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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1.  Einleitung und Fragestellung

Laut der Weltgesundheitsorganisation gehort die Osteoporose mit einer Privalenz von ca. 15% bei
postmenopausalen Frauen ab 50 Jahren zu den zehn haufigsten Volkserkrankungen (WHO 1994).
Sie ist definiert als eine ,,Krankheit, die durch Verlust an Knochenmasse und Zerstérung der
Mikroarchitektur der Knochen mit Folge eines Frakturrisikos charakterisiert ist® (Minne et al.
2002).

Die klinische Manifestation der Osteoporose tritt in der Regel erst spit in Form von Frakturen auf.
Damit verbunden ist eine Minderung der Lebensqualitit und Mobilitit. In einigen kontrollierten
Studien zeigte sich ein erh6htes Mortalititsrisiko, das sich sowohl auf die Immobilitit als auch auf

die Multimorbiditit begriindet (Ismail et al. 1998).

In Deutschland leben mehr als 6 Mio. Patienten (>50. Lebensjahr) mit Osteoporose (Hadji et al.
2013). Spatkomplikationen, wie Wirbelkorperfrakturen, betragen bei Frauen in Deutschland bei ca.
2 Mio. und treten im Mittel gehduft 5 — 10 Jahre nach Eintritt der Menopause ein. Patienten mit
Oberschenkelhalsfrakturen sind im Mittel élter, liegen jedoch bei 180.000 Patienten jihtlich. Der
starke Anstieg der Oberschenkelhalsbriiche liegt bei der Frau jenseits des 70. Lebensjahres. Trotz
der hohen Anzahl an betroffenen Patienten erhalten 8 von 10 Frauen im 1. Jahr nach einer

osteoporotischen Fraktur keine osteoporotische Therapie (Hadji et al. 2013).

Laut der Gesellschaft fiir Unfallchirurgie liegt der Bedarf an Krankenhausbetten bei Patienten mit
Schenkelhalsfrakturen an zweiter Stelle nach kardiovaskulirem Versagen und ist dreimal so hoch
wie der Bedarf bei Myokardinfarkten (Minne et al. 2002). Es werden durchschnittlich 12 Monate
nach dem Ereignis 15.000 — 20.000 € fir die Akutbehandlung, Rehabilitation sowie fiir die Pflege
berechnet. Gesundheitskonomisch bedeutet dies bei ca. 180.000 Oberschenkelhalsfrakturen in
Deutschland Kosten von ca. 2,3 Mrd. € (Minne et al. 2002). In Deutschland werden weniger als
5% des Betrages, der fir die Therapie eingetretener Frakturen bereitgestellt wird fiir Pravention
investiert (IOF 2018).

Zur Osteoporosetherapie stehen sowohl wirksame pharmakologische, wie beispielsweise
Bisphosphonate, selektive Ostrogen—Rezeptor— Modulatoren, Parathormon und Denosumab, als
auch nichtpharmakologische Malnahmen, wie die korperliche Aktivitit, Vermeidung und
Verminderung des Sturzrisikos und eine ausgewogene Erndhrung, zur Verfigung (DVO 2017).
Zusammen mit den schmerzlindernden Malnahmen decken sie weitestgehend die Behandlung der
Osteoporose ab. Hierbei spielen die endokrinologischen als auch die rheumatischen Aspekte eine
grof3e Rolle (DVO 2017).

Mit dem Alter nimmt die Interleukin-vermittelte adipozytire Differenzierung von mesenchymalen
Vortlauferzellen der Osteoblasten sowie die Osteoklasteninduktion zu, die zu einer Abnahme der
Knochendichte fihren (Danks et al. 2013). Erkrankungen, die zu einer Zunahme von Interleukinen
fihren, wirken sich daher negativ auf die Osteopenie aus (Fekih et al. 2013). Bei der post-
menopausalen Frau kommt es durch den Hormonmangel unter anderem zu einer vermehrten

Zytokinexpression. Del Fattore et al., 2013 und Park et al., 2013 konnten den negativen Einfluss
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von IL-6 im Zusammenhang mit der Knochendichte zeigen, welcher durch den Einsatz von
Alendronat und Calcitriol aufgehoben werden konnte. In einigen Studien wurde eine Verbesserung
des Knochengewebes durch eine Lipoxygenasehemmung dargestellt, welches auf die Hemmung
der Osteoklastenbildung begriindet ist (Klein 2004; Kang et al. 2015). Zudem kam es zu einer
beschleunigten Knochenbildung im Rattenmodell (Cottrell und O’Connor 2009). Bei Knock-Out-
Miusen zur Bildung von freier Arachidonsiure durch 5-Lipoxygenasen kam es zu einer erh6hten
kortikalen Knochendicke und einem verminderten Knochenverlust nach Ovariektomie im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Bonewald et al. 1997). Darliberhinaus stimulierten 5-
Lipoxygenasemetaboliten die Osteoklastenaktivitit und -differenzierung (Gallwitz et al. 1993). Im
Gegensatz dazu unterdriickte eine Hemmung der 5-Lipoxygenase die RANKIL-induzierte
Osteoklastenbildung in vitro und den Knochenverlust in vivo (Lee et al. 2012).

Zileuton ist ein selektiver 5-Lipoxygenaseinhibitor, welches zur Zeit in den USA als Therapeutikum
(Zyflo®, Cornerstone Therapeutics Incorporated Cary, North Carolina, USA) bei Asthma
bronchiale eingesetzt wird. Eine antiinflammatorische, neuroprotektive, sowie antikanzerogene
Wirkung wurde vorbeschrieben (Berger et al. 2007). Insbesondere wurde Zileuton eine positive
Rolle bei der Behandlung von entziindlichen Darmerkrankungen, rheumatoider Arthritis und
Psoriasis zugesprochen (Singh et al. 2004). Beim EFinsatz des Medikamentes kam es zudem zu einer

verringerten Knochenresorption im Tiermodell (Moura et al. 2014).

Ziel dieser Arbeit war daher, den Effekt von Zileuton auf die osteoporotischen Knochen in einem
ovariektomierten Rattenmodell zu evaluieren. Dazu wurden den Ratten oral im Futter in
verschiedenen Dosierungen Zileuton appliziert und die Lendenwirbelkdrper der Tiere untersucht.
Die Stabilitit wurde durch einen biomechanischen Kompressionstest untersucht. Auflerdem
sollten die anorganischen Knochenanteile sowie der Gehalt an Calcium, Phosphat und Magnesium
bestimmt werden. Weiterhin wurde die Knochenstruktur anhand einer Computertomographie

untersucht.

1.2.  Grundlagen
1.2.1. Knochen

Knochen ist ein dynamisches Organ mit verschiedenen wichtigen Aufgaben. Er beinhaltet die
Funktion des Stitz- und Fortbewegungsorgans und bildet zusammen mit den Muskeln, Gelenken
und Sehnen das Gertist des Bewegungsapparates. Im Knochenmark-System findet aulerdem die
Himatopoese statt (Dorner und Deufel 2013). Der Knochen ist das gréf3te Mineralreservoir des
menschlichen Korpers. 99% des Kalziums, 85% des Phosphats und 50% des Magnesiums sind im
Knochen gespeichert (Bartl et al. 2000).

Der Knochen besteht aus einer elastischen Knochenmatrix aus schichtartig angeordneten
Kollagenmolekiilen und einer Einlagerung von kristallinem Kalzium und Phosphat. Der Knochen
besteht ca. 40 — 45% aus Mineralien, 10 — 15% sind zellulire Knochenmarkbestandteile und Wasser
sowie 40 —45% organisches Material (Freyschmidt 2008). Die organischen Anteile setzen sich etwa
90% aus Kollagenen Typ I und 10% aus nichtkollagenen Proteinen (z.B. Fibronektin, Laminin,

Osteonektin und Osteokalzin, ,,bone morphogenetic factor”) zusammen (Freyschmidt 2008). So



Einleitung 3

werden die zwei Aufgaben von Elastizitit und Belastbarkeit erfillt. Durch Spurenelemente, Wasser
und Mucopolysaccharide werden die Kollagenketten mit den Kristallen fest verbunden. Eine
Tripelhelix aus den Aminosauren Glyzerin, Prolin und Hydroxyprolin bildet die Grundstruktur des
Kollagens (Freyschmidt 2008). Zwischen jeweils 5 Tripelhelices, welches ich zusammen zu
Subfibrillen lagern, entwickeln sich Mineralkeime, die sich zu Apatitkristallen (hauptsichlich
Hydroxyapatit) formieren (Freyschmidt 2008).

Makroskopisch besteht der Knochen aus der Kompakta, bestehend aus der Kortikalis, und der
Spongiosa, welche aus trabekulirem Knochen gebildet wird (Schiebler et al. 1996). 8 kg der
Gesamtmasse des normales Skeletts besteht aus kompaktem Knochen, nur 2 kg wird aus Spongiosa
gebildet, jedoch mit einer 10-fach gréBeren Oberfliche (Bartl et al. 2000).

1.2.2. Osteoblasten

Osteoblasten differenzieren sich aus mesenchymalen Stammzellen. Mikroskopisch kénnen sie eine
spindel- und sternférmige Morphologie sowie Kolonien vom Fibroblastentyp bilden.
Charakteristisch besitzen sie die Fahigkeit zur Mineralisation von sezernierter Extrazellularmatrix,
die mittels Farbemethoden histologisch darstellbar und somit von Fibroblasten unterscheidbar
gemacht wird (Bartl et al. 2014).

Wiahrend der Skelettentwicklung und des Skelettumbaus steuern Osteoblasten das Gleichgewicht
zwischen Knochenauf- und -abbau durch die Bildung verschiedener Zytokine, u. a. Interleukin-1,
-6, -11 (IL-1, -6, -11), Plittchenwachstumsfaktor (PDGF), Tumornekrosefaktor o (TNF-a),
Transforming growth factor-g (TGF-@), Insulinlike growth factor-I und -II (IGF-I und -II),
Macrophage colony stimulating factor (CSF-1) und einen Osteoklastenliganden, den
Osteoprotegerin-Ligand (Loffler 2007). Stimulierend auf die Proliferation der Osteoblasten und
die Osteoidbildung wirtken TGF-B8, PDGF und IGF-I und -II. Auf den Osteoblasten sind
Rezeptoren fir das Parathormon (PTH), Calcitriol (1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3) und Retinsdure
(Loftler 2007). Langfristig wirkt hauptsichlich PTH inhibierend auf die Osteoidsynthese, der
Osteoblastendifferenzierung  und  -proliferation.  Calcitriol — stimuliert  hingegen  die

Osteoblastenaktivitit und Retinsdure die Osteoblastendifferenzierung (Drenckhahn et al. 2008).
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1.2.3. Osteoprogenitorzellen

Im Knochengewebe sind multipotente Progenitorzellen enthalten, welche sich weiter zu
Osteoblasten und Chondroblasten differenzieren kénnen. Die Knochenbildung wird dann durch
verschiedene Faktoren, u.a. die Bone morphogenetic proteins (BMP -2, -4, -6, -7) induziert (Loffler
2007). Diese liegen gebunden in der Knochenmatrix vor. Durch den Einfluss der BMPs kénnen
sich multipotente Stromazellen zu Progenitorzellen oder zu Priosteoblasten differenzieren, die vor
allem in Knochenmark, Endost und Periost vorkommen. Fir die Differenzierung der
Vorgingerzellen zu Osteoblasten ist die Aktivierung vom Transkriptionsfaktor Core-Binding
Factor Alpha (CBFA-1) notwendig (Drenckhahn et al. 2008).

1.2.4. Osteoklasten

Osteoklasten differenzieren sich aus den Vorlauferzellen der Makrophagen und fihren durch den
Abbau von Knochensubstanz zu einem Umbau des Knochens. Durch die Fusion von einkernigen

makrophagen-ihnlichen Vorlduferzellen entstehen die reifen, mehrkernigen Osteoklasten (Loffler
2007).

Reguliert werden die Proliferation sowie die Differenzierung durch den Wachstumsfaktor M-CSF
(macophage colony-stimulating factor), der durch Osteoblasten gebildet wird oder aus dem Blut
zum Knochen gelangt. Durch den zwingend notwendigen, direkten Kontakt von Osteoblasten mit
Osteoklasten ist der Knochenauf- und -abbau miteinander gekoppelt und verhindert einen
tberschiefenden Knochenabbau (Léffler 2007). Hierbei wird durch die Bindung an den Receptor
Activator of NF-xB Ligand (RANKL), welche direkt in der Cytoplasmamembran der Osteoblasten
verankert ist, die Osteoklastenprogenitoren aktiviert (Loffler 2007). Diese fithren zu einer

Differenzierung und somit zu einer Erhéhung der Osteoklasten (Kim et al. 2016).

Bei der Bindung vom Antagonisten Osteoprotegrin (OPG) wird RANKL inaktiviert und somit die
Osteoklastenbildung gehemmt (Boyce et al. 2007). Kommt es bei der postmenopausalen
Osteoporose zu einem Ungleichgewicht des OPG/RANKL-Systems, erhoht sich der Anteil an
RANKL sowie an Osteoklasten (McClung 2007).

Eine Aktivierung der Osteoklasten erfolgt unter anderem auch iiber Interleukine sowie TNF-o
(Greentfield et al. 1999).

1.2.5. Knochenbildung

Bei der Geburt sind nur wenige Knochenteile fertig mineralisiert angelegt und werden im Laufe
des Lebens aus Knorpel und Bindegewebe in feste Knochenteile umgewandelt. In der Pubertit
wird mit der Verknécherung der Wachstumsfuge das Knochenwachstum, welches auch als

,modelling* bezeichnet wird, abgeschlossen (Hattner et al. 1965).

Mit der Zeit verliert der Knochen durch vermehrtem Mineralienverlust und Matrixalterung an

Elastizitit und Festigkeit und wird vermehrt briichig. Durch die Fihigkeit des Materialaustausches
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und des Knochenumbaus kommt es sowohl zu einer Anpassung an die Alterung und einem
Gesamtaustausch als auch zur Revision von kleinen Mikrofrakturen. Dies wird als ,,remodelling*
bezeichnet (Langdahl et al. 2016).

Im Wachstum, nach Frakturen und bei pathologischer Verknocherung gibt es zwei Arten der

Knochenbildung, die enchondrale und desmale Ossifikation.

