich zu den Gruppen OVX, SR th und SR pr (Abb. 13 und
Tabelle 5). Bei der Streckgrenze waren signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen SR pr+th und OVX sowie SR pr+th und SR pr nachweisbar (Abb. 14 und
Tabelle 5).
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Abb. 13: Ergebnisse der Maximal- Abb. 14: Ergebnisse der Streck-
kraft (Tukey-Kramer-Test) grenze (Dunn’s Test)
*p<0,05 *p <0,05
** p < 0,01 *p<0,01
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3.2.2 Elastizitat

Die Elastizitat war in der ovariektomierten Gruppe (OVX) signifikant reduziert ge-
genuber den nicht ovariektomierten Ratten (NON-OVX) (Abb. 15 und Tabelle 5).
Bei den Gruppen mit Strontiumranelat-Prophylaxe und/oder -Therapie ergab sich

kein signifikanter Unterschied.

300+

200+ -|-

100+

N/mm
-
¥
HIH
HTH
HTH

0 L] L] L] L] L]
oS
3 & &L L&
& S <) Q~Q
L 2

Abb. 15: Ergebnisse der Elastizitat
(Tukey-Kramer-Test)
**p<0,01

Tabelle 5: Ergebnisse des biomechanischen Tests in den Versuchsgruppen;
Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen NON-OVX | OVX SR th SR pr SR pr+th
Parameter
. 207,07 166,50 169,65 173,59 229,90
("IQSX 215,08 16570 | 192,61 17558 5195’?;%
+37.37 +30,74 | +58,07 £2644 | (g pr %)
Streckarens 202,41 157,90 164,73 167,34 223,0
eckgrenze | 51419 161,80 192.0 166,94 231,60
(N) + 30,99
+ 37,94 +3228 | +6011 + 26,27 (a, o
o 165,78 112,50 122,81 133,74 136,97
Eﬁ::r:;‘t 158,51 108,80 | 12116 130,97 143,68
+ 48,58 (@) | +32.78 | +24.66 +26.0 +24.94

a = signifikant zu OVX, b = signifikant zu SR th, ¢ = signifikant zu SR pr,
*p<0,05,**p<0,01
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3.2.3 Reprasentatives Kraft-Weg-Diagramm
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Abb. 16: Kraft-Weg-Diagramm aus den Gruppen ,,OVX* und ,,SR pr+th“

Anhand des oben dargestellten Kraft-Weg-Diagramms (Abb. 16) sind die
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der rein ovariektomierten
Versuchsgruppe (OVX) und der ovariektomierten Gruppe, die sowohl eine
Prophylaxe als auch eine Therapie mit Strontiumranelat erhielt (SR pr+th)
ersichtlich. Die maximal anwendbare Kraft vor vollstindigem Einbruch des
Wirbelkorpers lag bei der SR pr+th-Ratte bei 275,17 N, bei der OVX-Ratte
dagegen nur bei 219,29 N. Auch die Streckgrenze von der elastischen zur
plastischen Verformbarkeit des Knochens differierte hier deutlich von 248,35 N bei
der Ratte mit Strontiumranelat-Prophylaxe und -Therapie gegen 195,02 N bei der
ovariektomierten Ratten ohne Therapie oder medikamentdse Prophylaxe. Der
flachere Kurvenverlauf der OVX-Ratte (Elastizitat 107,17 N/mm) gegenuber der
SR pr+th-Ratte (Elastizitat 161,35 N/mm) reprasentiert eine geringere Flexibilitat
des Knochens der OVX-Ratte, was im vorliegenden Gruppenvergleich (OVX
versus SR pr+th) jedoch nicht statistisch signifikant war (Abb. 15 und Tabelle 5).
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3.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des biomechanischen
Kompressionstests

Die Wirbelkorper von Tieren der Gruppe SR pr+th zeigten gegenuber denen der
Gruppen OVX, SR th und SR pr eine signifikant hohere Maximalkraft vor der
plastischen Verformung sowie eine hohere Streckgrenze im Vergleich zu Ratten
der OVX-Gruppe und der SR pr-Gruppe. Die Elastizitat der Knochen war dagegen

in den Strontium-behandelten Gruppen nicht signifikant beeinflusst.

3.3 Ergebnisse der Mikro-Computertomographie

Nachfolgend werden die Ergebnisse der mittels Mikro-CT erhobenen Daten —
aufgeteilt in Volumenanalysen, die Knochenmineraldichte, Kortikalisparameter und
die Trabekelanalysen — dargestellt. Eine Zusammenfassung veranschaulicht am
Ende des Kapitels die Ergebnisse nochmals Ubersichtlich.

3.3.1 Volumenanalysen

Hinsichtlich des gemessenen Wirbelkdrper-Volumens (p = 0,156), des ermittelten
Gesamtvolumens (TV, p = 0,348), des reinen Knochenvolumens (BV, p = 0,480),
wie auch der prozentualen Anteile an mineralisiertem Knochen am Gesamt-
volumen der Wirbelkdrper (BV/TV, p = 0,261) ergaben sich keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede im Gruppenvergleich (Tabelle A4 im Anhang, S. 79). Der
hdchste prozentuale Anteil an mineralisiertem Knochengewebe fand sich bei
Ratten der NON-OVX- und SR pr+th-Gruppe (bis 44,9 %), der niedrigste Anteil
war in der OVX-Gruppe mit 26,3 % nachweisbar.
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3.3.2 Auswertungsergebnisse der Knochenmineraldichte (BMD)

Bei den Auswertungen der Total BMD und der Bone BMD ergaben sich signifikant
hoéhere Gesamtdichtewerte (Total BMD) in den Gruppen SR pr+th und NON-OVX
im Vergleich zu OVX (Abb. 17 und Tabelle 6).

Hinsichtlich der Bone BMD zeigten sich in den Gruppenvergleichen keine signifi-
kanten Unterschiede (p = 0,120) (Tabelle 6). Die niedrigsten Werte wurden in der
OVX-Gruppe mit minimal 435,5 mg/cm® gegeniiber dem héchsten Wert in der

SR pr+th-Gruppe mit 768,1 mg/cm?® erreicht.
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Abb. 17: Ergebnisse der Total BMD
(Dunn’s Test)

*p < 0,05, * p <0,01

Tabelle 6: Ergebnisse der gesamten Mineraldichte (Total BMD) und der
Knochenmineraldichte (Bone BMD) in den Versuchsgruppen; Darstellung der
Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen |\ oN-ovx VX SR th SR pr SR pr+th
Parameter
2724 307,2 310,4
Total BMD 2431471:; 274, 311,1 3228 ggi:g
(MIleM) | | >701(a%) | +4139 | +2111 | +4842 |+2877 (@™
Bone 667,6 617,1 638,8 664,9 684,7
BMD 665,2 629,1 653,5 665,2 665,2
(mglem® | +37,17 | +7443 | +3463 | +3944 + 49,67

a = signifikant zu OVX, * p < 0,05, ** p < 0,01, Dunn’s Test
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3.3.3 Kortikalisparameter

3.33.1 Kortikalisflache

Im Gruppenvergleich zeigte sich eine signifikant erhthte Gesamtflache der

Kortikalis in den ovariektomierten Versuchsgruppen, die eine Prophylaxe mit

Strontiumranelat erhielten (SR pr) gegeniber der OVX-Gruppe (Abb. 18 und

Tabelle 7).
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Abb. 18: Ergebnisse der Gesamtflache der Kortikalis
(Tukey-Kramer-Test)
*p <0,05

Tabelle 7: Ergebnisse der Kortikalisflache in den Versuchsgruppen; Darstellung

der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen |\ on-ovx OVX SR th SR pr SR prth