Bei der desmalen Ossifikation differenzieren sich direkt aus mesenchymalen Zellen Osteoblasten,
die zunichst Osteoid bilden, welches danach verkalkt. Die Osteoblasten werden von der verkalkten
Substanz ummauert und bleiben durch Fortsitze miteinander verbunden. Die desmale Ossifikation
kommt in den flachen Schidel- und Gesichtsknochen, sowie im mittleren Teil der Clavicular vor.
Physiologisch findet sie bei schnellen Knochenbildungen, wie z. B. in Knochengeschwiilsten,
tumorihnlichen Lisionen, Frakturheilungen oder Hyperparathyreodismus, statt (Schiebler et al.

1996).

Hiufiger ist die enchondrale Ossifikation. Dabei differenzieren sich aus Mesenchymalzellen direkt
Osteoblasten am Perichondrium als auch Chondroblasten. Diese Knorpelanlagen vergréBern sich
zundchst durch Zellteilung und perichondralem Knorpelanbau (Loffler 2007). Durch die
Hypertrophierung wechselt die Synthese von Kollagen Typ 11 in Kollagen Typ X. Uber die
Ausschittung vom vascular endothelial growth factor (VEGF) folgt eine Vaskularisierung der
Matrix und ein Eindringen von Osteoblasten-Progenitorzellen, die eine Ossifikation einleiten
(Schiebler et al. 1996).

Die Regulierung der Osteogenese erfolgt tber zwei Gruppen. Zum einen tber
,»ochlisseltranskriptionsfaktoren®, die eine Differenzierung zu Osteoblasen bewirken, und zum

anderen parakrine Wachstumsfaktoren und Hormone (Loffler 2007).

1.2.6. Knochenabbau

Im ersten Schritt des Knochenabbaus binden Osteoklasten an der Knochenoberfliche und fithren
dadurch zu einer Polarisierung der Zelle (Loffler 2007). Die resorbierende Oberfliche wird durch
eine bestimmte Faltung der Plasmamembran vergréBert und bildet so ein isoliertes extrazellulires
Kompartiment. Durch eine pH-Erniedrigung findet zunichst der Abbau anorganischer
Substanzen statt. Danach erfolgt der Abbau der entmineralisierten Knochenmatrix durch
lysosomale Proteasen.

Gleichzeitig sezenieren Osteoblasten in der entmineralierten Knochenmatrix im Rahmen des
Remodellings kollagenes Osteoid ab. Neu- und Abbau des Knochens verlaufen meist zusammen
ab (Loffler 2007).
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1.3. Osteoporose

1.3.1. Definition

,Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Knochenmasse
und eine mikroarchitektonische Verschlechterung des Knochengewebes charakterisiert ist, mit
einem konsekutiven Anstieg der Knochenfragilitit und der Neigung zu Frakturen. Sind bereits
Frakturen als Folge der Osteoporose aufgetreten, liegt eine manifeste Osteoporose vor.” (DVO
2014)

1.3.2. Epidemiologie

Laut einigen umfangreichen epidemiologischen Untersuchungen lebten in Deutschland mehr als
6,3 Mio. von Osteoporose betroffene Frauen und Manner nach dem 50. Lebensjahr im Jahr 2009
(Hadji et al. 2013).

Wirbelkorperfrakturen, eine Form der Spatkomplikation, sind bei ca. 2 Mio. Frauen und ca. 800.000
Minnern in Deutschland aufgetreten, wobei jdhrlich ca. 200.000 Fille hinzukommen (Minne et al.
2002). Diese treten 5 — 10 Jahre nach Eintritt der Menopause auf. Oberschenkelhalsfrakturen liegen
bei ca. 130.000 Patienten pro Jahr, die deutlich ilter sind als Patienten mit Wirbelkorperfrakturen
(Wildner und Clark 2001). Da der starke Anstieg des Risikos fiir eine Oberschenkelhalsfraktur bei
Frauen ab dem 70. Lebensjahr liegt, werden in Lindern, in denen die mittlere Lebenserwartung bei
ca. 70 Jahren liegt, intensiv Programme zur Frithdiagnostik und Privention entwickelt (Minne et
al. 2002).

1.3.3. Einteilung

Die Einteilung der Osteoporose kann anhand verschiedener Gesichtspunkte erfolgen:

1.3.3.1. Einteilung anhand der Ausdehnung

Dabei unterscheidet man die Osteoporose-Formen nach dem Befallsmuster des Skelettsytems

zwischen lokalisiert und generalisiert.

Die lokalisierte Form, meist asymmetrisch, tritt seltener als die generalisierte Form auf. Dazu gehort
u. a. der Morbus Sudeck, die gelenknahe Osteoporose bei chronischer Polyarthritis und
Periarteriitis nodosa und die lokale Inaktivititsosteoporose bei Immobilitit an den Extremititen
(Ringe et al. 1991).

Die generalisierte Form zeigt stets ein symmetrisches Muster, aber betrifft nur selten das homogene
Gesamtskelett. Die Deutsche Gesellschaft fur Endokrinologie (1988) unterteilt diese Form weiter
in eine Typ I- und eine Typ II- generalisierte Osteoporose (Freyschmidt et al. 2008).
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Typ I zeigt sich in einem spongiosabetonten Knochenmassenverlust mit einer Manifestation am

Skelettstamm durch eine Wirbelkoérperfraktur (z.B. bei der postmenopausalen Osteoporose).

Typ II betrifft sowohl die Spongiosa als auch die Kompakta, manifestiert sich aber eher in den
langen Rohrenknochen durch Schenkelhalsfrakturen und Radiusfrakturen (z. B. senile

Osteoporose).

1.3.3.2. Einteilung nach Knochenumsatz

Hierbei unterscheidet man zwischen einem low-turnover, niedriger Knochenumsatz, und der high-
turnover Osteoporose, hoher Knochenumsatz. Zur Unterscheidung dienen die biochemischen

,JKnochenmarker* sowie in einigen ausgesuchten Fillen eine Knochenbiopsie (Bartl et al. 2000).

Bei einem besonders ausgeprigten Knochenabbau im Rahmen einer Osteoporose wird diese als

,»very high turnover® oder ,,fast looser* bezeichnet.

1.3.3.3. Einteilung nach Alter und Geschlecht

Man unterscheidet hier zwischen der juvenilen, postmenopausalen oder senilen Form sowie einer

idiopathischen Osteoporose bei jungen Erwachsenen.

Die idiopathische juvenile Osteoporose ist eine selbstlimitierende Erkrankung in der Pripubertit,
die sich zwischen dem 8. — 14. Lebensjahr manifestiert. Sie tritt hdufig in Form von
Kompressionsfrakturen der Wirbelsdule oder sehr ausgeprigten Rickenschmerzen auf (Dent und
Friedman 1965).

Die idiopathische Osteoporose bei jungen Erwachsenen tritt meist bei jungen Minnern zwischen
30 und 50 Jahren auf. Laborchemisch und in der Knochenbiopsie zeigen sich Anzeichen auf einen
erh6hten Knochenabbau. Klinisch treten im Achsenskelett Wirbelkrperfrakturen auf (Yoshikawa
1994).

Die hiufigste Form ist die postmenopausale Osteoporose (Typ I), die jedoch schon vor dem
kompletten Funktionsverlust der Ovarien eintritt. Sie tritt zwischen dem 51. — 75. Lebensjahr auf

und wird durch die verminderte Hormonproduktion verstarkt.

Die postmenopausale Form geht meist stufenlos in die senile Form iiber und ist mit dem normalen
Alterungsprozess und der erhShten Osteoklastenfunktion verbunden. Sie tritt ab dem 70.
Lebensjahr auf und tritt klinisch auch in kortikalen Knochen in Form von Schenkelhals-, Radius-
und Beckenfrakturen auf (Bartl et al. 2004).

1.3.3.4. Einteilung nach Atiologie

Diese Einteilung unterscheidet zwischen den primiren und den sekundiren Formen. Dabei werden

zu der primiren Form die postmenopausale (Typ I) sowie die senile (Typ II) Osteoporose gezihlt.
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Die postmenopausale Form entsteht durch den Ostrogenmangel in der Menopause und betrifft
nur Frauen, wihrend die senile Form Minner und Frauen gleich aufgrund der Abnahme der
Knochendichte mit zunehmenden Alter betreffen (Glaser und Kaplan 1997).

Die sekundire Osteoporose hingt mit multiplen Faktoren und Grunderkrankungen zusammen
und macht ca. 5% aller Osteoporoseerkrankungen aus, verursacht jedoch 20% aller
osteoporosebedingten Frakturen (Bartl et al. 20006). Sie tritt haufiger bei Miannern auf. Bei der
sekundiren Form unterscheidet man zwischen der endokrinologischen, himatologischen,
myologenen, onkologischen, hepatischen, gastroenterologischen, nephrologischen,
immunologischen, kardiopulmonologischen, medikamentds-toxischen und genetischen Form
(Bartl et al. 2000).

1.3.3.5. Einteilung nach dem Schweregrad

Die Einteilung nach dem Schweregrad hat vor allem im klinischen Alltag eine grof3e Relevanz. Sie
dient der Einschitzung der Dringlichkeit eines Therapiebeginns, hilft bei der Entscheidung fir eine
Behandlungsstrategie und dem darausfolgendem Therapieerfolg. Die Beurteilung der
Knochenqualitit erfolgt anhand der Knochendichtemessung und dem Vorliegen von Frakturen.

Die WHO hat 1997 sich fir die Auswertung auf die Abweichung der Knochendichte um die
jeweilige Standardabweichung (SD) vom Bezugswert, dem Mittelwert der maximalen
Knochendichte (T-Score) bezogen (Kanis 1994). Als maximale Knochendichte wird die

Knochendichte einer 30-jahrigen primenopausalen, knochengesunden Frau festgelegt.

Der Z-Score gibt Anhalt, ob eine Osteoporose therapiert werden muss und wird aus der

Standardabweichung vom Mittelwert gemessener Knochendichte einer Altersgruppe berechnet
(Eastell 1998).

Nach der WHO-Einteilung ergibt sich daraus, dass ein Normalbefund bei SD = -1, cine
Osteopenie (Grad 0) bei SD = -1 bis -2.5 und eine Osteoporose (Grad 1) bei SD < -2.5 vorliegt.
Eine manifeste Osteoporose (Grad 2) liegt vor, wenn die Standardabweichung im osteoporotischen
Bereich liegt und 1 bis 3 Wirbelkorperfrakturen radiologisch festgestellt wurden. Bei einer
fortgeschrittenen Osteoporose (Grad 3) ist der SD < -2.5 und es sind zusitzlich multiple
Wirbelkorperfrakturen mit oftmals extraspinalen Frakturen vorhanden. Die Einteilung gilt auch
fur Frakturen im proximalen Femur (WHO 1994).

1.3.4. Diagnostik

Zur Diagnosenstellung einer Osteoporose spielt neben dem Vorliegen von Risikofaktoren die
Knochendichtemessung eine wichtige Rolle. Dabei ist auch wichtig zu kliren, wie viel
Knochenmasse aktuell vorliegt, wie hoch der Knochenverlust ist, ob reversible oder irreversible
korpetliche Schiden oder Grunderkrankungen votrliegen (DVO 2017).
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1.3.4.1. Symptome

Die Osteoporose beginnt haufig still und symptomlos. Oft wird sie erst nach Auftreten von starken
Riickenschmerzen aufgrund einer Wirbelkorperfraktur diagnostiziert. Dabei ist zu beachten, dass
Riickenschmerzen als eine der hidufigsten Erkrankungen des Bewegungsapparates beschrieben
werden und die dritthdufigste Diagnose in der allgemeinmedizinischen Praxis darstellt (von der
Lippe et al. 2021). Entscheidende Hinweise geben anamnestisch die Angaben nach Lokalisation,
Beginn, Dauer, Charakter, Intensitit sowie Beeinflussbarkeit des Schmerzes. Auch Risikofaktoren
wie Familienanamnese, Vorerkrankungen/- operationen, Lebensstil und Dauermedikationen

konnen hier richtungsweisend sein.

Differenzialdiagnostisch miissen viele andere Krankheiten, die mit Rickenschmerzen
zusammenhidngen  kénnten  wie  z.B.  Muskelverspannungen,  Bandscheibenvorfille,

Knochenmetastasen etc., ausgeschlossen werden (DVO 2017).

Durch die konsekutiven Wirbelkorperfrakturen kommt es zu einem Verlust der Kérperhohe
(>4cm) und zu einer vermehrten Brustsiulenkyphose sowie einer verstirkten Hals- und
Lendenwirbelsiulenlordose, sodass die Patienten eine gekrimmte Korperhaltung einnehmen.
Dabei zeichnen sich charakterischerweise Hautfalten am Riicken bis zu den Flanken
(,,Tannenbaumphianomen®) und ein Vorwolben des Bauches (,,Osteoporose-Biuchlein®) aus.
Durch den Hohenverlust kommt es zu einem sogenannten ,Baatrup-Zeichen®, die eine
schmerzhafte Berthrung der Wirbeldornfortsitze beschreibt. Bei langer Fehlbelastung kann sich
zusatzlich eine Gonarthrose beider Knie entwickeln (Baum und Peters 2009).

1.3.4.2. Bildgebende Untersuchungen

Die konventionelle Rontgenaufnahme kann eine Osteopenie erst bei einem Substanzverlust von
30 — 40% sicher nachweisen, weswegen diese Untersuchung fiir eine Fritherkennung der
Osteoporose ungeeignet ist (Bartl und Bartl 2021). Dennoch kann sie bei einigen Kriterien fiir eine
Osteoporose sprechen. Bei abgelaufenen Frakturen sowie zur Abklirung von sekundiren
Osteoporosen kann sie sinnvoll sein. Roéntgenologische Kriterien, die das Vorliegen einer
Osteoporose wahrscheinlich machen, sind eine erhohte Strahlendurchlissigkeit, die Betonung
vertikaler Knochenbilkchen, der Einbruch und die Verdinnung der vertebralen Endplatten sowie
der Nachweis von Kompressionsfrakturen (Bartl et al. 2006). Durch die Rontgenaufnahmen kann
zusatzlich eine Morphometrie, auch morphometric X-ray absorptiometry genannt, angefertigt
werden. Dabei werden die Gréfie und Konturen der Brust- und Lendenwirbelkérper analysiert und
vermessen, um das Ausmal} eines Wirbelkérpereinbruchs bzw. einer Kompressionsfraktur

darzustellen (Felsenberg et al. 1998).

Durch eine Skelettszintigraphie kénnen Knochenlisionen und Frakturen mithilfe von 99m-Tc-
markierten Bisphosphonaten dargestellt werden (DGN 2013). Hier stellen sich Frakturen, aber

auch degenerative, entziindliche oder neoplastische Lisionen durch eine Mehranreicherung dar.

Die Magnetresonaztomographie ist die Methode der Wahl zur Darstellung von tumordsen,
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malignen oder 6dematds entziindlichen Knochenmarkprozessen. Durch die Applikation von
Kontrastmittel konnen sich Darstellungsqualitit sowie diagnostische Aussagekraft zusitzlich
verbessern. Da sie frei von Strahlenbelastung durchgefithrt wird, kann sie eine gute Alternative zur

Computertomographie sein (Bartl et al. 2000).

Die beste Methode zur Friherkennung des trabekuliren Knochenverlustes an der Wirbelsdule ist
zurzeit die quantitative Computertomographie. Da sie eine getrennte Messung von spongiosem
und kortikalem Knochen erlaubt, ist sie vor allem bei ausgeprigten degenerativen Verinderungen
der Wirbelsdule sinnvoll — ist jedoch durch die hohe Strahlenbelastung fiir hiufige
Kontrollmessungen ungeeignet (DVO 2017).

Eine international etablierte und weltweit als Goldstandard angesehene Methode stellt die DXA-
Methode, auch dual energy X-ray absorptiometry genannt, dar. Dabei wird der Korper mit zwei
Energiestrahlen unterschiedlicher Spannungen bestrahlt und anhand einer Messung der
verschiedenen Strahlen kann der Absorptionsanteil der Weichteile sowie die Knochendichte
errechnet werden (Blake und Fogelman 2007). Die Messung wird an der Lendenwirbelsdule sowie
beidseitig an der Hiifte durchgefthrt. Diese Methode ist aufgrund der guten Messgenauigkeit, der
geringen Strahlenbelastung und des geringen Preises, die schnellste und in groBen Therapiestudien
hiufigste angewandte Methode. Sie wird von der WHO sowie der DVO anerkannt und zur
Diagnosestellung empfohlen (Baum und Peters 2009; DVO 2017).

1.3.5. Therapie

Laut der DVO-Leitlinie werden korperliche Aktivitit, Vermeidung sowie Verringern des
Sturzrisikos, ausgewogene Ernahrung mit zusitzlich 1000 mg Kalzium tiglich, 800 — 1000 1E
Vitamin D3 tidglich, Vitamin B12 und Folsiure, ecine Lebensstilinderung mit absoluter
Nikotinkarenz sowie einer regelmiBigen Uberpriiffung mit ggf. Umstellung der tiglichen
Medikation zur allgemeinen Prophylaxe empfohlen (DVO 2017).

Eine Indikation zur medikamentdsen Therapie stellt sich bei Patienten mit niedrigtraumatischen
Wirbelkorperfrakturen bei DXA T-Score <-2.0, wenn andere Ursachen unwahrscheinlicher sind,
oder bei bestehender oder geplanter oraler Glukokortikoidtherapie 27,5 mg Prednisolondquivalent
taglich fir >3 Monate und zusatzlich niedrigtraumatischen Wirbelkérperfrakturen oder multiplen
peripheren Frakturen oder bei Patienten mit einem hohen 10-Jahresfrakturrisiko (DVO 2017).

Die besten Therapiemdglichkeiten sind fiir postmenopausale Frauen mit Bisphosphonate, z. B.
Alendronat, Ibandronat, Zoledronat oder Risedronat, selektive Ostrogenrezeptor- Modulatoren
(SERM) wie Bazedoxifen oder Raloxifen, monoklonalen Antikérpern wie Denosumab, Ostrogene
oder Parathormon in Form von Teriparatid beschrieben (DVO 2017). Alle Substanzen wiesen eine
Frakturreduktion von 3-5 Jahren nach. Fir Ostrogene sowie Teriparatid bestehen
Zulassungsbeschrinkungen. Eine Behandlung mit Ostrogenen ist nur bei postmenopausalen
Frauen zugelassen, die fir die anderen tubrigen Substanzen eine Kontraindikation oder
Unvertraglichkeit aufweisen. Bei nicht hysterektomierten Frauen ist eine zusitzliche Behandlung

mit Gestagenen zusammen mit Ostrogen obligatorisch. Die Therapiedauer mit Teriparatid ist auf
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24 Monate beschrankt (DVO 2017).

Aktuell befinden sich u. a. Kathepsin-K-Inhibitoren in Phase III der klinischen Prifung. Der
Kathepsin-K-Inhibitor Odanacatib hemmt das Enzym Kathepsin K, welches von Osteoklasten
zum Abbau der Knochenmatrix exprimiert wird. Odanacatib erhoht die Knochendichte
kontinuierlich tiber 5 Jahre und verbessert dadurch die Knochenstirke (Charpulat et al. 2015).

Seit 2019 ist ein Sklerostin-Antikérper, Romosozumab (Evenity®), fir die Therapie der manifesten
postmenopausalen Osteoporose zugelassen. Dieser hemmt Sklerostin, ein Inhibitor der
Osteoblastendifferenzierung und blockiert den ,,Wingless-Type MMTV Integration Site Family,
Member 1“-Signalweg (WNT-Signalweg). Bei der Hemmung des WNT-Signalweges kommt es zu
einer gesteigerten Knochenmasse und -dichte (Ominsky et al. 2016). Seit dem 15. Mirz 2020 ist er

tir diese Indikation auch auf dem deutschen Markt verfiigbar.
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1.4. 5-Lipoxygenase

Die 5-Lipoxygenase ist ein eisenhaltiges Enzym, welches aus 673 Aminosduren aufgebaut ist und
seine Aktivitit durch die intrazellulire Calcium- sowie Adenosintriphosphatkonzentration reguliert
wird (Brash 1999).

Durch die 5-Lipoxygenase entsteht aus der Arachidonsdure eine 5-Hydroperoxy-
Eicosatetraensiure, die weiter zu 5-Hydroxy-Eicosatetraensaure oder Leukotrien A4 umgewandelt
wird (Funk 2006).

Leukotriene sind eine Gruppe biologisch aktiver Stoffwechselprodukte der Arachidonsiure, die bei
entziindlichen Erkrankungen gebildet werden. Die Arachidonsiure ist in der Zellmembran
verestert. Im Rahmen der Zellaktivierung wird diese aus den Membranphospholipiden abgespaltet.
Die freie Arachidonsiure kann nun iber zwei Wege umgebaut werden. Entweder durch die
Cyclooxygenase zu Protaglandine, Thromboxan und Prostacyclin oder durch die 5-Lipoxygenase
zu Leukotriene (Chen 2011).

Leukotriene bewirken vor allem bei Asthmatikern eine Bronchokonstriktion der kleinen und
groB3en Bronchien. Die Reaktion ist im Vergleich zu Histamin um das 1000-fache stirker und 4-
fache linger. Aullerdem bewirkt es eine Hyperreagibilitit der Bronchien sowie eine Stimulation der
Mukussektretion. Sie steigern die vaskuldre Permeabilitit und Plasmaexsudation und fithren so zu
einer vermehrten Ausbildung von Gewebedédemen. Zusitzlich stimulieren sie die Infiltration der

Schleimhaut mit neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (Kroegel et al. 1997).

Dartiber hinaus werden weitere entziindliche Reaktionen durch den 5-Lipoxygenase-
Stoffwechselweg, wie Rheumatoide Arthritis beschrieben. Bei einem Genverlust der 5-
Lipoxygenase kommt es zu einer Verinderung der Knochenmorphologie und zu einer Zunahme
der Knochendicke. Dabei stimulieren Leukotriene die Bildung und Aktivitit von Osteoklasten. In
einigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich bei Miusen mit ausgeschalteter 5-
Lipoxygenase-Aktivitit die Anzahl sowie die Aktivitit der Osteoklasten verringern (Kang et al.
2015).
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1.4.1 Zileuton (Zyflo®)

Zileuton (Zyflo®, Cornerstone Therapeutics Incorporated, Cary, North Carolina, USA) ist ein
selektiver 5-Lipoxygenasechemmer und wird bei entziindlichen Erkrankungen eingesetzt. Er hemmt

die 5-Lipoxygenase reversibel und verindert das Eisenmolekiil des Enzyms an der aktiven

Seite. Es wird jedoch nicht die Freisetzung der

Arachidonsidure, der Cyclooxygenase oder der HO O
Phospholipase A2, sondern die Produktion von N
Leukotrien B4 inhibiert (Loffler et al. 2007). \ NH2
Chemisch ist Zileuton Benzothiophen N- g CH,

hydroxyurea (Abb. 1).
Abbildung 1: chemische Formel von (£)-1(1-

Es ist sowohl als R(+) als auch als S(-)- Benzo(b]thien-2-ylethyl)-1-hydroxyurea

Enantiomere pharmakologisch aktiv.

Nach der oralen Einnahme witd Zileuton rasch in einer Zeit von 1,7 £ 0,9h und einer maximalen
Konzentration von 5,0 + 2,0 pg/ml absorbiert. Im Kérper liegt es dann 93% an Proteine, vor allem

an Albumin, gebunden vor.

Die Halbwertszeit betrdgt 2,5h. Einige Studien mit radioaktiv markierten Substanzen zeigten, dass
94,5% im Urin und 2,2% im Stuhl ausgeschieden werden, davon hauptsichlich in Form von
Glucuronid-Konjungate und ein minimaler Teil als N-dehydroxylierter Metabolit oder in
unverinderter Form (Berger et al. 2007). In vitro Studien zeigten zusitzlich eine Metabolisierung
durch die oxidativen Cytochrom-P45-Isoenzyme CYP1A2, CYP3A und CYP2C9 (Mayer et al.
1996). Vergleiche zwischen nierengesunden und -kranken Patienten ergaben keine wesentlichen
Verinderungen der Hiamodialyse, sodass eine Dosisanpassung bei Niereninsuffizienz nicht
notwendig ist. Es wurden jedoch erhohte Lebertransaminasen gefunden, sodass Zileuton bei
Patienten mit einer aktiven Lebererkrankung oder mit 3-fach erh6hten Lebertransaminasenwerten

tber der Norm kontraindiziert ist (Cingi et al. 2015).

Interaktionen mit anderen Medikamenten wie Theophyllin sowie Propanolol und Warfarin sind
beschrieben. So miissen Theophyllin-Dosen bis zu 50% reduziert und Propanolol sowie Warfarin
regelmiBig Gberpruft und gef. angepasst werden. Eine signifikante Interaktion mit Prednison, orale
Kontrazeptiva, Digoxin, Phenytoin, Sulfasalazin und Naproxen konnte nicht gezeigt werden. Auch
bei gleichzeitiger Einnahme mit anderen Asthmamedikamenten kam es bislang zu keinen

Komplikationen (Berger et al. 2007).

Gallwitz et al. konnte zeigen, dass 5-Lipoxygenase-Metaboliten die Osteoklasten stimulieren, die
in vitro an der Resorption des Knochens beteiligt sind. Durch eine Hemmung der 5-Lipoxygenase
wird angenommen, dass der Knochenabbau gehemmt wird, da die Stimulation der

Osteoklastenaktivitit reduziert wird (Gallwitz et al. 1993).
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchsablauf

Die Versuchsdauer betrug insgesamt 13 Wochen. Dabei wurden insgesamt 69 weibliche Sprague
Dawley Ratten von der Firma Winkelmann Charles River aus Deutschland verwendet. Der Versuch
wurde am 30.07.2014 durch das Niedersichsische Landesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit mit dem Aktenzeichen 33.9-42502-04-14/1530 genchmigt.

Unter fachgerechter Pflege und regelmifligen Kontrollen von Tierpflegern und -drzten fand die
Haltung der Tiere in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) des
Universititsklinikums Géttingen in einem Makrolon IV® Kifig bei 20°C Raumtemperatur und
55% Luftfeuchtigkeit statt.

Bei Versuchsbeginn waren die Tiere 3 Monate alt. Eine Woche nach Ankunft und Gewo6hnung

wurden die Versuchstiere ovariektomiert bzw. nicht-ovariektomiert belassen.

Nicht ovariektomiert wurden 13 Versuchstiere (Gruppe 1, NON-OVX) und 56 Ratten wurden
ovariektomiert. Die ovariektomierten Ratten wurden unterteilt in 13 Tiere ohne Behandlung mit
Zileuton (Gruppe 2, OVX), in 14 Tiere in der Gruppe 3, die 1 mg Zileuton pro kg Kérpergewicht
(1 mg Zileuton/kg KG) erhielten, in 14 Tiere in Gruppe 4, die 10 mg Zileuton pro kg
Kérpergewicht (10 mg Zileuton/kg KG) erhielten, und in 15 Versuchstiere, die in der Gruppe 5
aufgenommen und 100 mg Zileuton pro kg Korpergewicht erhielten (Tabelle 3). Das Zileuton
wurde jeweils iiber das Futter verabreicht. Die Dosierung von Zileuton ist anhand der Studien von

Xu et al. 1993 und Vaananen et al. 1992 ausgesucht worden.

Alle Versuchstiere wurden mit sojafreiem Futter (Ssniff® special diet; GmbH, Soest, Deutschland)

gefittert und haben Wasser erhalten. Zusitzlich wurden die Tiere wochentlich gewogen.

Die Tibiaosteotomie fand bei allen Tieren in der 9. Versuchswoche statt. Nach der Osteotomie
fand die Applikation von Zileuton (Zyflo CR®; Cornerstone Therapeutics Inc., Caty, NC, USA)
entsprechend der Gruppenverteilung tiber das Futter statt. Das Futter wurde wochentlich gewogen
und die einzunehmende Dosierung an Zileuton anhand dessen errechnet.