Parameter

K?{Z:ﬁgs 1,99/2,08 | 1,84/1,82 | 1,92/1,85 | 2,23/2,11 | 2,17/2,23
(mm?)

a = signifikant zu OVX, * p < 0,05, Tukey-Kramer-Test
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3.3.3.2 Kortikalisdicke

Bei Betrachtung der Kortikalisdicke zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den mit Strontiumranelat behandelten Tieren und der OVX-Gruppe. Am
ventralen Wirbelkorper war die Kortikalisdicke in der NON-OVX-Gruppe signifikant
hoher als in der OVX- und SR th-Gruppe (Abb. 19 und Tabelle 8). Bei Betrachtung
des dorsalen Wirbelkérpers fielen signifikante Unterschiede zwischen der NON-

OVX-Gruppe und allen weiteren Versuchsgruppen auf (Abb. 20 und Tabelle 8).
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Abb. 19: Ergebnisse der Kortikalis- Abb. 20: Ergebnisse der Korti-
dicke am ventralen WK kalisdicke am dorsalen WK
(Tukey-Kramer-Test) (Tukey-Kramer-Test)
**p < 0,01 *p<0,01
*% < 0,001 ***p < 0,001

Tabelle 8: Ergebnisse der Kortikalisdicke am ventralen und dorsalen WK in

den Versuchsgruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabwei-
chungen

Gruppen

NON-OVX |  OVX SR th SR pr SR pr+th
Parameter

Kortikalis= | 0,23/0,23 | 17,016 | 0.17/0.16 | 020/0.19 | 0.21/0.19

icke ventral
die (emvrﬁ)n “ (af*g'%i*) +0,06 +0,06 +0,05 +0,06

Kortikalis- | 0,13/0,13 | 9 16/016 | 016/0.16 | 0.16/0.17 | 0,17/0.18

dicke dorsal
! i (ef*o’eo*%*) +0,03 +0,03 +0,02 +0,03

a = signifikant zu OVX, b = signifikant zu SR th, e = signifikant zu allen anderen
Gruppen, ** p < 0,01, ** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test
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3.3.3.3 Kortikalisdichte

Eine signifikant erhéhte Dichte der Kortikalis konnte bei den SR pr+th-Tieren im
Vergleich zur OVX-Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 21 und Tabelle 9). Auch
im Vergleich zur reinen SR-Therapie zeigten sich signifikant erhohte Dichtewerte
beim kombinierten Regime aus SR-Prophylaxe und -Therapie. Die Kortikalisdichte
der nicht ovariektomierten Tiere (NON-OVX) war ebenfalls signifikant hdher als die

der OVX- Tiere oder derer, die eine reine zusatzliche SR-Therapie erhielten.
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Abb. 21: Ergebnisse der Kortikalisdichte

(Dunn‘s Test)
**p<0,01; ** p<0,001

Tabelle 9: Ergebnisse der kortikalen Knochendichte in den Versuchsgruppen;
Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen |\ on.ovx oVX SR th SR pr SR pr+th
Parameter
Kortikalis- 94,32 91,16 90,28 93,49 95,13
dichte f‘gg 92,14 89,02 93,77 352%2
(%) (@ b +3.81 + 4,80 +2.87 (ar, e

a = signifikant zu OVX, b = signifikant zu SR th, ** p < 0,01, ** p < 0,001, Dunn’s

Test
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3.3.4 Ergebnisse der Trabekelanalysen

3.34.1 Trabekeldichte und mittlere Trabekeldicke

Bei der Betrachtung der Trabekeldichte der einzelnen Versuchsgruppen fallt
bereits in den makroskopischen medianen Sagittalschnitten der Mikro-CT-Bilder
eine deutlich reduzierte Trabekeldichte in der OVX-Gruppe im Vergleich zur
SR pr+th-Gruppe auf. Im direkten Vergleich zu den Versuchstieren ohne Osteo-
penie (NON-OVX) erscheinen morphologisch alle ovariektomierten und Strontium-
behandelten Versuchsgruppen hinsichtlich trabekularer Dichte und Dicke reduziert
(Abb. 22).

NON-OVX

Abb. 22: Eigene 2D-Bilddaten aus Mikro-CT-Scans der Corpora vertebrae jeder
Versuchsgruppe; nach Saul et al. 2018a, Verwendung mit freundlicher
Genehmigung des Verlages Springer Nature

Diese makroskopischen Ergebnisse lie3en sich auch statistisch belegen (Abb. 23
und 24 sowie Tabelle 10). Die Trabekeldichte war bei den nicht ovariektomierten
Tieren (NON-OVX) noch am hdchsten, gefolgt von den SR pr+th-Tieren im
Vergleich zu den restlichen Versuchsgruppen.

Auch die mittlere Trabekeldicke war in der Gruppe NON-OVX signifikant erhéht.
Eine Behandlung aus SR-Prophylaxe und -Therapie war der OVX-Gruppe wie
auch den Einzelregimes (SR th und SR pr) Gberlegen.
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Abb. 23: Ergebnisse der Trabekel-
dichte der Wirbelkdrper
(Tukey-Kramer-Test)

*** pn < 0,001

Abb. 24: Ergebnisse der mittleren
Trabekeldicke der Wirbelkorper
(Tukey-Kramer-Test)

**p<0,01

*** p < 0,001

Tabelle 10: Ergebnisse der Trabekeldichte und mittleren Trabekeldicke in den
Versuchsgruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppe | \on-ovx | Ovx SR th SRpr | SRpr+th
Parameter
42,52 39,05
Trabekel- 41,15 25,78 28,64 30,52 40,21
dichte + 640 26,23 27,24 31,13 +4.49
(%) (a***, b+ + 7,30 +7,01 +7,14 (a***, .
C***) C***)
: 0,23 0,19
Mittlere 0.2 0,12 0,13 0,14 0.19
Trabekel- ' '
dicke +0,05 0,11 0,13 0,12 +0,05
(@ b+ | 0,04 +0,05 £0,06 | (ar*, bre,
(mm) C***) C**)

a = signifikant zu OVX, b = signifikant zu SR th, ¢ = signifikant zu SR pr, ** p <
0,01, *** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test
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3.34.2 Trabekelflache

Analog zur Trabekeldichte und mittleren Trabekeldicke war auch die Gesamtflache

der Trabekel in der NON-OVX-Gruppe signifikant hoher als in den Ubrigen Ver-

suchsgruppen au3er SR pr+th. Auch zwischen der SR pr+th-Gruppe und der rein

ovariektomierten Versuchsgruppe (OVX) sowie der SR th-Gruppe war ein signi-
fikanter Unterschied nachweisbar (Abb. 25 und Tabelle 11). Zwischen der NON-

OVX- und der SR pr+th-Gruppe ergab sich keine signifikante Differenz.
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Abb 25: Ergebnisse der Gesamtflache der Trabekel
(Tukey-Kramer-Test)
*p < 0,05, **p<0,001

Tabelle 11: Ergebnisse der Gesamtflache der Trabekel in den Versuchs-

gruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Pi:‘;‘:npeigr NON-OVX OVX SR th SR pr SR pr+th
_ | 5,09/5,03
T;T‘:;:‘j' 1101 | 318/310 | 3,66/343 | 3,78/3,78 415+10/ §é54
*k* *k% - 1
mmy | @ c’:**t‘)) R +1,10 +1,18 (. b

a = signifikant zu OVX, b = signifikant zu SR th, ¢ = signifikant zu SR pr, * p <

0,05, *** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test
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3.3.4.3 Trabekelkreuzungen und trabekulare Konnektivitat

Im direkten Vergleich der Anzahl der Trabekelkreuzungen (N.Nd) ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen (p = 0,253)
(Tabelle 12). Die héchste, aber gleichzeitig auch die niedrigste Anzahl an
Trabekelknoten fand sich in der OVX-Gruppe zwischen 23 und 85. Die Dichte der
Trabekelkreuzungen pro mm? (N.Nd/mm?) war dagegen in der NON-OVX-Gruppe
signifikant reduziert gegentber den Gruppen OVX, SR th und SR pr. Auch die
SR pr+th-Gruppe wies eine signifikant geringere Dichte an Trabekelknoten pro
mm? im Vergleich zur OVX-Gruppe auf (Abb. 26 und Tabelle 12).