Nach insgesamt 13 Wochen nach der Ovariektomie wurden die Tiere get6tet. Enthommen wurden
neben der Lendenwirbelsiule, der Femora und der Tibiae mit ortsstindiger Muskulatur. Die
LendenwirbelkSrper wurden bis zur Analyse bei -20°C in sauberen Kunststoffgefillen mit wenigen

NaCl-Tropfen gelagert.
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Tabelle 1: Gruppendarstellung und Behandlung der Ratten

Gruppenbezeichnung Behandlung

1 NON-OVX Osteotomie

2 OVX Ovariektomie + Osteotomie

Ovariektomie + Osteotomie +

3 Zileuton 1mg/kg KG Zileutongabe 1 mg/kg KG ab
der Osteotomie bis zur Tétung

Ovariektomie + Osteotomie +

4 Zileuton 10 mg/kg KG Zileutongabe 10 mg/kg KG ab
der Osteotomie bis zur Tétung

Ovariektomie + Osteotomie +

5 Zileuton 100mg/kg KG Zileutongabe 100 mg/kg KG ab
der Osteotomie bis zur Totung

2.1.1. Ovariektomie

Die Vollnatkose erfolgte durch eine Kombination Ketamin 62,5 mg/kg KG (Hostaket®; Hoechst,
Bad Soden, Deutschland) und Xylazin 7,5 mg/kg KG (Rompun®; Bayer, Leverkusen,
Deutschland), welches mit einem Volumen von 0,1 ml/100 g KG intraperitoneal appliziert wurde.
Zusitzlich wurde mit Dexpanthenol 50 mg/lg (Corneregel®, Bausch&Lomb, Betlin,
Deutschland) ein Austrocknen der Augen vorgebeugt. Nach der Rasur und einer Hautdesinfektion
fand die Operation unter sterilen Verhiltnissen statt. Dabei wurden die Haut sowie das Peritoneum
mittels einer Schere zwischen dem Rippenbogen und Hinterbeinen stumpf prapariert. Nachdem
das Ovar dargestellt wurde, wurde die Tuba uterina mit einem Overholdt abgeklemmt und mit
einem 5-0 Vicryl-Faden (Eticon Norderstedt, Johnson &
Johnson, Norderstedt, Deutschland) ligiert. Dann erfolgte
die scharfe Abtrennung des Ovars mittels eines Skalpells.
(Abb. 2) Die Tuba uterina wurde wieder in den Bauchraum
verlagert und das Peritoneum sowie die Muskeln mit einem
4-0 Vicryl- Faden (Eticon Norderstedt, Johnson & Johnson,
Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Haut

wurde manuell mit Hautklammern (Michel wound brackets
7,5 X 3 mm, Gebrueder Martin GmbH & Co. KG,

Abbildung 2: Ligierung der Tuba
Tuttlingen, Deutschland) verschlossen und zuletzt mit uterinae

Braunoderm® (Bayer, Leverkusen, Deutschland) desinfiziert.
Dies wurde auf der Gegenseite wiederholt. AnschlieBend wurden die Versuchstiere in einem

Kifig, der auf einer Warmeplatte stand, abgedunkelt bis zum Erwachen tiberwacht. Postoperativ
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erhielten die Tiere zur Aufrechterhaltung des Flussigkeitshaushaltes 3 ml NaCl subkutan
gespritzt. Die Operationstechnik gleicht denen, wie unter anderem in den Dissertationen von
First 2014, WeBling 2012 oder Dall 2010 beschrieben.

2.1.2. Tibiaosteotomie

8 Wochen nach Ovariektomie erfolgte die beidseitige Tibiaosteotomie auf der Grundlage von
Stirmer et al. 2010 und Komrakowva et al. 2018.

Dabei wurden die Versuchstiere wie unter Kapitel 2.1.1 beschrieben mit einem Ketamin- Xylazin-
Gemisch vollnarkotisiert und die Haut an der Innenseite der Hinterbeine nach der Desinfektion
des Operationsgebietes inzidiert. AnschlieBend erfolgte unter Schonung der Extensoren und
Flexoren eine transversale Tibiaosteotomie auf 0,5 mm mit beidseitiger Plattenosteosynthese.
Hierbei wurde die 5-Loch-Leibinger-Titanplatte (57- 05140 XS-Titan-Fixationsplatte T-Form 90°,
Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) durch 2 proximale und 2 distale Osteotomieschrauben anterior-

medial an der Tibia fixiert.

Nach der Osteotomie wurden die Tiere analog zur Ovariecktomie bis zum Erwachen auf einer
Wirmeplatte — abgedunkelt — Gberwacht und erhielten zur  Aufrechterhaltung  des
Flussigkeitshaushaltes 3 ml NaCl subkutan als Injektion.

Die Versuchstiere erhielten am Operationstag und an den 2 darauffolgenden postoperativen Tagen
1 Mal téglich eine Kombination aus 5 mg/kg KG Rimadyl und 0,075 mg/kg KG Temgesic sowie
zusitzlich abends 1 Mal tiglich 0,075 mg/kg KG Temgesic als Schmerzprophylaxe.

Die Tibiaosteotomie wird als Mittel fiir die Untersuchung der Knochenheilung genutzt. Dieses
wird im Rahmen einer anderen Arbeit untersucht und ist nur zur Vollstindigkeit der Versuchsreihe

an dieser Stelle erwahnt (Saul et al. 2017).

2.1.3. Priparation der Lendenwirbelkérper

13 Wochen nach der Ovaricktomie erfolgte die Tétung der Tiere durch eine Dekapitation nach

einer vollstindigen Betiubung durch eine CO2-Narkose.

Zunachst wurde die Haut uber der Wirbelsaule mit einer Schere eroffnet und entfernt.
AnschlieBend wurde die Lendenwirbelsiule durch die Entfernung des Brustkorbes und der

sakralen Anteile der Wirbelsdule durch die Entfernung des Os coxae separiert.

Da die weiteren Analysen nur anhand der Lendenwirbel erfolgten, wurden die 1.
Lendenwirbelk6rper thorakal orientierend an der letzten Rippe am Discus intervertebralis und die
6. Lendenwirbelkorper sakral ebenfalls am Discus intervertebralis separiert. Alles erfolgte durch

einen transversalen Schnitt mittels eines 15er-Skalpells.

Fir die folgenden Untersuchungen wurden die 2. Lendenwirbelkérper zur Volumenmessung und
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Veraschung, die 3. Lendenwirbelkorper fir den Kompressionstest, die 4. Lendenwirbelkorper fir
die Mikro-Computertomographie und die 1. und 5. Lendenwirbelkorper als Reserve von Muskeln
und Bindegewebe gesiubert und separiert, durchnummeriert einzeln mit einigen NaCl-Tropfen bei

-20°C in Kunststoffbehiltern gelagert.
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2.2, Kompressionstest
2.2.1. Durchfiithrung des Kompressionstests

Gestutzt auf die Arbeiten von Sehmisch et al. 2009 und
die Dissertation von Furst 2014 wurde die Zwick-Test-
Maschine (type 145660 Z020/TND, Zwick/ Roell, Ulm,
Deutschland) fiir den Kompressionstest genutzt. Die

Auflage wurde geindert, um ein Abrutschen des

Kompressionsbolzens sowie eine instabile Fixierung des

W1rbelkorpers als Ganzes zu Abbildung 3: Verinderte Haltung des
vermeiden (Abb. 3 und 4). Wirbelkopers

Dabei wurden zunichst die Disci intervertebralis entfernt
und die 3. Lendenwirbelkorper lateral durch zwei verstellbare Schrauben auf der Aluminiumplatte
fixiert. Kaudal wurden die Wirbelkorper auf der Aluminiumplatte anliegend fixiert, sodass die
Kompressionskrifte zwischen dem Bolzen und der Auflageplatte wirken konnten. Abhingig vom
Steigungswinkel der oberen Gelenkfliche wurde ein
passender Bolzen ausgesucht und so ausgerichtet, dass
bei der Kompression die Kraft longitudinal gleichmafig

verteilt auf dem Wirbelkorper wirken konnte.

Nach der korrekten Ausrichtung der Wirbelkorper wurde
die ,,testXpert“-Software (Zwick/Roell) gestartet. Dabei
senkte sich der Stempel auf die Grundplatte des
Wirbelkérpers und wirkte mit einer Vorkraft bis zu 1N
darauf. Nach der endgiltigen Untersuchung der
korrekten Position mit ggf. Korrektur komprimierte der
Stempel mit einer Geschwindigkeit von 50 mm/min in
vertikaler Richtung den Wirbelk6rper. Der Messbereich
reichte von 2 N bis 500 N bei einer Genauigkeit von 0,2
- 0,4%. Die Software speicherte die Kraft fiir jede 0,1 mm

Absenkung. Nach einer Kraftabsenkung von mehr als 10

N oder einer Kompression von 3 mm wurde der Test

automatisch beendet. Abbildung 4: Zwick-Test-Maschine
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2.2.2. Kraft-Weg-Diagramm

Die Testwerte wurden in einem Kraft-Weg-Diagramm aufgetragen. Dabei wurden drei Phasen in
der Kurve definiert. In der ersten Phase kam es zu einem linearen Anstieg, der die Dehnung der
Kollagenfasern darstellte (elastische Verformung). Die zweite Phase begann mit dem Wendepunkt,
der die Streckgrenze darstellte, und endete mit der Maximalkraft, an dem die irreversible plastische
Deformation begann. In der dritten Phase der plastischen Verformung fiel die Kurve ab. Hier
endete der Test automatisch (Furst 2014).

2.2.3. Messparameter

2.23.1.  Elastizitit

Die FElastizitit des Wirbelkorpers ist definiert als die Steigung im Kraft-Weg-Diagramm mit der
Einheit N/mm. Berechnet wurde die Steigung aus dem Quotienten der Differenz von zwei
Kraftpunkten und der Differenz zweier Wegpunkte im linearen Bereich der Kraft- Weg-Kurve
(Dol 2010; Wessling 2012).

2.2.3.2. Streckgrenze (yield load)

Die Streckgrenze ist definiert als Wendepunkt im Kraft-Weg-Diagramm und erhilt die Einheit N.
Sie beschreibt den Punkt, an dem die lineare Steigung mehr als das doppelte an der
Standardabweichung abnimmt und ist dquivalent zur maximalen Dehnung der Kollagenfasern im
Knochen. Sie stellt den Ubergangspunkt der elastischen zur plastischen Verformung dar und wird
in der Einheit N angegeben (Sehmisch et al. 2010).

2.2.3.2. Maximalkraft (Fmax)

Die Maximalkraft ist die hochste Kraft, die der Wirbelkorper aushalten kann, bevor es zum Abfall
der Kraft-Weg-Kurve oder zu Frakturen kommt. Sie wird in der Einheit N angegeben (Sehmisch
et al. 2010).

2.2.4. Validierung des Kompressionstests

Damit sichergestellt werden konnte, dass der Untersucher keinen Einfluss auf die Testung hat,
erfolgte vorher eine Validierung. Hierbei wurden 20 Testwirbel von ausgewachsenen Ratten (4.
und 5. Lendenwirbelkérper) genutzt und die Parameter Elastizitit, Maximalkraft und Streckgrenze
mit der Zwick-Test-Maschine bestimmt. Erst ab einer Abweichung der Ergebnisse unter 10%
durfte der Test vom Untersucher an den Versuchsknochen durchgefithrt werden (Zimmermann
2018).
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2.3. Veraschung
2.3.1. Erzeugung eines Gliihriickstandes

Die Veraschung fand im Institut fiir allgemeine Hygiene und Umweltmedizin der Universitat
Gottingen statt. Wie in vorherigen Dissertationen bereits beschrieben (Galal 2020, WeBling 2012,
Doll 2010) wurde zunichst ein Glihriickstand erzeugt. Dabei wurden die gesiuberten LWK II
aufgetaut und getrocknet. Das Gewicht des Wirbelkérpers wurde aus der Differenz der
Gesamtmasse von Wirbelkérper und Porzellantiegel und dem leeren Tiegel bestimmit.
AnschlieBend wurde der bestiickte Tiegel nach einer Autheizphase von 1 Stunde fir 2 Stunden bei
750°C mit 11 weiteren bestiickten Tiegeln im Muffelofen (20 Volt, 900 Watt, Klees, Ausrister fur
Laboratorien) verascht. Nach der Abkihlung des Gluhriickstandes auf Raumtemperatur in einem
Exsikkator tiber Kieselgel wurde erneut die Gesamtmasse nach der Veraschung bestimmt. Hierbei

wurde die Differenz aus dem bestiickten Tiegel und dem Leertiegel nach Veraschung gebildet.

1. Berechnung der organischen und anorganischen Anteile

Die Berechnung des Anteils organischer und anorganischer Substanz erfolgte wie folgt (Welling
2012):

Berechnung des Anteils organischer Substanz:

(Masse vor Veraschung = Masse nach veraschung) X 100

% organische Substanzen =

Masse vor Veraschung

Berechnung des Anteils anorganischer Substanz:

% anorganischer Substanz = 100 - % organischer Substanz
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2.3.2. Bestimmung des Phosphatgehaltes

Fir die Bestimmung des Phosphatgehaltes wurde zunichst der Glihriickstand in einem Morser
mit einem Pistill fein homogenisiert. AnschlieBend wurde 50 mg unter Protokollierung ausgewogen
und in einen 250 ml Rundkolben tberfihrt und mit 200 ml 10%-iger Salpetersiure versetzt. Mit
einem Riickflusskithler wurde die Losung im Kolben auf max. 300°C fiir 45 Minuten zum Sieden
gebracht. Nachdem die Losung nach dem Siureaufschluss klar wurde, wurde die Losung in einen
1000 ml Messkolben tiberfiihrt und mit Wasser auf 1000 ml aufgefillt.

Vor der Bestimmung wurde die Losung um den Faktor 1:20 verdinnt. Hierzu wurde 5 ml der

Aufschlusslosung in einen 100 ml Messkolben tberfithrt und auf 100 ml mit Wasser aufgefullt.

Die Phosphatbestimmung erfolgte durch die Photometrie des Phosphat-Molybdinblau-
Komplexes (DIN EN ISO 6878:2004). Hierbei wurde 20 ml der 1:20 verdiinnten Probe in einen
25 ml Messkolben pipettiert und 4 ml Citronensdure-Monohydrat zugesetzt. AnschlieBend wurde
der Messkolben auf 25 ml aufgeftllt und nach 10 Minuten Reaktionszeit einer photometrischen
Messung zugezogen. Die Messung der Extinktion erfolgte in einer Kiivette der Schichtdicke von
10 mm gegen eine Blindprobe bei Messwellenlinge von 690 nm. Um eine Abgleichgerade erstellen
zu konnen, wurde die Extinktion einer Verdinnungsreihe von 0.1 mg/1 bis 3.0 mg/1 unter Bezug
einer Standardlésung untersucht. Die Messwerte wurden mittels ExtinktionsLineal umgerechnet

und in mol/mg angegeben (Hofmann 2017; Genotte 2017).

2.3.3. Bestimmung des Calcium- und Magnesiumgehalts

Die Bestimmung von Calcium und Magnesium erfolgte durch die Atom- absorptionsspektroskopie
(DIN EN ISO 7980:2000). Hierfir wurde Lanthanchlorid fir die Calcium- und
Magnesiumbestimmung in die 1:20 verdinnte Probe zugegeben und in einer Luft-Acetylen-
Flamme flammatomabsorptionsspektroskopiert. Die Extinktionsbestimmung erfolgte an einer
Calcium-Emissionsbande von 422,8 nm und an einer Magnesium-Emissionsbande von 285,2 nm.
Die Kalibtierung wurde gegen ecine Verdunnungsteihe im Intervall von 0.1 bis 2 mg/l fur die
Calciumbestimmung und im Intervall von 0.05 bis 1.5 mg/l fir die Magnesiumbestimmung
durchgefithrt (Hofmann 2017).
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2.4. Blutserumanalyse auf Calcium, Magnesium, Phosphor, Alkalischer

Phosphatase und Osteocalcin

Die Serumanalyse wurde am Institut fir Klinische Chemie der Universitit Géttingen durchgefiihrt.
Hierfir wurde mit einem Architect-c16000-Analysegerit (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) die
Aktivitit der alkalischen Phosphatase tber die Paranitrophenylphosphat-Methode bei 404 nm

gemessen.

Fir die Bestimmung von Calcium wurde der Farbstoff Arsenazo III verwendet, womit Calcium

angefirbt und optisch gemessen wurde (Kling 2016).

Zur Bestimmung von Magnesium erfolgte ebenfalls die Farbung mittels Arsenazo III. Um eine
Verfilschung durch Calcium zu verhindern, wurde dieses vorher mit einem Chelatbildner
gebunden. Der Arsenazo-Magnesium-Komplex wurde bei einer Wellenlinge von 572 nm
gemessen (Kling 2016).

Fir die Bestimmung von Phosphor wurde anorganisches Phosphat mit Ammoniummolybdat
unter Bildung eines Heteropolysidurekomplexes versetzt. Anschlieend wurde die Extinktion bei
einer Wellenlinge von 340 nm gemessen, welche proportional dem Phosphorgehalt der Probe

entsprach.

Die Osteocalcinbestimmung im Serum erfolgte tber einen N-MID® Osteocalcin ELISA- Test
von Immunodiagnosticsystems mit der Bestellnummer AC-12F1. Hierfiir wurde die Probe
zundchst mit einem monoklonalem AntikGrper versetzt, welcher die mittlere Region der
Aminosauren erkennt und als Einfangantikérper dient. AnschlieBend wurde ein Peroxidase-
konjugierter Antikorper verwendet, der die N-terminale Region erkennt, und dieser Komplex
gemessen. Dadurch konnten neben intaktem Osteocalcin auch terminale Mittelfragmente

nachgewiesen werden.
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2.5.  3D-Mikro-Computertomographie-Analyse (Mikro-CT)

Fir die Mikro-CT-Analyse wurde der LWK IV im Quantum-FX-Mikro-CT (Caliper Sciences,
Hopkinton, MA, USA) bei 70 kV und 200 pA gescannt. Dies fihrte zu einer Voxelgrof3e von 40
X 40 X 40 um’. In einem Block wurden 2 Wirbelkérper mit einem Phantom, das aus 5
Hydroxyapatitblocken verschiedener Dichte besteht, gleichzeitig gescannt. Zur Analyse wurde das
Programm 3D-OsteoAnalyze, das von der Radiologie der Universititsmedizin Gottingen
entwickelt wurde, verwendet. Hier konnten die Wirbelkérper als 3D-Modell sowie 2D-Schnitte
dargestellt werden (Saul et. al 2017).

Fir die virtuelle Auswertung wurde nur der Corpus vertebrae genutzt und virtuell zugeschnitten,

da dieser bei einer Osteoporose die meisten Anderungen aufweist.

2.5.1. 3D-Analyse, Bestimmung des Weichteil-, Kortikalis- und Trabekelanteils

Fir die Bestimmung der Anteile musste zunichst ein Grauwerthistogramm erstellt werden. Dabei
wurden auf der x-Achse die Rontgenschwacherungswerte und auf der y-Achse die Anzahl aller im

Graubereich einfallenden Bildpunkte aufgetragen.

Im Histogramm stellten sich nun Luft, Weichteil, Trabekel und Kortikalis dar (Abb. 5). Fir die
ausschlief3liche Analyse des Knochens wurde zunichst die Luft ausgeblendet, anschlieBend wurde
den gewtiinschten Bereichen (Weichteil, Kortikalis und Trabekel) des Knochens ein oberer und

unterer Grenzwert zugeordnet.

Fir die standardisierte Auswertung der Weichteil-, Kortikalis- sowie Trabekelanteile am
Wirbelkérper wurden die unteren und oberen Schwellenwerte fiir die jeweiligen Anteile definiert
(Weidemann 2013). Dabei farbte sich in der 2D-Darstellung der eingrenzende Bereich griin an. Fiir
den jeweiligen Bereich errechnete das Programm die mittlere Dichte und das Volumen. Es wurden
fur jeweils 3 Wirbelkorper aus der nicht-ovariektomierten Gruppe (NON-OVX) und 3 aus der
ovariektomierten Gruppe (OVX) im Grauwerthistogramm die Schwellenwerte visuell bestimmt.
Aus den insgesamt 6 Werten fiir je einen Schwellenwert und Gewebeart wurde ein Mittelwert

errechnet und fiir weitere Auswertungen tibernommen (Tab. 2).

Tabelle 2: durchschnittliche Schwellenwerte fiir Weichteilgewebe, Trabekel und Kortikalis

S EIEERE Schwellenwerte Schwellenwerte
fur Weichteilgewebe | fur Trabekel in g/cm3 | fir Kortikalis in g/

in g/lcm3 cm3

oberer Grenzwert -0,150 0,4133 0,871

unterer Grenzwert 0,4133 0,871 1,53
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2.5.2. Bestimmung der Bone Mineral Density (BMD)

Fir die Bestimmung der Knochenmineraldichte (BMD) mussten zunichst die vom CT
vorgegebenen gray values in der Hounsfield-Skala (HU) umgerechnet werden. Mithilfe eines Funf-
Kammer-Phantoms aus funf unterschiedlich bekannten Dichten aus Hydroxylapatit konnte eine
Dichtekalibrierung errechnet werden. Aus den gray values der Phantome, die als peak-Werte im

Histogramm definiert waren, errechnete sich die BMD in mg/cm’ nach folgender Formel:

BMD=mX grey values(x,y,z)+b

Die Kalibrierung mit dem jeweiligen Phantom wurde ausschlieBSlich zur BMD-Berechnung der
Wirbelkorper genutzt, die zusammen mit dem Phantom gescannt wurden, d.h. pro Phantom max.

zwei dazugehorige Wirbelkorper (Abb. 6).

Anhand des Histogramms errechnete das Programm das Volumen in mm’ sowie die Bone Mineral
Density in mg/cm’ vom Trabekel-, Kortikalis- und Weichteilanteil sowie vom gesamten
Wirbelkorper und isoliert nur den Knochenanteil (Abb. 5) (Weidemann 2013).
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Abbildung 5: Histogramm: a= Luft; b=Weichteil; c=Trabekel; d=Kortikalis

2.6.  2-D Analyse

2.6.1. Erstellen der Knochenschnitte

Fir die 2D-Analyse wurde die MetaMorph Basic Acquisition Software (Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) angewendet.

Dabei wurde im 3D-OsteoAnalyse-Programm der Wirbel in kranial-kaudaler Position eingestellt
und zentriert (Abb. 6). Im 2D-Anschnitt wurde diese Zentrierung ebenfalls dargestellt. (Abb. 7)
AnschlieBend wurden insgesamt 10 sagitale Schnitte (,,create image stack™) mit einer Dicke
(thickness) von 100 pm und einem Abstand (spacing) von 0,1 gesetzt. Die Matrix betrug 1024 pixel
und die FOV 20.48 (Saul et al. 2017).

Als  Definitionsbereich  wurde fiir die Besttmmung der komplette Bereich des

Rontgenschwicherungswertes genutzt, welches sich im Histogramm abgebildet hatte.

In der MetaMorph Basic Acquisition Software wurden anhand von 3 sagitalen Schnittbildern eines
Wirbelkorpers die Kortikalisdicke, -dichte und -fliche sowie die Trabekeldicke, -fliche, -dichte,
Anzahl und Dichte der Trabekelkreuzungen bestimmt.
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10'mm

Abbildung 6: 3D-Wirbeldarstellung in kranial-kaudaler Abbildung 7: sagitales 2D-Schnittbild eines
Position mit 5-Kammer-Phantom Wirbelkérpers

2.6.2. Kalibrierung, Einstellung der Helligkeit und des Kontrasts und Detektieren der

Knochenbereiche

Fir die Analyse wurden 3 von 10 Bildern ausgewihlt. Zur Kalibrierung wurde dabei 1 Pix als 20
um definiert und die Helligkeit bei 0 und der Kontrast bei 50 in der ,,adjust digital contrast™-
Einstellung eingestellt.

Zu Beginn der Analyse wurden alle Knochenanteile mit einer Autofunktion detektiert und als

visuell leuchtende Anteile im 2D-Bild erkannt und in die Berechnung einbezogen.

Um ausschlieBlich die Trabekel- und Kortikalisstrukturen des Wirbelkérpers zu analysieren,
wurden unter Aussparung der Knochenepiphyse diese Anteile manuell umfahren (Abb. 8 und 9).

2.6.3. Messung der Kortikalisdicke ventral und dorsal

Zur Messung der Kortikalisdicke wurde zunichst die Trabekel- von der Kortikalisfliche durch
manuelles Umfahren an der Trabekel-Kortikalis-Grenze getrennt. Die Kortikalisfliche wurde in
mm” gemessen. Danach konnte anhand von jeweils 3 Messlinien die durchschnittliche Dicke in
mm von ventraler und dorsaler Kortikalis gemessen werden (Abb. 8). Zudem wurde die
Kortikalisdichte und der Kortikalisknochenanteil in Prozent im Vergleich zum Gesamtknochen

mithilfe von MetaMoprh Basic Acquisition Software gemessen (Saul et al. 2017).
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2.6.4. Bestimmung der Trabekelstruktur

Fiir die Bestimmung der Trabekelfliche in mm® wurde die Kortikalis von den Trabekelanteilen
getrennt und gemessen. AnschlieBend wurden durch die Software die Dichte der Trabekelknoten
in N.Nd/mm? und die absolute Anzahl der Trabekelknoten in N.Nd. sowie die mittlere
Trabekeldicke in mm und die Dichte in % berechnet und gezahlt (Saul et al. 2017).

Abbildung 8: Manuelle Markierung der dorsalen Abbildung 9: Manuelle Markierung
und ventralen Kortikalisfliche der Trabekelfliche

2.7.  Statistische Auswertung

In der Auswertung erfolgte der Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen. Die numerischen
Werte aus den Messungen wurden mithilfe der Software GraphPad Prism 5.04 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) graphisch dargestellt und verglichen sowie tabellarisch aufgefiihrt.
Anhand dessen konnten Standardfehler und Mittelwerte ermittelt werden. Fiir die Uberpriifung
statistischer Unterschiede wurde die One-way-analysis-of- variance-Methode (ANOVA) und der

Turkey-Post-hoc-Test mit einem definiertem Signifikanzniveau von «=0,05 angewandst.
Signifikante Unterschiede wurden wie folgt markiert:

* signifikant im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe

# signifikant im Vergleich zur OVX-Gruppe

+ signifikant im Vergleich zur 1 mg-Zileuton-Gruppe

x signifikant im Vergleich zur 10 mg-Zileuton-Gruppe
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3. Ergebnisse

Nachfolgend konnten insgesamt 13 Tiere in der NON-OVX-Gruppe, 13 in der OVX- Gruppe, 14
in der 1 mg Zileuton-Gruppe, 14 Tiere in der 10 mg-Zileuton-Gruppe und 15 in der 100 mg-
Zileuton-Gruppe ausgewertet werden. Wihrend der Ovariektomie sind 2 Tiere in der OVX-
Gruppe sowie wihrend der Osteotomie 6 Tiere aufgrund der Narkosetiefe verstorben (2 Tiere aus

der NON-OVX-, 2 Tiere aus 1 mg- sowie je 1 Tier aus der 10 mg- und 100 mg-Zileuton-Gruppe).

3.1. Korpergewicht, Futter- und Dosisaufnahme, Uterusgewicht und

Serumwerte

3.1.1. Korpergewicht, Futter- und Dosisaufnahme und Uterusgewicht

Zu Beginn des Versuches hatte sich das Kérpergewicht innerhalb der Gruppen nicht signifikant
unterschieden. Ab dem Zeitpunkt der Ovariektomie zeigte sich eine deutliche signifikante
Gewichtszunahme aller ovariektomierten Gruppen im Vergleich zur NON- OVX-Gruppe. Am
Ende der Versuchsreihe stellte sich die NON-OVX-Gruppe als leichteste Gruppe dar. Zwischen
den ovariektomierten Gruppen gab es keinen signifikanten Unterschied. Das Uterusgewicht war in
der NON-OVX-Gruppe signifikant héher im Vergleich zu den restlichen Gruppen. Zwischen der
OVX- und den Zileuton- Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (Tab. 3).

Tabelle 3: Kérpergewicht zu Versuchsbeginn/Ovariektomie/T6tung und Uterusgewicht bei Tétung in g
Standardfehler

- NON-OVX Zileuton 1 mg | Zileuton 10 Zileuton 100
mg mg

Kérperge- 254,7+3 259,8+2,8 262,5+45 262,3+4,1 260,1+4,4
wicht
Versuchsbe-

ginn (9)

Kérperge- 291,6 +£10,9 350 + 8,5* 346 + 5,8*% 343,4 + 8,8* 340,3 £ 8,7*
wicht
Ovariekto-

mie (9)

Koérperge- 319,8 £9.3 379,1+£10.1* 380,7 £ 7.5* 382,2 £ 7.7* 366,1 + 9.5*
wicht

Versuchs-

ende (g)

Uterusge- 0,56 + 0,03 0,14 + 0.01* 0,15 + 0.01* 0,16 + 0.01* 0,14 + 0.01*
wicht
Versuchende

),
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Die Futteraufnahme zeigte sich in der NON-OVX-Gruppe in Woche 2 und 3 signifikant niedriger
als bei den anderen Gruppen (Abb. 10). AnschlieBend glich sich diese an. In Woche 8 kam es zu

einer verminderten Futteraufnahme in allen Gruppen, welche eine Woche spiter erneut anstieg.