*%

30~ *hk
*kk

_l
_l

N.nd/mm?

|
a
+
u

0 L] L] L] L] L]
o+ o & $ &
3 & & L&
& ) <) Q~Q
L 2

Abb. 26: Ergebnisse der trabekularen Konnektivitat
(Tukey-Kramer-Test)
*p <0,05, *p<0,01, ** p<0,001
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Tabelle 12: Ergebnisse der Trabekelknotenanzahl und der trabekuldren
Konnektivitat in den Versuchsgruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane =+
Standardabweichung

Gruppen | o\ ovx | ovx SR th SRpr | SRpr+th
Parameter
Anzahl der 46,93 43,07 48,76 45,22 48,48
Trabekel- 45,00 42,50 52,00 42,00 49,00
kreuzungen +9,20 | +13,89 | +11,11 | +11,38 | +10,93
Trabekulare 8’2{ 14,16 13,99 12,63 10,96
Konnektivitat | + 2,86 14,61 14,69 13,14 10,65
(N.nd/mm?) (a***,*g)***, 14,62 +374 +3,12 (j*f'z)
o ,

a = signifikant gegen OVX, b = signifikant zu SR th, c = signifikant zu SR pr,
*p < 0,05, *** p <0,001, Tukey-Kramer-Test

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse im Mikro-CT

Bei den Auswertungen der Ergebnisse des Mikro-CT fiel die Wichtung vor allem
auf Unterschiede zwischen den Gruppen NON-OVX und SR pr+th gegenuber
OVX, SR th und SR pr auf. So zeigten Tiere der NON-OVX-/SR pr+th-Gruppen
eine gesteigerte totale BMD, Kortikalisdichte, Trabekeldichte, mittlere Trabekel-
dicke und Trabekelflache im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen.
Dagegen war die gesamte Kortikalisflache bei Ratten der SR pr-Gruppe groR3er als
die der OVX- und SR th-Gruppe. Eine medikamentdse Prophylaxe oder Therapie
mit Strontiumranelat hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Kortikalisdicke der

Wirbelkdrper-Vorder- oder -Hinterkanten.
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3.4 Ergebnisse der Veraschung

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Veraschungsversuches demonstriert.

Die erhobenen Daten werden am Ende des Kapitels zusammengefasst.

3.4.1 Organische und anorganische Knochensubstanz

Beim Vergleich der Anteile an organischer und anorganischer Knochensubstanz

war ein signifikant reduzierter Anteil an anorganischer Substanz in der SR pr+th-

und der OVX-Gruppe gegentuber NON-OVX nachweisbar

(Abb. 27 und

Tabelle 13). Entsprechend zeigten Tiere der SR pr+th- und der OVX-Gruppe einen

signifikant h6heren Anteil an organischer Substanz (Abb. 28 und Tabelle 13).
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Abb. 27: Ergebnisse Anteil organische
Knochensubstanz

(Tukey-Kramer-Test)

*p<0,05

**p<0,01
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Abb. 28: Ergebnisse Anteil an-
organische Knochensubstanz
(Dunn‘s Test)

*p<0,05
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Tabelle 13: Ergebnisse der Anteile an organischer und anorganischer
Knochensubstanz in den Versuchsgruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane

+ Standardabweichung

Gruppen 1 yoN-ovX | Ovx SR th SRpr | SRpr+th
Parameter
_ 66,21 70,40 68,83 69,75 71,67
OrQZ;”)SCh 66,69 70,26 69,26 70,12 70,75
0 +277 | £380(d% | +4.24 +2,38 | 4,03 (d*)
_ 33,79 29.60 31,17 30,25 28,33
anor?;;“s"h 33,31 29,74 30,74 29,88 29,25
0 +277 | £380(d% | +4.24 +2,38 | +4,03 (d*)

d = signifikant zu NON-OVX, * p < 0,05, ** p < 0,01, Tukey-Kramer-Test und
Dunn’s Test

3.4.2 Phosphatgehalt der Knochen

Beim Vergleich des Phosphatgehalts der anorganischen Knochensubstanz
zeigten sich keine signifikanten Gruppenunterschiede (p = 0,230) (Tabelle 14).
Den hdchsten Phosphatanteil im Knochen zeigten Tiere der NON-OVX-Gruppe
mit bis zu 74,27 %, den niedrigsten Phosphatanteil hatten Knochen der Gruppe
SR pr+th mit 48,67 %.

Tabelle 14: Ergebnisse des Phosphatgehalts in den Versuchsgruppen;
Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen NON-OVX |  OVX SR th SRpr | SR prth
Parameter
56,00 53,89 53,94 54,10 52,18
PhOSp?)Z;ger‘a” 53,96 53,52 53,39 54,23 52,67
+ 6,94 +1,29 +2,23 +0,42 +2,32

Keine signifikanten Unterschiede, p > 0,05, Dunn’s Test
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3.4.3 Calciumgehalt der Knochen

Auch hinsichtlich des Calciumgehalts ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen (p = 0,051) (Tabelle 15). Den héchsten
Anteil an Calcium hatten Tiere der OVX- und SR th-Gruppe (bis 40,73 %). Den
geringsten Anteil zeigten Ratten der NON-OVX- und SR pr+th-Gruppe (bis
33,39 %).

Tabelle 15: Ergebnisse des Calciumgehalts in den Versuchsgruppen;
Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen | \onovx | ovx SR th SRpr | SRopr+th
Parameter
_ 36,18 37,09 36,98 37,14 35,71
Ca'c”J(gz)ge“a” 36,03 36,96 36,72 37,20 36,15
+1,53 +1,42 +1,21 +0,27 + 0,44

Keine signifikanten Unterschiede, p > 0,05, Dunn‘s Test
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3.4.4 Verhaltnis von Calcium zu Phosphat

Beim Vergleich des Verhéltnisses an Calcium zum Phosphatgehalt der an-

organischen Knochensubstanz war das Ca®'/PO,>-Verhéltnis bei der SR pr+th-

Gruppe gegenuber allen anderen Gruppen héchst signifikant reduziert (Abb. 29

und Tabelle 16). Die reine Ovariektomie (OVX) hatte keinen signifikanten Einfluss

auf den Calcium-Phosphat-Gehalt im Vergleich zur nicht operierten Kontrollgruppe

(NON-OVX).
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Abb. 29: Ergebnisse des Calcium-Phosphat-Verhéltnisses
(Tukey-Kramer-Test)
*** p < 0,0001

Tabelle 16: Ergebnisse des Calcium-Phosphat-Verhéaltnisses in den Versuchs-

gruppen; Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen | \on-ovx | Ovx SR th SRpr | SRpreth
Parameter
catpo,® | 1557160 | 162/161 | 1,63/163 | 1,63/1,62 1,33/1,33
4 +0,13 +0,07 +0,02 +0,01 £0,05
(e***)

e = signifikant zu allen anderen Gruppen, *** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test
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3.4.5 Zusammenfassung der Veraschungsergebnisse

Zusammenfassend zeigte sich ein deutlich reduzierter Anteil an anorganischer
Substanz mit entsprechend erhéhtem Anteil an organischer Knochensubstanz bei
Ratten der OVX-Gruppe im Vergleich zur nicht operierten Kontroll-Gruppe (NON-
OVX). Bei Strontium-behandelten Tieren zeigte sich bis auf die SR pr+th-Gruppe
kein Effekt auf die organische/anorganische Knochenmatrix. Die Wirbelkdrper der
SR pr+th-Ratten wiesen jedoch ebenfalls einen héheren Gehalt von organischer
und einen geringeren Anteil an anorganischer Substanz auf.