—8—NON-0OVX ~A—0OVX ——Zileuton 1mg/kg KG
Zileuton 10 mg/kg KG —A— Zileuton 100 mg/kg KG

=
=
N
(6]

©
o
.l

FH;teraufnahme %Ratte/Tag

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
’

1 2 3 4 5 6 Wo7che 8 9 10 11 12 13

Abbildung 10: Vetlauf der Futteraufnahme in g/Ratte/Tag

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX

Ab Woche 8 wurde nach der Osteotomie Zileuton tber das Futter in drei verschiedenen
Dosierungen appliziert (Tab. 4). In der 1 mg-Zileuton-Gruppe wurden durchschnittlich 0,71
mg/kg KG ab Woche 8 aufgenommen, in der 10 mg Zileuton-Gruppe das 10-fache sowie in der
100 mg Zileuton-Gruppe durchschnittlich das 64,44 mg/kg KG.

Tabelle 4:Dosisaufnahme von Zileuton tiber das Futter in mg/kg KG * Standardabweichung

Versuchswoche 10 11 12 13 Mittel-
wert

Aufnahme von 0,43 + 0,57 £ 0,86 0,83 £ 0,89 0,71+
Zileuton 1 mg/kg 0,02 0,01 0,11 0,02 +0,02 0,07
KG in mg

Aufnahme 531+ 5,89 + 9+ 0,56 9,09 9,29 + 7,71
von 0,88 0,14 +0,41 0,43 1,21
Zileuton 10

mg/kgKG in
mg

Aufnahme von 38,60 49,23 + 65,94 81,06 = 87,37 £ 64,44 +
Zileuton 100 2,1 1,6 1,8 2,6 2,2 5.8
mg/kg KG in

mg
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3.1.2 Serumwerte

Die alkalische Phosphatase zeigte sich im Serum signifikant in der Zileuton-10 mg-Gruppe
gegeniiber der NON-OVX-Kontrollgruppe erhéht. Die Messung von Osteocalcin ergab
signifikant héhere Werte in der Zileuton-100 mg-Gruppe gegeniiber der NON-OVX-

Kontrollgruppe. Die Calcium-, Magnesium- und Phosphorwerte im Serum stellten keine
Unterschiede in den Gruppen dar (Abb. 11-15).

Alkalische Phosphatase Osteocalcin
200 250
*
* . I
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S SRR 3 & & &
N O O N QO O
N 2 o & o O
o $° &oo & .\Q& 3° &
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Abbildung 11: Alkalische Phosphatase im Serumin ~ Abbildung 12: Osteocalcin im Serum in ng/ml
U/l

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX * signifikant im Vergleich zu NON-OVX
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Abbildung 13: Ca im Serum in mmol/1

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p>0,05)
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Abbildung 15: Phosphot im Serum in mmol/1

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikantenUnterschiede

(»>0,05)
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Abbildung 14: Mg im Serum in mmol/1

Zwischen den Gruppen keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,05)
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3.2.  Kompressionstests
3.2.1. Elastizitit
Bei der Elastizitit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei leicht hoheren Werten in der

Gruppe NON-OVX (Abb. 16).

Elastizitat
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Abbildung 16: Elastizitdt in N

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p > 0,05)
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3.2.2. Streckgrenze (yield load)

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Gruppen trotz leicht erhéhten Werten in
der NON-OVX-Gruppe (Abb. 17).

Yield Load
300 -

200 1 T

100 1

0 T T
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/\/ /t} 1-}0

Abbildung 17: Ergebnisse Messparameter ,,Yield Load“ in N

Zwischen den Gruppen keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,05)
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3.2.3. Maximalkraft

Die Maximalkraft war in der NON-OVX-Gruppe im Vergleich zur OVX-Gruppe signifikant
héher. Zwischen NON-OVX- und den Zileuton-Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede
festzustellen (Abb.18).

Fmax
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Abbildung 18: Ergebnisse Messparameter ,Fmax” in N

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX
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3.3. Veraschungstests
3.3.1. Organische und anorganische Knochenanteile

Der Anteil organischer Substanzen in der nicht-ovariektomierten Kontrollgruppe war im Vergleich
zu allen iibrigen Gruppen signifikant geringer und der Anteil der anorganischen Substanzen erhoht.
Zudem zeigte sich ein signifikanter Unterschied der organischen und anorganischen Substanz in
der Zileuton-100 mg-Gruppe im Vergleich zur OVX-Gruppe (Abb. 19 und 20).

organische Substanz anorganische Substanz

80 " 40
— * & x# o * %* * *#
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& N N © & N
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% Y e vYog®
Abbildung  19:  Ergebnisse = Messparameter Abbildung  20:  Ergebnisse  Messparameter

“organische Substanz” in %

*signifikant im Vergleich mit NON-OVX
# signifikant im Vergleich mit OVX

“anorganische Substanz” in %

* signifikant im Vergleich mit NON-OVX
# signifikant im Vergleich mit OVX
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3.3.2. Phophatgehalt

Hinsichtlich des Phosphatgehaltes konnte weder zwischen NON-OVX-Gruppe und OVX-
Gruppe noch zwischen NON-OVX-Gruppe und den Zileuton-Gruppen ein signifikantenr
Unterschied festgestellt werden (Abb. 21).

PO,
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Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikantenUnterschiede (p>0,05)

Abbildung 21: PO4-Gehalt in %

3.3.3. Calciumgehalt

Der Vergleich des Calciumgehalt im Knochen zeigte keine signifikante Unterschiede in den
Gruppen (Abb. 22).
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Abbildung 22: Ca-Gehalt in %

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikantenUnterschiede (p>0,05)
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3.3.4 Verhiltnis von Calcium- und Phosphatgehalt

Der Vergleich der Calcium/Phosphat-Verhiltnisse zeigte innerhalb der Gruppen keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 23).
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Abbildung 23: ¢(Ca)/c(PO4)

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikantenUnterschiede (p>0,05)

3.3.5 Magnesiumgehalt

Die Messung des Magnesiumgehaltes konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen der
NON-OVX-, der OVX und den Zileuton-Gruppen zeigen (Abb. 24).
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Abbildung 24: Mg-Gebhalt in %

Zwischen den Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05)
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3.4. 3D-Mikro-CT-Analyse

3.4.1. Weichteilvolumen

Der Vergleich des Weichteilvolumens in Abbildung 25 zeigte in der NON-OVX-Gruppe eine
signifikante Minderung verglichen mit der OVX-Gruppe und allen Zileuton-Gruppen. Zwischen
der OVX-Gruppe und den Zileuton-Gruppen waren lediglich nur im Vergleich mit der Zileuton-
10 mg-Gruppe signifikant héhere Werte in der OVX-Gruppe festzustellen.

Weichteilvolumen
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Abbildung 25: Weichteil Volumen in mm?

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX
# signifikant im Vergleich zu OVX
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3.4.2. Trabekelvolumen

Der Vergleich der Gruppen beziiglich des Trabekelvolumens wies keinen signifikanten

Unterschied auf (Abb. 206).

3.4.3. Bone Mineral Density vom Trabekelanteil

In der BMD-Auswertung vom Trabekelanteil zeigten sich in der NON-OVX-Gruppe verglichen

mit der OVX-Gruppe und den Zileuton-Gruppen signifikant erhéhte Werte (Abb. 27).
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Abbildung 26: Trabekel Volumen in mm3

Zwischen den Gruppen keine statistisch
signifikantenUnterschiede (p>0,05)
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Abbildung 27: Trabekel BMD in g/cm?

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX
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3.4.4. Kortikalisvolumen

Im Vergleich der NON-OVX-Gruppe mit den Zileuton-Gruppen zeigte sich eine Minderung der
Werte bei Zileuton-Gabe, die nur in der Zileuton-1 mg- und Zileuton-10 mg-Gruppe signifikant
war. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Zileuton-Gruppen und der OVX-Gruppe stellte
sich nicht dar (Abb. 28).

3.4.5. Bone Mineral Density vom Kortikalisanteil

Hinsichtlich der kortikalen BMD-Auswertung wiesen die Werte der Zileuton-1 mg-Gruppe
signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe und den Zileuton-10 mg- und
Zileuton-100 mg-Gruppen auf. Im Vergleich mit der OVX-Gruppe zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (Abb. 29).
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Abbildung 28: Kortikalis Volumen in mm? Abbildung 29: Kortikalis BMD in g/cm?
* signifikant im Vergleich zu NON-OVX * signifikant im Vergleich zu NON-OVX

+ signifikant im Vergleich zu Zileuton-1 mg- Gruppe
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3.4.7. Knochenvolumenanteil (Bone volume fraction)

Der Knochenvolumenanteil (BV/TV) beschreibt das Verhiltnis vom Knochenvolumen zum
Gewebevolumen und wird in % angegeben. Hier wurden signifikant niedrige Werte in allen

ovariecktomierten Gruppen im Vergleich zur NON-OVX-Kontrollgruppe gemessen (Abb. 30).

3.4.8. Gesamte Bone Mineral Density

Bei der Messung der gesamten BMD zeigte sich significant niedrige Werte in allen ovariektomierten
Gruppen im Vergleich zur NON-OVX-Kontrollgruppe. Zudem waren die Werte in der Zileuton
10 mg/kg KG Gruppe significant héher im Vergleich zur OVX-Gruppe (Abb. 31).
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Abbildung 30: Knochenvolumenanteil in % Abbildung 31: Gesamt-BMD in g/cm?
+signifikant im Vergleich zu NON-OVX * signifikant im Vergleich zu NON-OVX

# signifikant im Vergleich zu OVX



Ergebnisse 42

3.5. 2D-Analyse
3.5.1. Kortikalisfliche

Bei der Messung der Kortikalisfliche zeigte sich bei der NON-OVX-Gruppe eine signifikant
grofBere Fliche als in den OVX-, Zileuton-1 mg- und Zileuton-100 mg- Gruppen. Zudem wies die
Zileuton-1 mg-Gruppe signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur OVX-, Zileuton-10 mg- und
Zileuton-100 mg-Gruppe auf. Der Vergleich zwischen der OVX-, Zileuton-10 mg- und Zileuton-
100 mg-Gruppe zeigte dhnliche Messwerte und daher keine signifikanten Unterschiede (Abb. 32).
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Abbildung 32: Kortikalisfliche in mm?

* signifikant im Vergleich mit NON-OVX
# signifikant im Vergleich mit OVX
+ signifikant im Vergleich mit Zileuton-1 mg-Gruppe
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3.5.2. Kortikalisdicke dorsal und ventral in mm

Die Werte der dorsalen Kortikalisdicke der Zileuton-1 mg-Gruppe waren signifikant niedriger im
Vergleich zur NON-OVX-Kontrollgruppe. Die Werte der Zileuton-1 mg- Gruppe zeigten sich im
Vergleich zur OVX-, Zileuton-10 mg- und Zileuton-100 mg- Gruppe signifikant vermindert.
Zwischen der OVX-, Zileuton-10 mg- und Zileuton-100 mg-Gruppe waren keine Unterschiede in
der dorsalen Kortikalisdicke (Abb. 33).

Der Vergleich der ventralen Kortikalisdicke stellte signifikante Unterschiede zwischen der NON-
OVX-Gruppe und den tibrigen Gruppen dar. Hier wurden bei der NON-OVX- Gruppe deutlich
hohere Werte als in den ovariektomierten Gruppen gemessen.

Unterschiede innerhalb der OVX- und den Zileutongruppen gab es nicht (Abb. 34).
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Abbildung 33: Kortikalisdicke dorsal in mm

*signifikant im Vergleich zu NON-OVX
# signifikant im Vergleich zu OVX
+ signifikant im Vergleich zu 1 mg Zileuton

Abbildung 34: Kortikalisdicke ventral in mm

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX
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3.5.3. Kortikalisdichte

Bei der Messung der Kortikalisdichte waren die Werte in der Zileuton-1 mg-Gruppe im Vergleich
zu den ibrigen Gruppen signifikant kleiner. Der Vergleich zwischen den tibrigen Gruppen wies
keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 35).

3.5.4. Trabekelfliche

Die signifikant groite Fliche zeigte sich in der NON-OVX-Gruppe verglichen mit allen tibrigen
Gruppen. Die Trabekelfliche der Zileuton-100 mg-Gruppe war im Vergleich zur OVX- und
Zileuton-1 mg-Gruppe signifikant ethoht (Abb. 306).
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Abbildung 35: Kortikalisdichte in % Abbildung 36: Trabekelfliche in mm?

*signifikant im Vergleich zu NON-OVX
# signifikant im Vergleich zu OVX
+ signifikant im Vergleich mit 1 mg Zileuton

*signifikant im Vergleich mit NON-OVX
# signifikant im Vergleich mit OVX
+ signifikant im Vergleich mit 1 mg Zileuton
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3.5.5. Mittlere Trabekeldicke

Die grofite mittlere Trabekeldicke zeigte sich in der Gruppe der NON-OVX-Ratten. Dabei stellte
sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den anderen Gruppen dar. Im Vergleich zur
Zileuton-10 mg-Gruppe wies die Zileuton-100 mg-Gruppe signifikant hohere Werte auf. Die
tbrigen Zileuton-Gruppen haben verglichen mit der OVX-Gruppe keine Unterschiede
aufgewiesen (Abb. 37).

3.5.6. Trabekeldichte

Die Dichte an Trabekeln war in den ovariektomierten Gruppen signifikant niedriger im Vergleich
zurt NON-OVX-Gruppe. Zusitzlich zeigte sich eine signifikant hohere Trabekeldichte der
Zileuton-100mg-Gruppe im Vergleich zur Zileuton-1mg-Gruppe. (Abb. 38)
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Abbildung 37: mittlere Trabekeldicke in mm Abbildung 38: Trabekeldichte
*signifikant im Vergleich mit NON-OVX * signifikant im Vergleich mit NON-OVX

x signifikant im Vergleich mit Zileuton 10 mg/kg + signifikant im Vergleich mit Zileuton-1mg-Gruppe
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3.5.7. Dichte der Trabekelkreuzungen

Ein signifikanter Unterschied der Trabekelkreuzungsdichte stellte sich nur im Vergleich von der

NON-OVX- und der Zileuton-1 mg-Gruppe dar. Die iibrigen Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 39).