Signifikante Gruppenunterschiede des Calcium— oder Phosphatgehaltes im
Knochen fanden sich nicht. Daflr war der Calcium-Phosphat-Index — also das
Verhéltnis von Calciumgehalt zum Phosphatanteil im Knochen — bei Tieren der

SR pr+th-Gruppe gegenuber Tieren aller anderer Gruppen deutlich reduziert.
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4 Diskussion

4.1 Futteraufnahme, Korper- und Uterusgewicht der Ratten

In unserer Studie haben wir beobachtet, dass bis zur dritten Studienwoche alle
Versuchstiere annahernd die gleiche Futtermenge zu sich nahmen und eine
entsprechend gleiche Gewichtsentwicklung zeigten, was der physiologischen
Entwicklung von Ratten entspricht (Berg und Harmison 1957; Komrakova et al.
2009). Ab der zweiten Studienwoche bis Studienende nahmen die Tiere aller
Gruppen auBBer NON-OVX mehr an Gewicht zu. In dieser Gruppe war die
Futteraufnahme auch niedriger als bei den anderen Versuchsgruppen. Studien
belegen den Zusammenhang zwischen Ostradiol — der wirksamsten Form des
Ostrogens, das in den Follikeln der Eierstocke gebildet wird — und seiner Appetit-
ztigelnden Wirkung, was die vorliegende Konstellation stitzen wirde (Mela et al.
2016). Lyons et al. (1989) wiesen in diesem Zusammenhang eine signifikant
verminderte Nahrungsaufnahme bei jungen, gesunden Frauen in der praovuléaren
Phase nach, in der die Serumkonzentration an Ostradiol am hochsten ist. Die
Blockade von Ostrogenrezeptoren kann diesen Appetit-ziigelnden Effekt voll-
standig aufheben (Mela et al. 2016). Ein Wegfall der Ostrogenwirkung durch die
Ovariektomie bewirkt bei wachsenden weiblichen Ratten zudem eine Zunahme
des Korpergewichtes durch vermehrten Muskelaufbau und Einlagerung von Fett-
gewebe (Toth et al. 2001; Komrakova et al. 2009; Saul et al. 2019).

Die Futter- und Korpergewichtsabnahme nach der Osteotomie (in Studienwoche
acht) kann durch postoperative Effekte erklart werden. Die Narkose und post-
operativen Schmerzen haben trotz adaquater Schmerztherapie Einfluss auf diese
Parameter, was bereits in friheren, &hnlich durchgefihrten Studien unserer

Arbeitsgruppe beobachtet wurde (Komrakova et al. 2009; 2018).

Die Strontium-behandelten Tiere (SR th, SR pr, SR pr+th) zeigten weder unter-
einander, noch im Vergleich zur OVX-Gruppe hinsichtlich Futteraufnahme und
Gewichtsentwicklung relevante Unterschiede. Ratten aller Gruppen auf3er NON-
OVX nahmen im Verlauf anndhernd gleiche Futtermengen auf und hatten ein
hoheres Korpergewicht gegeniber NON-OVX-Tieren. Unter Strontium-Behand-

lung ist kein unmittelbarer Effekt auf die Nahrungsaufnahme und die damit ver-
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bundene Gewichtszunahme von Versuchsratten bekannt. Als Nebenwirkung von
Strontium-Behandlungen wird aber die Einlagerung von Wasser im Sinne von
peripheren Odemen beschrieben (Mendoza et al. 2013; Drago et al. 2016), was
eventuell zur Gewichtszunahme der Tiere, die Strontiumranelat erhalten hatten

beigetragen haben kann.

Alle ovariektomierten Tiere zeigten ein signifikant reduziertes Uterusgewicht im
Vergleich zur nicht ovariektomierten Versuchsgruppe NON-OVX. Das hier noch
wirksame Ostradiol hat einen stimulierenden Effekt auf das endometriale Uterus-
gewebe, sodass die Ostrogexposition den Uterus in physiologischer Weise
beeinflusst und stabilisiert (Hinson et al. 2018). Der Wegfall der Ostrogenwirkung
nach Ovariektomie bewirkt hingegen die Uterusatrophie (Sehmisch et al. 2009;
Komrakova et al. 2014; 2015), was in der vorliegenden Studie als Zeichen der
erfolgreichen Ovariektomie gewertet wurde. Das Uterusgewicht macht dennoch
nur einen Bruchteil des gesamten Korpergewichtes aus, sodass diese Verén-

derungen keinen Einfluss auf das Gesamtgewicht der Tiere hatten.

Die Strontium-Aufnahme wurde Uber die Beimengung zum Futter gewahrleistet
und erfolgte in drei unterschiedlichen Regimes — nur als Prophylaxe, nur als
Therapie oder kombiniert in Prophylaxe und Therapie. Dabei imitiert die Strontium-
Prophylaxe die Situation, in der Patienten pathologische Frakturen erleiden,
wahrend sie mit Strontium behandelt werden (Komrakova et al. 2015). Die
Strontiumranelat-Prophylaxe erhielten die Tiere unmittelbar nach Ovariektomie,
die Therapie nach Ovariektomie fand mit einer Latenzzeit von acht Wochen uber
die restlichen funf Wochen der Studie statt. Laut einer Studie von Dahl et al.
(2001) erreicht der Einbau von Strontium in den Knochen bei Ratten sein Plateau-
level bereits nach vier Wochen dauerhafter Medikation. Die Tiere der vorliegenden
Studie erhielten also 5, 8 oder 13 Wochen Strontiumranelat, was auf dem Hinter-
grund der Studienlage ausreichen misste, um genugend Strontium in die
Knochenmatrix zu integrieren (Deeks und Dhillon 2010b). Die dabei taglich aufge-
nommene Menge an 625 mg Strontium pro kg Korpergewicht entsprach durch-
schnittlich auch der Serumkonzentration von Strontium im menschlichen Blut nach
prophylaktischer Einnahme von Strontiumranelat (Bain et al. 2009; Habermann et
al. 2010; Li YF et al. 2010; Komrakova et al. 2015; 2016). Eine Studie mit
unterschiedlichen taglichen Dosen an Strontiumranelat (225 mg, 450 mg und 900

mg pro kg Korpergewicht) konnte nachweisen, dass bereits geringe tagliche
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Dosen dazu fuhren, die intrinsische Knochenqualitdt und damit die Widerstands-
kraft der Knochen ihrer Versuchsratten positiv zu beeinflussen (Ammann et al.
2007). Andere Studien zeigten aber auch, dass zu hohe Dosen an
Strontiumranelat sogar einen destruierenden Effekt auf den Knochen haben
kénnen, was in erster Linie durch die Beeinflussung der Calciumhomoostase und
die damit verbundene geringere Produktion an Vitamin D3 erklart wurde und
dementsprechend auch von der zuséatzlichen individuellen Calciumzufuhr der Test-

ratten abhangig war (Grynpas und Marie 1990; Grynpas et al. 1996).