3.5.8. Anzahl der Trabekelkreuzungen

Die Werte der Trabekelkreuzungenanzahl der NON-OVX-Gruppe waren verglichen mit den
OVX- und Zileuton-Gruppen signifikant héher. Dabei waren die Werte in der Zileuton-100 mg-
Gruppe signifikant hoher im Vergleich zur Zileuton-1 mg-Gruppe (Abb. 40).
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Abbildung 39: Dichte der Trabekelkreuzungen in n/mm2 Abbildung 40: Anzahl der Trabekelkreuzungen in N.Nd

*signifikant im Vergleich mit NON-OVX
* signifikant im Vergleich mit NON-OVX + signifikant im Vergleich zur Zileuton-1 mg-Gruppe
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4. Diskussion

Die Osteoporose ist einer der Hauptursachen fiir Mortalitit und Morbiditit bei édlteren Menschen,
besonders bei postmenopausalen Frauen (IOF 2018). Dabei spielen bei der Entstehung der
Erkrankung neben dem Ostrogenmangel in der Postmenopause auch die Beeinflussung des
Immunsystems insbesondere der Interleukin-vermittelten Immunreaktion eine entscheidende
Rolle (Pacifici et al. 1990). Dabei moduliert der Ostrogenmangel direkt die Immunreaktion (Faienza
et al. 2013). Einer dieser wichtigen Interleukine stell die 5-Lipoxygenase dar, welches die
Osteoklastenaktivitit aktiviert (Lee et al. 2012).

Zileuton ist ein 5-Lipoxygenasehemmer, welches in der USA seit 1997 in der Asthmatherapie
zugelassen ist (Wood et al. 1999). In fritheren Studien wurde gezeigt, dass eine vermehrte
Expression der Lipoxygenasen zu einer erthohten Osteoklastenanzahl fiihrt. Zudem fihrte es in
vitro zu einer Hemmung der Knochenbildung sowie einer erhéhten Rekrutierung und Aktivierung
der Osteoklasten (Garcia et al. 1996, Traianedes et al. 1998).

In diesem Versuch wurde der Einfluss von Zileuton auf Wirbelkorper im ovariektomiertem
Rattenmodell der postmenopausalen Osteoporose untersucht. Dabei wurden die
biomechanischen, strukturellen und biochemischen FEigenschaften von osteoporotischen
Wirbelkérpern unter Zileutongabe in verschiedenen Dosierungen analysiert und verglichen. Die
Wirbelkorper wurden fur die Analysen genommen, weil sie hdufig von Osteoporose betroffen sind
(Muller et al. 2014).

4.1. Die ovariektomierte Ratte als Osteoporosemodell

Die ovariektomierte Ratte als Osteoporosemodell ist ein etabliertes Tiermodell, welches die
menschliche postmenopausale Osteoporoseentwicklung aufgrund des Ostrogenmangels am
nichsten widerspiegelt (Kalu et al. 1991). Acht bis zehn Wochen nach der Ovariektomie entwickeln
die Tiere eine erh6hte Knochenumsatzrate mit Verlust von spongidsem und kortikalem
Knochengewebe, zudem eine verringerte Kalziumresorption im Darm und erhohte Fettleibigkeit
(Omi und Ewaza 1995).

Am hiufigsten ist der trabekuldre Bereich des Knochens von Osteoporose betroffen, welches sich
im Rattenmodell in den Wirbelkérpern zeigt (Muller et al. 2014). Beim Menschen weisen
Wirbelkorperfrakturen haufig auf Osteoporose hin, weswegen sich dadurch das Modell als geeignet

zur therapeutischen Osteoporoseuntersuchung auszeichnet (Bartl et al. 2011).

Um eine erfolgreiche Ovariektomie belegen zu kénnen, wurde das Uterusgewicht bestimmt. Das
Uterusgewicht zeigte deutlich signifikant niedrigere Werte in den ovariektomierten Gruppen im
Vergleich zur NON-OVX Gruppe, da es aufgrund der Ovariektomie zu einer Uterusatrophie kam
(Hao et al. 2016, Komrakova et al. 2010).

Dartberhinaus zeigte sich in diesem Versuch eine schnellere Gewichtszunahme der
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ovariektomierten Tiere im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe innerhalb ersten zwei Wochen. Die
Gewichtszunahme ldsst sich durch die Erhohung des Korperfettanteil und durch die
Verminderung der korperlichen Aktivitit erkliren und auf die signifikant deutlich hoéhere
Nahrungsaufnahme in den ovariektomierten Gruppen in den ersten drei postoperativen Wochen
zurlickfithren, welche sich mit den vergangenen Untersuchungen decken (Komrakova 2010 et al.;
Kolios 2009 et al.). Der kontinuierlicher Anstieg des Korpergewichtes in allen Versuchsgruppen
ist durch das physiologische Wachstum bedingt (Berg und Harmison 1957). Die Gabe von Zileuton
in verschiedenen Dosierungen beeinflusste das Korpergewicht nicht. Hieraus kann geschlossen
werden, dass Zileuton sich weder auf die Korperfettanteilzunahme noch auf die

ovariecktomiebedingte Uterusatrophie auswirkt.

In der 9. Versuchswoche kam es zu einer deutlichen Gewichtsabnahme und Riickgang der
Nahrungsaufnahme dhnlich wie in einigen vergangen Versuchen (Komrakova et al. 2015, 2016).
Eine mégliche Erklirung sind die postoperativen Schmerzen nach der Tibiaosteotomie. Innerhalb
der ersten 2 Wochen nach der Osteotomie kam es zur Erholung der Aktivitit auf ein Niveau wie
vor der Osteotomie, sodass ab der 10. Versuchswoche ein Anstieg des Koérpergewichtes sowie der

Futteraufnahme gemessen wurde (Saul et al. 2019).

Die Dosisaufnahme von Zileuton verlief wie erwartet, dhnlich wie die Futteraufnahme. Die
durchschnittliche Dosis lag bei 0,71, 7,72 und 64,44 mg/kg KG in den Gruppen 1 mg, 10 mg und
100 mg Zileuton pro kg Korpergewicht. Die mittlere Dosis wurde anhand der Verschreibung von
Zyflo CR® bei Menschen gewihlt basierend auf den Daten von Rubin et al. (1991).

4.2. Analyse der biomechanischen Knocheneigenschaften

Da die Osteoporose hidufig erst nach dem Auftreten von Frakturen und insbesondere nach
pathologischen Wirbelkorperfrakturen —auffillig wird (DVO 2009), wurde durch den
Kompressionstest die biomechanischen Eigenschaften des Wirbelkorpers untersucht. Um die
Kraft ausschlieflich auf den Wirbelkorper ausrichten zu kénnen, wurden der Discus vertebralis
entfernt und eine verinderte Fixierung gewahlt. Anders als in den vergangenen Arbeiten (Wessling
und Griiger) in Anlehnung an die Arbeit von Sehmisch et al. 2009 wurde der Wirbelkérper nicht
mit seiner kaudoventralen Seite gegen eine gegentiberliegende Kante eingesetzt, sondern an den
Wirbelbogen auf einer Platte durch zwei Kolben fixiert. AnschlieBend wurde die neue Fixierung

validiert.

Im Kompressionstest wurden 3 verschiedenen Parameter gemessen: Die Elastizitit, die

Streckgrenze und die Maximalkraft.

Die Elastizitit beschreibt wiederum die Fahigkeit die durch duflere Einwirkung hervorgerufene
Forminderung aus eigener Kraft wieder riickgingig zu machen (Bartl und Bartl 2011). Zudem war
in der Untersuchung zwar kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in der Elastizitit
sichtbar, jedoch in der Tendenz erhohte Werte in der NON-OVX- gegeniiber der OVX-Gruppe.
Die Therapie mit Zileuton zeigte vergleichbare Werte wie die OVX-Gruppe.
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Die Streckgrenze beschreibt den Punkt, an dem die lineare Kraft mehr als das Doppelte von der
Standardabweichung abweicht. Sie zeigt damit makroskopisch das irreversible Eintreten der
Sinterungsfraktur am WirbelkGrper an. Die postmenopausale Wirbelkérperfrakturen entstehen
aufgrund des Verlustes an Knochenmasse, sodass der Wirbel ohne grofle Krafteinwirkungen in
sich zusammenbricht. Obwohl eine in-vivo- Studie von Moura et al. 2014 die Modulation der
Zytokinfreisetzung und Reduktion der Osteoklastendifferenzierung durch Zileuton gezeigt hatte,
konnte in diesem Versuch kein signifikanter Einfluss von Zileuton auf die Streckgrenze bestitigt
werden (Moura et al. 2014).

Die Maximalkraft zeigt die Kraft an, die der Knochen aushilt, bevor es zum Abfall der linearen
Kraft-Weg-Kurve kommt. Es konnten in der Untersuchung signifikant hohere Werte in der NON-
OVX-Vergleichsgruppe im Vergleich zu der OVX-Gruppe gezeigt werden. Die verschiedenen
Dosierungen an Zileuton zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den OVX-
Ratten, sodass diese Gaben zu keiner Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften fiithrten.
Allerdings war die Maximalkraft in den Zileuton behandelten Gruppen gegeniiber der NON-
OVX-Gruppe nicht mehr signifikant verringert.

Insgesamt waren die biomechanischen Paramtern des Wirbelkérpers durch — die
Zileutonbehandlung nicht wesentlich verindert. Dies steht im FEinklang mit anderen
Lipoxygenasehemmern wie Balcalein oder der Kombination von Balcalein und Zileuton, die weder
einen biomechanischen Einfluss auf die Lendenwirbelknochen noch auf die Tibia zeigten (Saul et
al. 2019 und 2021). Eine lingere Behandlungsdauer tiber 13 Wochen mit Zieluton beeinflusste die
biomechechanischen Eigenschaften der Lendenwirbelknochen ebenfalls nicht (Saul et al. 2021).

4.3. Analyse der chemischen Knochenzusammensetzung und

Knochenmarker im Serum

Bei ovariektomierten Tieren fiihrt der Ostrogenmangel zu einer Erhéhung der organischen und
Abnahme der anorganischen Masse im Knochen (Svanberg und Knuuttila 1994). In der
Veraschungsanalyse wurden signifikant héhere Werte an organischem Knochenanteil und ein
niedriger Anteil an anorganischen Substanzen bei ovariektomierten Tieren im Vergleich zur nicht-
ovariektomierten Gruppe gemessen. Dieses wurde schon in einigen vorherigen Studien wie
Komrakova et al. (2017), Simon (2017) oder Zimmermann (2018) berichtet und bestitigt in diesem

Versuch die Entwicklung einer Osteoporose bei den ovariektomierten Gruppen.

Die organischen Substanzen, die meist aus Kollagenen gebildet werden, nehmen mit der Zunahme
von der Mineralstoffkonzentration wahrend des Wachstums ab (Vuong und Hellmich 2011).
Andersherum nimmt mit Bildung der Osteoporose der Anteil an organischen Substanzen zu, zum
einen durch die hohe Knochenumbaurate und zum anderen durch eine zunehmende Verfettung
des Knochenmarkraumes (Yeung et al. 2005). Zusitzlich nimmt die anorganische Masse bei einer
Osteoporose ab (Faibish et al. 2006). Durch die hohe Knochenumbaurate kommt es zu einer

verkirzten Mineralisationsphase des Knochens (Boivin und Meunier 2003).
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In diesem Versuch unterschied sich die anorganische Masse bei der Gabe der héchsten
Zileutondosis von den OVX-Tieren signifikant und zeigte eine deutliche Verbesserung durch die
Gabe der 100-fachen Dosis von Zileuton. Dadurch konnte Zileuton eine bessere
Knochenmineralisierung erreicht werden, da durch Zileuton eine Hemmung der Osteoklasten

hervorgerufen wurde (Moura et al. 2014).

Der Phosphat-, Calcium- und Magnesiumgehalt wurde weder durch die Ovariektomie noch durch
die Zileutonbehandlung geindert. Es konnte keine Unterschiede in den Versuchsgruppen
dargestellt werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch schon in der vorherigen Studie mit
Baicalein, ein anderer 5-Lipoxygenashemmer, die den ausbleibenden Einfluss bei Inhibition von

Lipoxygenasen auf den Phophat-, Calcium- und Magnesiumgehalt zeigten (Zimmermann 2018).

Um die Knochenbildung und -mineralisierung besser zu eruieren, wurde die alkalische Phosphatase
im Serum gemessen. Die alkalische Phosphatase ist ein Enzym, welches an verschiedenen
Stoffwechselprozessen beteiligt ist, u. a. im Knochen. Bei Erkrankungen mit hohem
Knochenumsatz kommt zu es einer Erhéhung der alkalischen Phosphatase. In dieser
Untersuchung zeigten sich in der Zileuton-10 mg-Gruppe hohere Werte und wiesen auf eine
erh6hte Knochenbildungsrate hin (Fernandez et al. 2014).

Da Osteocalcin beim Knochenaufbau von Osteoblasten sowohl in die Knochenmatrix eingebaut
als auch teilweise ins Blut sezerniert wird, kann der Osteocalcinspiegel die Geschwindigkeit der
Knochenbildung und eine Stérung des Knochenstoffwechsels widerspiegeln (Civitelli et al. 2009).
Bei unserer Osteocalcinbestimmung zeigten sich signifikant hohere Werte in der Zileuton-100 mg-
Gruppe im Vergleich zur NON-OVX-Kontrollgruppe. Dies koénnte auf einen erhohten
Knochenaufbau hindeuten.

4.4. Analyse der Knochenstruktur

Im Alter erhoht sich der Anteil an Fett im Muskel und Knochen und fiihrt zu deren Atrophie
(Lecka-Czernik et al. 2010; Sions et al. 2011). Bei der altersbedingten Osteoporose wurde ebenfalls
ein erhohter Fettanteil im Knochen und dem daraus resultierendem Knochenverlust gesehen.
Insbesondere zeigte sich eine vermehrte Fettansammlung im Knochenmark (Meunier et al. 1971).
In diesem Versuch wurde durch die Ovariektomie ebenfalls eine Erh6hung des Weichteilvolumens,
insbesondere des Fettgewebes, hervorgerufen. Die Zileuton-10 mg-Behandlung verhindert diese
Erhéhung und zeigte verglichen mit der OVX-Gruppe eine signifikante Verringerung des
Weichteilvolumens. Dies konnte eine Verschiebung des Kollagenfettverhiltnisses durch 10 mg
Zileuton erklirt werden, indem es zu einer Zunahme des Kollagens fithrt, welches eine héhere
Dichte als Fett hat. Durch die Gabe von Kollagenen und damit Erhéhung des
Kollagenverhiltnisses wurden die organischen Knochenanteilen (Watanabe et al. 2010), den
Knochenstoffwechsel und Knochenmikroarchitektur verbessert (Guillerminet et al. 2012; Han et
al. 2009). Zudem zeigte sich in einer kontrollierten randomisierten Studie von Konig et al. 2018,
dass die Einnahme von spezifischer Kollagenpeptide die BMD bei postmenopausalen Frauen
erhohte.
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Der Wirbelkorper besteht zu 75% aus trabekulirem Knochen. Dieser ist wie ein Schwamm
feingliedrig angeordnet, besitzt eine groflere Oberfliche und ist einem hohen Umbauumsatz
ausgesetzt. Die Knochenbilkchen sind tber Knochenpunkte miteinander verknipft und
stabilisiert. Je mehr Trabekelknoten und Bilkchen ausgebildet sind, desto stabiler ist der Knochen.
Kortikaler Knochen ist dicht, bis zu 90% kalzifiziert und unterliegt einem sehr langsamen Umbau.
So kommt es im Laufe der Zeit zu einem hoheren Knochenverlust an spongiésem Knochen (Bartl
und Bartl 2011).