4.2 Diskussion der Ergebnisse des biomechanischen

Kompressionstests

Die Bedeutung der mechanischen Widerstandskraft eines Knochens wurde
groer, als Studien zeigten, dass die reine Erhdhung der Knochenmasse nicht
gleichbedeutend mit einer Verringerung des Frakturrisikos ist. Erst das richtige
Verhéltnis von organischer und anorganischer Knochensubstanz macht die
Elastizitdat und damit die Belastbarkeit eines Knochens aus (Bartl und Bartl 2004).
Diese wird mal3geblich von Kollagen und insbesondere dem in der organischen
Knochenmatrix vorherrschenden Kollagen Typ | beeinflusst, dessen Bildung und
Differenzierung sowohl von Ostrogen als auch von Strontium geférdert wird (Braux
et al. 2011). Eine Messung der mechanischen Widerstandkraft von Knochen
erfolgt ex vivo anhand von Drei- und Vier-Punkt-Biegungs- und Torsionsversuchen
oder mittels Kompressionstests (Turner et al. 1987; Jee und Yao 2001; Sturmer et
al. 2006). In dieser Arbeit wurde eine durch unsere Arbeitsgruppe konzipierte
Methode fur den Kompressionstest von Wirbelkérpern angewandt (Erren 2007,
Sehmisch et al. 2009).

Die Behandlung mit Strontiumranelat tber 13 Wochen (SR pr+th) verbesserte die
Biomechanik der untersuchten Wirbelkdrper hinsichtlich Maximalkraft und Streck-
grenze signifikant gegentber anderen Gruppen ohne Strontium (OVX) oder nur
verkirzter Strontium-Gabe (SR th, SR pr). Auch die Elastizitat und damit
Flexibilitat der Wirbelkérper von Tieren der SR pr+th-Gruppe war gegentber den
anderen Versuchsgruppen (OVX, SR th, SR pr) tendenziell erhdht. Gleichzeitig
war die Knochenelastizitdt bei Ratten der OVX-Gruppe gegenuber Tieren der
NON-OVX-Gruppe signifikant reduziert. Ausschlaggebend wird dafir der Wegfall
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der Ostrogenwirkung auf die Kollagenproduktion sein, die — wie bereits erwahnt —
essentiell fur die Knochenelastizitat ist. Die langerfristige Gabe von Strontium
schien in unserer Studie die Widerstandkraft der osteopenischen Knochen positiv
zu beeinflussen. Hintergrund ist der Einbau von Strontium anstelle von Calcium in
die mineralische Knochensubstanz und die verbesserte Mikroarchitektur unter
Strontium-Wirkung. 99 % des aufgenommenen Strontiums liegen im Korper
knéchern gebunden vor. Es ist bevorzugt in trabekelreichen Knochen wie Wirbel-
korpern, Beckenkamm und Femurmetaphyse zu finden und wird dort im Rahmen
der mineralischen Knochenneubildung anstelle von Calcium eingebaut (Dahl et al.
2001; Li C et al. 2010; Oliveira et al. 2012). Da der Knochenumbau im trabeku-
laren Knochen nachweislich héher ist als in kortikalen Knochenregionen, ist der
Strontium-Anteil in der Spongiosa von neu gebildeten Knochen bis zu viermal
hoher als in altem Knochen (Verberckmoes et al. 2003; Farlay et al. 2005). Wu et
al. (2013) verabreichten Ratten tGber 16 Wochen taglich 308 mg Strontiumranelat
pro kg Koérpergewicht und wiesen anschlieRend einen erhdéhten Strontium-Einbau
an der Trabekeloberflache und den vertebralen Grund- und Deckplatten nach —
Regionen mit erhdhter Knochenumsatzrate. Insbesondere die gleichzeitige Gabe
von Strontium und Calcium scheint die Expression osteogenetischer Gene und
damit die Knochenneubildung zu férdern (Li Z et al. 2009).

Eine klrzere Applikationszeit von Strontium Uber funf oder acht Wochen hatte in
den Gruppen SR th und SR pr keinen signifikanten Effekt auf die Biomechanik der
Wirbelkorper. Die Ergebnisse decken sich mit Resultaten einer ahnlich durchge-
fuhrten Studie von Ammann et al. (2007). Vegger et al. (2016) konnten nach der
Applikation von 900 mg Strontiumranelat pro kg Korpergewicht Uber einen
Zeitraum von drei bis acht Wochen ebenfalls keinen Effekt auf die Studien bio-
mechanischen Eigenschaften rodenter Knochen nachweisen. Auch frihere
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe erzielten beispielsweise unter sechs-wdchiger
Strontium-Gabe keine signifikante Verbesserung der vertebralen oder femoralen
Biomechanik (Hoffmann et al. 2017). Selbst unter zusatzlicher Vibrationstherapie
ergab die sechs-wochige Strontium-Gabe nach Osteotomie und Knochenheilung
keine Verbesserung der Biomachanik der untersuchten Tibiae (Komrakova et al.
2016).
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4.3 Diskussion der Mikro-CT-Ergebnisse

Die Knochenmineraldichte hat sich in den letzten Jahrzehnten als wichtiges
diagnostisches Mittel zur Beurteilung der individuellen Knochendichte etabliert.
Zahlreiche Studien konnten ein steigendes Frakturrisiko bei Patienten belegen,
deren BMD nachweislich vermindert war (Cummings et al. 1993; Marshall et al.
1996; EPOS Group 2002; Miller et al. 2002). Weitere Studien zeigten auch, dass
die Gabe von antiresorptiven Medikamenten bei betroffenen Patienten zwar das
Risiko fur Frakturen deutlich senken konnte, gleichzeitig aber keinen relevanten
Einfluss auf die BMD der Knochen hatte, was die Vermutung nahe legt, dass die
Bestimmung der BMD allein nicht ausreicht, um die Knochenqualitat und
Widerstandskraft und damit auch das Frakturrisiko ausreichend beurteilen zu
konnen (Cummings et al. 1998; 2002; Lane 2006). Laut Ammann und Rizzoli
(2003) gibt die BMD Auskunft Gber etwa 60-70 % der Gesamtknochen-Starke. Die
restlichen 30-40 % werden von weiteren Parametern bestimmt, die eine
Beurteilung der kndchernen Widerstandskraft zulassen. Dazu gehéren die
Knochengeometrie, die Mikroarchitektur und die intrinsische Knochenqualitét,
sodass die Erhebung dieser Parameter neben der Bestimmung der BMD
essentiell ist. Die Beurteilung der BMD, der Knochenvolumina und der Mikro-
architektur war in dieser Studie mittels Mikro-CT mdglich.

Es konnte eine signifikante Erhdhung der totalen BMD, der Kortikalisdichte, der
Trabekeldichte, der mittleren Trabekeldicke und der Trabekelflache bei Tieren der
Gruppe SR pr+th mit einer Strontium-Applikationszeit von 13 Wochen nachge-
wiesen werden. Eine reine Prophylaxe oder Therapie (SR pr oder SR th) mit
Strontiumranelat hatte kaum einen Effekt auf die Mikroarchitektur. Lediglich die
Gesamtflache der Kortikalis war bei prophylaktischer Strontium-Gabe gegenuber
der OVX-Gruppe signifikant erhéht. Analog dazu beschrieben Chen et al. (2013) in
einer Studie mit Ratten nach SR-Gabe von 500 mg pro kg Kérpergewicht pro Tag
Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen einen Anstieg der BMD, der Trabekel-
anzahl und -dicke sowie der Festigkeit der Knochen der Versuchstiere. Dem-
gegeniber waren bei Hoffmann et al. (2017) mit einer Applikation von 600 mg pro
kg Koérpergewicht tber sechs Wochen nur die Kortikalisdicke der untersuchten
lumbalen Wirbel positiv beeinflusst. Eine signifikante Anderung trabekularer Para-

meter zeigte sich bei dieser Studie nicht (Hoffmann et al. 2017).
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Hinsichtlich der Volumina BV, TV und BV/TV ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede. Dies deckt sich mit friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe
(Hofmann 2017). Ammann et al. (2004) konnten dagegen nach einer langeren
Strontium-Gabe Uber zwei Jahre eine signifikante Zunahme der Wirbelkdrper-
Volumina der Versuchsratten nachweisen.

Bei Betrachtung der BMD war bei Ratten mit der langsten Applikationszeit von
Strontium (SR pr+th tGber 13 Wochen) und bei gesunden NON-OVX-Tieren im
Vergleich zur OVX-Gruppe eine signifikant erhdohte totale BMD nachweisbar. Die
reine Bone BMD war in denselben Gruppen tendenziell erhoht, erreichte aber
aufgrund hoher Standardabweichungen kein Signifikanzlevel.

Boyd et al. (2011) beschrieben nach einer Strontium-Applikationszeit von
104 Wochen eine Verbesserung der BV/TV und der BMD an Wirbelkdrpern von
Ratten. Die Total BMD war dagegen bei Hoffmann et al. (2017) bereits nach einer
Strontium-Gabe von lber sechs Wochen signifikant erhdoht, was unsere Ergeb-
nisse hinsichtlich der Total BMD und die positive Tendenz bei Untersuchungen der
Bone BMD nach langerer Strontium-Applikation stitzt.

Auch die Untersuchungsergebnisse an den Tibiae unserer Versuchstiere ergaben
eine Steigerung der BMD in der Versuchsgruppe mit einer Strontium-Applikation
Uber die vollen 13 Versuchswochen gegentber der ovariektomierten Vergleichs-
gruppe ohne Strontium-Gabe (Weidemann 2013; Komrakova et al. 2015). Auch
die Untersuchung der osteopenischen Femora der Versuchsratten ergab eine
verbesserte Mikroarchitektur der Knochen nach Behandlung der Tiere mit
Strontiumranelat Uber 13 Wochen. Dies zeigte sich besonders in einem ver-
mehrten trabekularen Knochen, einer Erhdéhung der Anzahl an Trabekel-
kreuzungen und einer vermehrten Trabekeldichte gegentber Ratten der
Vergleichsgruppe OVX (Kdstner 2018). Zudem konnte nachgewiesen werden,
dass eine langfristige Applikation von Strontiumranelat unter Auftreten einer
Fraktur einen positiven Effekt auf frihe Stadien der Knochenheilung hat
(Komrakova et al. 2015). Bei der zuséatzlichen Untersuchung der
Skelettmuskulatur unserer Versuchstiere konnte kein negativer Einfluss des
applizierten Strontiumranelats auf die Muskulatur festgestellt werden (Saul et al.
2018a; Harlass 2019).

Die Kortikalisdichte war bei Tieren der SR pr+th-Gruppe und den NON-OVX-

Ratten gegenuber den anderen Gruppen signifikant erhoht. Bezuglich der
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Kortikalisdicke ergaben sich keine Unterschiede zwischen Tieren der OVX-Gruppe
und Strontium-behandelten Ratten. Die ventrale Kortikalisdicke war bei NON-
OVX-Ratten signifikant héher als bei Ratten der Gruppen OVX und SR th. Die
dorsale Kortikalisdicke war bei den NON-OVX-Tieren sogar gegenuber allen
anderen Gruppen signifikant erhoht. Eine mdgliche Erklarung hierfur liefern
Hengsberger et al. (2005), die herausfanden, dass besonders anteriore Regionen
der Wirbelkérper von Substanzverlusten nach Ovariektomie betroffen sind. Dazu
kommt, dass die Strontium-Wirkung am Knochen besonders die spongidsen
Anteile und weniger die Kortikalis betreffen, was sich auch in Ergebnissen der
vorliegenden Studie wiederspiegelt und besagte Ergebnisse an der ventralen und
dorsalen Kortikalis stiitzen kann (Farlay et al. 2005).

Dementsprechend zeigten sich in unserer Studie zahlreiche signifikante
Ergebnisse auf Trabekelebene. So konnte eine Erh6hung der Trabekeldichte, der
Trabekeldicke und der Trabekelflache bei Ratten der Gruppen NON-OVX und SR
pr+th im Vergleich zu den Ubrigen Versuchsgruppen nachgewiesen werden.
Hinsichtlich Trabekelknotenanzahl und trabekularer Konnektivitdt ergaben sich
unter Strontium-Gabe keine signifikanten Effekte. Auch diese Ergebnisse decken
sich wiederum mit friiheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe (Hoffmann et al.
2017). Die Verbesserung der trabekularen Parameter unter Strontium waren in
anderen, teils auch klinischen Studien wie beispielsweise von Rizzoli et al. (2010)
nachweisbar, die eine erhohte Trabekeldichte bei postmenopausalen Frauen
detektierten, die Uber zwei Jahr eine orale Strontium-Prophylaxe erhielten.
Ammann et al. (2007) beschrieben bei Strontium-behandelten Ratten mit Dosen
von 400-900 mg pro kg Korpergewicht eine dosisabhangige und signifikant er-
hohte Trabekelanzahl und Trabekeldicke.

Das Mikro-CT ist inzwischen auch in lebenden, narkotisierten Tieren zur
Beurteilung mikrostruktureller Knochenveranderungen durchfuhrbar, wodurch die
Verlaufskontrolle in einem Individuum maoglich ist. Dies gewahrleistet eine erhéhte
Vergleichbarkeit der Daten (Boyd et al. 2006; Gasser et al. 2006) und kénnte in

zukunftigen Studien angewendet werden.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse der Veraschung

Der letzte an den Wirbeln durchgefiihrte Test, die Veraschung, dient der
Quantifizierung von Anteilen an organischer und anorganischer Matrix sowie des
Calcium- und Phosphatgehalts der Lendenwirbel. Er l&sst dadurch eine Evaluation

der intrinsischen Knochenqualitat unter Strontium-Gabe zu.

Die Strontium-Gabe lber 13 Wochen (SR pr+th) hatte in dieser Studie den Effekt,
dass im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen ein signifikant niedrigeres
Calcium-Phosphat-Verhaltnis auftrat. Diese Beobachtung wird durch die
Erkenntnis gestitzt, dass Strontium anstelle von Calcium in den mineralisierten,
neu gebildeten Knochen eingebaut wird; das Calcium dort also in gewisser Weise
verdrangt und dadurch ein verminderter Calciumgehalt induziert wird (Dahl et al.
2001; Li C et al. 2010; Oliveira et al. 2012). Bei Betrachtung des Calcium- und
Phosphatgehaltes der Knochenmatrix konnten allerdings keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Hier ware es
interessant, ob sich signifikante Verdanderungen nach langerer Applikationszeit
(mehr als 13 Wochen) nachweisen lie3en, da Tiere der SR pr+th-Gruppe im
Vergleich zu Ratten aus den Gruppen SR pr und SR th einen erniedrigten, wenn
auch nicht signifikanten Calciumgehalt im Knochen zeigten, was ebenfalls fur die
Calciumverdrangung durch Strontium sprechen wirde. Studien, bei denen Frauen
mit Osteoporose Uber drei Jahre Strontiumranelat verabreicht wurde, konnten
nach dieser Zeit allerdings keinen Effekt auf den Gesamtgehalt von Hydroxyl-
apatit, der kristallinen Form des Calciumphosphats nachweisen (Doublier et al.
2011; Boivin et al. 2012).

Gleichzeitig zeigten die Ratten der SR pr+th-Gruppe gegeniber Tieren, die
prophylaktisch oder therapeutisch Strontium erhalten hatten (SR pr und SR th)
einen geringeren, wenn auch nicht signifikanten Phosphatgehalt im Knochen. Eine
maogliche Erklarung hierfur liefern Studien von Wopenka und Pasteris (2005) sowie
Querido et al. (2014). Sie wiesen unter Strontium einen Ersatz von Phosphat
durch Carbonat im Knochen nach und begriindeten dies als mogliche Reaktion auf
den abfallenden Calciumspiegel, um die Neutralitat im Gitternetz des minera-

lischen Knochens wiederherzustellen bzw. aufrecht zu erhalten.
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Sowohl Ratten der OVX- als auch Tiere der SR pr+th-Gruppe wiesen einen
geringeren Anteil an anorganischer und ein erhdhtes Ausmald an organischer
Knochensubstanz auf. Bei Tieren der SR pr+th-Gruppe ware dies durch den
aktivierenden Effekt von Strontium auf die Kollagenproduktion zu erklaren, da
Kollagen Typ | den Grof3teil der organischen Knochenmatrix ausmacht (Braux et
al. 2011; Buache et al. 2012). Andererseits beschrieben Meunier et al. (1971)
bereits Anfang der 70er Jahre eine Akkumulation von Fettzellen im Knochenmark
von Frauen mit Osteoporose, was das Ergebnis der Gruppe OVX erklaren kénnte.
Auch andere Studien wiesen in diesem Zusammenhang einen hoheren Fettgehalt
im Mark osteoporotischer Knochen bei Frauen in der Postmenopause nach, die zu
einem negativen Verhaltnis von Knochenmarksfett zur urspringlichen Knochen-
matrix fuhrten (Rozman et al. 1990; Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002).
Strontium dagegen scheint neben der unmittelbaren Wirkung auf den Knochen
auch die Adipogenese des Knochenmarks zu hemmen, was die adipogene
Transformation und die damit verbundene Verschlechterung der Knochenqualitat
behindert (Fournier et al. 2012). Der reine Fettgehalt der Wirbelkdrper wurde in
der vorliegenden Studie nicht untersucht. Die Ergebnisse lassen aber vermuten,
dass die rein ovariektomierten Ratten (OVX) einen erhdhten Fettanteil und die
Strontium-behandelten Tiere der Gruppe SR pr+th eine vermehrte Kollagen-
bildung ihrer organischen Knochenmatrix aufwiesen (Rozman et al. 1990;
Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002; Braux et al. 2011).

4.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie erhielten die Versuchsratten in drei verschiedenen
Regimes das Medikament Strontiumranelat tGber ihre Nahrung — als Prophylaxe
Uber acht Wochen (SR pr), als Therapie uber finf Wochen (SR th) oder in
Kombination aus Prophylaxe und Therapie tUber 13 Wochen (SR pr+th). Die
Applikation von Strontiumranelat Uber 13 Studienwochen zeigte bei den
osteopenischen Ratten einen positiven Effekt auf den spongitésen und kortikalen
Knochen. Der bekanntlich grof3ere Einfluss von Strontium auf die trabekuléare
Knochenmatrix im Vergleich zu kortikalen Knochenanteilen (Farlay et al. 2005) hat

sich hier ebenfalls bestatigt. Die Hauptwirkung von Strontiumranelat auf die
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Biomechanik, die Trabekelparameter und das Calcium-Phosphat-Verhéaltnis
konnte in der Gruppe SR pr+th (13 Wochen) nachgewiesen werden. Parameter,
die die Gesamtheit des Knochens betrachten, wie die Total BMD waren ebenfalls
signifikant erhoht. Eine klrzere Applikationszeit in der Prophylaxe- und der
Therapiegruppe (SR pr = acht Wochen und SR th = finf Wochen) ergab kaum
signifikante Ergebnisse.

Andere Knochenparameter wie die Bone BMD, die Volumina (BV, TV) sowie die
Calcium- und Phosphatgehalte waren von den Effekten durch Strontium nicht
beeinflusst.

Es zeigte sich ein vermindertes Calcium-Phosphat-Verhéltnis bei Ratten der
SR pr+th-Gruppe unter der 13-wochigen Applikation von Strontiumranelat, was
andeutungsweise die These stitzen, dass Calcium durch Strontium im minerali-
sierten Knochen verdrangt wird (Dahl et al. 2001; Li C et al. 2010; Oliveira et al.
2012).

Die vermehrte organische Knochensubstanz bei Ratten aus der Gruppe SR pr+th
konnte flr eine Stimulation der Kollagensynthese durch Strontium sprechen.
Hinsichtlich der Biomechanik war bereits ein positiver Einfluss auf die Knochen-
stabilitéat unter Strontium-Gabe nachweisbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein vollstandiger Effekt der Strontium-Wirkung erst
nach langfristiger Einnahme des Medikamentes — wie hier 13 Studienwochen —
einsetzt. Kurzere Applikationszeiten und Unterbrechungen der Strontium-
Einnahme sind nicht zu empfehlen.

Dies spiegelte sich auch in Ergebnissen weiterer Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe am selben Versuchstierkollektiv wieder. Demnach zeigten sich
unter der langfristigen Gabe von Strontiumranelat Gber 13 Wochen positive Effekte
auf die Frakturheilung der osteotomierten Ratten-Tibiae und eine verbesserte
Mikroarchitektur der Femora der Versuchstiere auf Trabekelebene (Weidemann
2013; Komrakova et al. 2015; Kostner 2018; Saul et al. 2018a). Eine signifikante
Auswirkung der Behandlung mit Strontiumranelat auf die Skelettmuskukatur der
ovariektomierten Tiere konnte dabei nicht festgestellt werden (Saul et al. 2018a,;
Harlass 2019).
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5 Zusammenfassung

Osteoporose ist eine systemische Knochenerkrankung, von der weltweit
schatzungsweise 200 Millionen Menschen und davon vorwiegend Frauen in der
Postmenopause betroffen sind. Durch den sinkenden Ostrogenspiegel wird das
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und Knochenresorption zugunsten des
Knochenabbaus verschoben. Es resultieren eine verminderte Knochendichte
sowie eine Verschlechterung der kndchernen Mikroarchitektur, was das Fraktur-
risiko — insbesondere in pradisponierten Regionen wie den Wirbelkérpern der
Brust- und Lendenwirbelsaule — gefahrlich erhoht.

Durch die Ahnlichkeit der pathophysiologischen Reaktion des Knochens auf
Ostrogendefizite sowie deren Ansprechen auf therapeutische Ansétze eignet sich
das Tiermodell der Ratte gut zur Erforschung der Osteoporose.

In dieser Studie wurde die Wirkung des Medikaments Strontiumranelat auf den
durch Ovariektomie induzierten osteopenischen Knochen von Ratten anhand
dreier unterschiedlicher Regimes untersucht: als Prophylaxe (SR pr) in den ersten
acht Studienwochen (Woche 0-8), als Therapie (SR th) in den letzten flunf
Studienwochen (Woche 9-13) oder kombiniert in Prophylaxe und Therapie (SR
pr+th) Uber den gesamten Studienzeitraum von 13 Wochen (Woche 0-13).
Demgegeniber wurden zwei Vergleichsgruppen gestellt, die zum einen nur
ovariektomiert, aber nicht mit Strontium behandelt wurden (OVX), zum anderen
weder ovariektomiert, noch medikamentds behandelt wurden (NON-OVX). Bei den
Versuchstieren handelte es sich um initial drei Monate alte Ratten vom Sprague-
Dawley-Stamm, von denen jeweils zwolf Tiere den funf genannten Untersuch-
ungsgruppen zugeordnet wurden. Sie erhielten das Strontiumranelat als
Nahrungsbeimengung in einer Konzentration von 10,52 g/kg Futter, was einer
taglichen Tagesdosis von etwa 625 mg Strontiumranelat pro kg Korpergewicht
entsprach.

Mit Strontiumranelat (Protelos® von Servier Deutschland) wurde ein Medikament
gewahlt, das im Gegensatz zu anderen Osteoporose-Therapien sowohl
aktivierend auf den Knochenaufbau als auch hemmend auf den Knochenabbau
wirkt. Trotz einiger Nebenwirkungen wie beispielsweise ventse Thrombembolien,
Ubelkeit oder Durchfalle, die die Anwendung beschranken, dienen Strontiumsalze

weiterhin als eine alternative Osteoporose-Behandlung.
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Anhand von drei unterschiedlichen Tests an den Lendenwirbelkdrpern der
Versuchstiere konnte eine Quantifizierung der mikrostrukturellen Knochenqualitat
und der Knochenmineraldichte erfolgen — den zwei wesentlichen Faktoren, die die
Knochenqualitat bestimmen. Dazu wurde die mechanische Widerstandkraft mittels
biomechanischem Kompressionstest, die intrinsische Knochenqualitat hinsichtlich
Knochenmineraldichte, Knochenvolumina sowie Kortikalis- und Trabekelpara-
metern anhand von Mikro-CT-Untersuchungen sowie die Anteile organischer und
anorganischer Knochensubstanz und die Calcium- und Phosphatgehalte der
Knochen durch Veraschung ermittelt.

Es konnte ein positiver Effekt von Strontiumranelat auf den osteopenischen
Knochen der Versuchstiere nachgewiesen werden. Die Hauptwirkung auf die
Biomechanik, die Kortikalis- und Trabekelparameter, die Knochenmineraldichte
sowie das Calcium-Phosphat-Verhéltnis war in der Gruppe SR pr+th mit einer
Strontium-Applikationszeit von 13 Wochen nachzuweisen. Eine kurzere Appli-
kationszeit in der Prophylaxe- und Therapiegruppe (SR pr = acht Wochen, SR th =
funf Wochen) zeigte wenig Effekt auf die Knochen.

Die erzielten Ergebnisse sprechen insgesamt fur eine deutliche Verbesserung der
Knochenstruktur und -qualitdat unter der langerfristigen medikamentdsen
Behandlung mit Strontium — wie hier 13 Wochen. Zu kurze Applikationszeiten

zeigen kaum einen Einfluss auf die Knochen und sind daher nicht zu empfehlen.
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6 Anhang

Tabelle Al: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere in Gramm; Angabe der
Mittelwerte + Standardabweichung

Gruppen
Versuchs-| NON-OVX OVvX SR th SR pr SR pr+th
woche

0 260,8 269,9 263,7 254,7 270,1

+ 7,63 +10,71 + 13,12 + 24,38 +9,34

1 272,6 283,2 278,5 279,5 276,3
+ 8,67 +7,48 + 14,40 + 8,76 +12,73

2 285, 3 313,6 316,9 313,0 310,3
+ 7,46 (e***) +10,09 +19,34 + 10,76 + 13,59

3 293,8 3384 345,3 339,8 335,9
+ 8,68 (e***) +19,19 + 24,61 + 12,37 + 16,16

4 303,0 352,8 363,6 354,5 352,3
+ 12,53 (e***) + 21,40 + 27,58 + 14,79 +17,36

5 305,5 352,6 367,8 355,3 352,17
+ 8,28 (e***) +24,13 + 30,95 +19,45 + 16,52

313,8 365,3 382,8 363,6 363,5

6 + 9,07 (e***) + 25,40 + 34,08 + 18,63 + 18,43

7 313,8 369,1 388,7 369,6 370,8
+ 11,35 (e***) + 27,86 + 36,95 + 20,67 + 22,39

3 314,8 365,6 391,7 368,3 368,5
+ 12,37 (e**¥) + 26,21 + 38,82 + 22,38 +2491

9 311, 8 355,2 373,8 353,9 359,8
+ 12,05 (e***) +25,64 + 53,0 +21,39 + 26,18

10 306,2 359,9 386,2 356,1 361,5
+ 13,60 (e***) + 25,71 + 46,37 + 23,33 + 25,53

11 315,4 368,3 396,5 366,2 372,5
+ 17,72 (e**¥) + 29,39 + 49,40 + 21,22 + 25,93

12 322.8 370,8 403,4 370,8 379,5
+ 16,61 (e***) + 27,90 + 47,28 +21,12 + 27,25

13 323,0 379,9 410,1 376,0 380,6
+ 16,26 (e***) + 29,22 + 50,58 + 21,78 + 29,76

e = signifikant zu allen anderen Gruppen, *** p < 0,001, Tukey-Kramer-Test
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Tabelle A2: Darstellung der taglichen Futteraufnahme in Gramm pro Tier in
den jeweiligen Versuchsgruppen tber die Studienwochen; Angabe der Mittelwerte
+ Standardabweichung

Gruppen
Versuchs- | NON-OVX OovX SR th SR pr SR pr+th
woche
1 20,2+4,96 | 156+ 0,61 | 13,8+1,02 | 165+541 | 13,4+ 0,82
2 238+585| 240+109 | 269+0,18 | 248+0,05 | 26,4 +1,98
3 21’(();*%’06 26,1+143 | 26,7+215 | 27,3+0,47 | 27,3+1,45
4 228+428| 241+142 | 259+1,39 | 24,6+0,25 | 255+1,10
5 234+275| 244+160 | 261+1,19 | 251+0,73 | 24,7 +0,77
6 225+243| 241+140 | 253+066 | 258+143 | 233+ 0,51
7 215+1,35| 23,0£0,86 | 243+0,37 | 23,7+1,65 | 24,2+1,97
8 213+0,75| 21,6+ 058 | 23,2+048 | 21,8+141 | 230+ 1,42
9 144+042| 140+150 | 147+488 | 13,7+053 | 13,8+0,52
10 (1944121 193+014 | 201+2,33 | 195+1,36 | 19,6 £ 0,61
11  |200+180| 207+131 | 223+1,88 | 20,3+0,29 | 21,0 £ 0,32
12 2094121 18,3+ 1,60 22(’f*id£355 19,6 +1,02 | 22,1+ 1,31
13 [24,2+1,00| 21,9+1,86 24’7(5*)1’04 21,0+1,00 | 23,8+1,10

c = signifikant zu SR pr, d = signifikant zu NON-OVX, e = signifikant zu allen
anderen Gruppen, * p < 0,05, ** p < 0,01, Tukey-Kramer-Test

Tabelle A3: Uterusgewicht in Gramm in den Versuchsgruppen; Angabe der
Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen

NON-OVX oVX SR th SR pr SR pr+th
Parameter
Uterus- 01‘140’%56 0,13/0,13 | 0,13/0,12 | 0,14/0,14 | 0,12/0,12
gewicht (g) (c_* é***) + 0,02 + 0,03 + 0,02 + 0,02

¢ = signifikant zu SR pr, e = signifikant zu allen anderen Gruppen, * p < 0,05,

*** p < 0,001, Dunn’s Test

78




Anhang

Tabelle A4: Ergebnisse der Volumenanalysen in den Versuchsgruppen;
Darstellung der Mittelwerte/Mediane + Standardabweichung

Gruppen |\ oN-ovx oVX SR th SR pr SR pr+th
Parameter

WK- 67,80 69,94 76,15 71,60 73,66
Volumen 65,47 69,18 84,24 72,44 72,84
(mm?) +6,13 + 5,04 + 14,33 +7,16 +9,63
Y 95,28 103,80 104,50 102,50 99,37
mmd) 95,77 99,82 108,70 102,00 97,68
+7,92 + 14,89 +12,98 +10,46 +8,33
oy 35,70 34,88 38,10 37,64 38,19
() 36,05 33,99 38,09 35,79 37,84
+ 4,58 + 5,50 +5,71 + 3,87 + 5,22
ey 37,53 33,80 36,42 36,88 38,38
. 36,66 34,88 37,31 35,66 38,24
+ 4,20 + 4,35 +3,03 + 3,87 + 3,67

Keine signifikanten Unterschiede, p > 0,05; TV und BV/TV: Tukey-Kramer-Test,
BV und WK-Volumen: Dunn’s Test
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