Innerhalb weniger Wochen entwickeln ovariektomierte Ratten eine schwere Osteopenie mit
signifikantem Verlust von trabekuldrem und kortikalem Knochen (Wronski et al. 1985). Dieses
bestitigte sich auch in dieser Untersuchung durch eine verminderte Trabekel- und Knochendichte
sowie BV/TV in der ovariektomierten Ratte. Die Anderungen der Kortikalisparametern haben
nicht das Signifikanzniveau erreicht, da osteoporotische Verinderungen im Spongiosaknochen
schneller auftreten (Bartl und Bartl 2011). Die Gesamt-BMD wurde durch die Ovariektomie
signifikant im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe erniedrigt, welche durch die Gabe von Zileuton
nicht geindert werden konnte. Lediglich in der Zileuton 10 mg/kg KG Gruppe war die Gesamt-
BMD im Vergleich zur ovariektomierten Gruppe signifikant erhoht. Die Metabolite der 5-
Lipoxygenase wurden bei Bonewald et al. 1997 und Traianedes et al. 1998 als negative Regulatoren
der Knochenbildung beschrieben (Bonewald et al. 1997; Traianedes et al. 1998). In den
Untersuchungen von Cottrell et al. 2013 konnte jedoch keine Unterschiede der BMD bei der
Hemmung von 5-Lipoxygenase gesehen werden (Cottrell et al. 2013)

Zileuton fiihrte in keiner Dosierung zu einer Verbesserung der Knochenparameter und zeigte eine
Reduktion des Kortikalisvolumens sowie der Kortikalisdichte in der niedrigsten Dosis (1 mg/kg
KG) im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der weiterfithrenden Untersuchungen von Saul et al. 2021.
Hier konnten weder kortikale Verinderungen durch die Gabe von Zileuton noch durch die
Kombinationstherapie von Zileuton und Balcalein gezeigt werden. Auch die lingere

Behandlungsdauer von 13 Wochen ergaben keine Auswirkung auf die Kortikalis der Wirbelkorper.

Im Gegensatz dazu wurde ein positiver Effekt auf die Knochenheilung im Femur nach Hemmung
der 5-Lipoxygenase aufgewiesen (Cottrell und O’Connor 2009). In einer in-vivo Studie von Wixted
et al. 2009 wurde ebenfalls gezeigt, dass durch den Finsatz von Zileuton als 5-
Lipoxygenasehemmer zu einer Férderung der Frakturheilung durch eine verstirkte chondroide
Phase und schnellerer Knochenbildung fiihrte.

In den 2D-Scans zeigte die OVX-Gruppe kleinere Kortikalisflichen als die NON-OVX- Gruppe,
wihrend die Zileutonbehandlung in der Dosierung von 1 mg zur weiteren Reduktion der Fliche

fihrte. Die Tiere mit einer Behandlung von 10 mg Zileuton wiesen eine vergleichsweise gleich
groBe Gesamt-Kortikalisfliche wie die NON-OVX-Tiere auf.

Entsprechend der Fliche war auch die ventrale Kortikalisdicke der OVX-Gruppe kleiner als in der
NON-OVX-Gruppe. Bei der dorsalen Kortikalisdicke und Kortikalisdichte wurden niedrige Werte

in der 1 mg-Zileuton-Gruppe gemessen. Dieses ldsst vermuten, dass Zileuton in der niedrigen
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Dosierung zu einer Abnahme von kortikalem Knochen fiihrt. Héhere Dosierungen haben weniger
Wirkung auf den kortikalen Knochen gezeigt. In einer Studie von Lee et al. (2012) wurden Mause
untersucht, bei denen das Gen herunterreguliert wurde, welches die 5-Lipoxygenase kodiert. Hier
zeigte sich in den genverinderten Miusen keine Anderung der kortikalen Knochen. Im Gegensatz
wurde bei Bonewald et al. (1997) bei Miusen mit fehlendem 5-Lipoxygenase-Gen erhohter

kortikaler Knochen gemessen.

Bei der Trabekelanalyse zeigte die Ovariektomie einen negativen Effekt. Auch die Gabe von
Zileuton (1 mg und 10 mg) konnte im Vergleich zu NON-OVX-Gruppe die Trabekeln nicht
positiv beeinflussen. Dennoch fiel auf, dass bei der Gabe von 100 mg Zileuton/kg KG die Anzahl
der Trabekelkreuzungen, die -dichte und die -fliche signifikant hoher als bei 1 mg Zileuton/kg KG
waren. Insbesondere war die Trabekelfliche der 100 mg Zileutongruppe signifikant groB3er als die
OVX-Gruppe.

Sowohl die vergangene als auch die aktuelle Studie von Saul et al. (2018 und 2021) bestitigen den
positiven Einfluss von Zileuton als Lipoxygenasehemmer auf den trabekuliren Knochen im Femur
und Wirbel. In der aktuellen Studie von Saul et al. (2021) bei einer Gabe von 10 mg Zileuton/kg
KG wurde eine Verbesserung der Trabekeldichte, der Anzahl an Trabekelkreuzungen und der
Trabekeldicke im Wirbel in der OVX-Gruppe beobachtet. Dies kann jedoch auch an der Dauer
der Behandlung von 13 Wochen liegen. Weiter zeigte Saul et al. 2021, dass die positiven koritkalen
Effekte am Femur und der Knochenheilung an der Tibia aus fritheren Versuchen (Saul et al. 2018)
sich nicht bestitigen lieBen. Die Studie von Lee et al. (2012) beschrieb, dass im in-vivo
Maiuseexperiment 5- Lipoxygenasehemmer die RANKIL-induzierte Osteoklastenbildung inhibiert.
Auf die genaue Auswirkung auf die Trabekel- oder Kortikalisstruktur wird jedoch nicht
eingegangen (Lee et al. 2012).
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4.5. Schlussfolgerung

In unserem Versuch konnte eine positive Wirkung bei der Gabe von 100 mg/kg KG Zileuton auf
die Trabekelfliche nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu verschlechtert eine niedrige

Dosierung von 1 mg/kg KG die Trabekel- und Kortikalisparametern.

Durch die Ovariektomie kam es zu einer Erhéhung des Weichteilvolumens. Zileuton 10 mg wirkte

entgegen.

Aufgrund des Ostrogenmangels nimmt der organische Knochenanteil zu und der anorganische
Knochenanteil bei einer Osteoporose typischerweise ab (Svanberg et al. 1994). Bei der Behandlung
mit hochdosiertem Zileuton (100 mg/kg KG) kommt es zu einer Erhéhung des anorganischen

Knochengewichtes.

Bei der Messung der alkalischen Phosphatase im Serum zeigten sich erhéhte Werte in der Zileuton-
10 mg-Gruppe. Dies und die erhchten Osteocalcinwerte in der Zileuton-100 mg-Gruppe weisen

auf eine erhéhte Knochenbildungsrate hin (Fernandez et al. 2014).

Durch den Kompressionstest wurden die biomechanischen Eigenschaftes des Wirbelkorpers
untersucht, woraus hervorging, dass durch die Ovariektomie ohne Zugabe von Zileuton zu einer
Verminderung der Maximalkraft in der OVX-Gruppe im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe kam.
Zusammenfassend zeigte sich beim Einsatz von 100 mg/kg KG Zileuton letzlich ein nur milder
positiver Effekt auf den osteoporotischen Knochen. Die Dosis von 10 mg Zileuton pro kg KG
zeigte keinen Einfluss auf die Knochenoarametern, wihrend der Einsatz von 1 mg Zileuton pro

kg KG nicht zu empfehlen ist, da diese einen negative Effekt im Bezug auf die Osteoporose austibt.
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5. Zusammenfassung

Die Osteoporose gehort laut Weltgesundheitsorganisation zu den zehn hiufigsten Erkrankungen
bei postmenopausalen Frauen tGber 50 Jahren. Dabei spielen bei der Entstehung der Erkrankung
neben dem Ostrogenmangel in der Postmenopause auch die Beeinflussung des Immunsystems
insbesondere der Interleukin- vermittelten Immunreaktion eine entscheidende Rolle. Einer dieser

wichtigen Interleukine stell die 5-Lipoxygenase dar, welches die Osteoklastenaktivitit aktiviert.

Zileuton ist ein 5-Lipoxygenasechemmer, welches in der USA seit den 1997 in der Asthmatherapie
zugelassen. Durch eine Hemmung der 5-Lipoxygenase wird angenommen, dass gleichzeitig der

Knochenabbau gehemmt wird, da die Stimulation der Osteoklastenaktivitit reduziert wird.

In diesem Versuch wurde der Einfluss von Zileuton in verschiedenen Dosierungen auf
Wirbelkorper im ovariektomiertem Rattenmodell fiir postmenopausale Osteoporose untersucht.
Die Wirbelkorper wurden fir die Analysen genommen, weil sie am héufigsten von der

Osteoporose betroffen sind.

Hierfir wurden insgesamt 69 weibliche, 3 Monate alte Sprague Dawley Ratten fir insgesamt 13

Wochen beobachtet und in 5 Gruppen eingeteilt.

Nach 1 Woche Eingew6hnungszeit erfolgte die bilaterale Ovariektomie zum Auslésen der

Osteoporose. 13 Tiere dienten als Kontrollgruppe und wurden nicht ovariektomiert (NON-OVX).

Hiernach wurden 13 Tiere in die OVX-Gruppe, 14 OVX Tiere in die Gruppe mit 1mg/kg KG
Zileuton, 14 OVX Tiere in die Gruppe mit 10 mg/kg KG Zileuton und 15 OVX Tiere in die
Gruppe mit 100 mg/kg KG Zileuton eingeteilt.

8 Wochen nach der Ovariektomie wurde Zileuton in den jeweiligen Konzentrationen tiber das

sojafreie Futter iber 5 Wochen verabreicht.

AnschlieBend wurden die Wirbelkérper entnommen und gesdubert. Der 2. Lendenwirbelkorper
wurde zur Veraschung, der 3. fir den Kompressionstest und der 4. Lendenwirbelkdrper zur 2D-

und 3D-CT-Analyse gesammelt.

In der Veraschungsanalyse wurden sowohl die organischen und anorganischen Anteile als auch
Phosphat, Calcium und Magnesium gemessen. Es wurden signifikant hohere anorganische Anteile
in der Gruppe mit 100mg/kg KG Zileuton gegentiber der ovariektomierten Gruppe gesehen. Auch
zwischen der OVX- und der NON-OVX-Gruppe zeigten sich signifikante Unterschiede der
anorganischen und organischen Anteile. So war die organische Substanz in der OVX-Gruppe
deutlich hoher und die anorganische signifikant niedriger als in der NON-OVX-Kontrollgruppe.
Die Anteile an Phosphat, Calcium und Magnesium unterschieden sich innerhalb der Gruppen
nicht. Die erthShten Serumwerte an alkalischer Phophatase in der 10 mg Zileutongruppe weisen
auf eine hohere Knochenbildungsrate im Vergleich zu den tbrigen Gruppen hin. Auch bei der
Messung des Osteocalcins, welches ein Parameter fiir den Knochenaufbau ist, zeigte sich bei der
Gabe von hochdosiertem Zileuton (100 mg) eine positive Wirkung mit erhéhten

Osteocalcinwerten.
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Zuletzt erfolgte durch eine 3D-, dann durch eine 2D-CT-Analyse die Untersuchung des Einflusses
von Zileuton auf die Knochenstrukturen. Es zeigten sich Unterschiede innerhalb der
Zileutongruppen. Nach der Gabe von hochdosiertem Zileuton mit 100 mg konnte eine héhere
Trabekeldichte gemessen werden. Aullerdem bestitigte die Untersuchung die Zunahme an
Weichteilvolumen bei allen ovariektomierten Tieren im Vergleich zur NON-OVX-Gruppe, die
durch den Hormonmangel entsteht. Durch die Gabe von 10 mg/kg KG Zileuton reduzierte sich
das Weichteilvolumen im Vergleich zur OVX-Gruppe zwar signifikant, dennoch kann die Gabe

von Zileuton die Knochenparametern nicht eindeutig verbessern.

Der kortikale Volumenanteil und der gesamte Knochenvolumenanteil konnte durch die Gabe von
Zileuton (10 und 100 mg/kg KG) bei den OVX Ratten nicht verindert werden, wihrend die Gabe
von Img Zileuton zu einer Reduktion des Kortikalisvolumens im Vergleich zu den tbrigen

Gruppen fihrte.

Zusammenfassend konnte in diesem Versuch gezeigt werden, dass Zileuton als 5- Lipoxygenase-
Inhibitor einen milden Effekt auf die osteoporotischen Trabekelstrukturen bei der Gabe von 100
mg/kg KG hat, was zusammen mit der Erh6hung des anorganischen Gewichtes und Osteocalcin
auf eine gesteigerte Knochenbildungsrate hindeutet. Zileuton 10 mg dnderte die
Knochenparametern kaum und verbesserte lediglich nur die Weichteilparameter und die Alkalische
Phosphatase. Die Zileutongabe von 1 mg/kg KG ist nicht zu empfehlen, da diese cher einen
negativen Effekt auf osteoporotische Knochen austibt.

Da sich die Auswirkung von Zileuton auf osteoporotische Knochen als marginal erwiesen hat,

sollte die Sinnhaftigkeit der weiteren Forschung diesbeziiglich kritisch hinterfragt werden.
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6. Anhang

Tabelle Al: Ergebnisse des Kompressionstests: Mittelwert = Standardfehler

NON-OVX

Zileuton 1
mg/kg KG

Zileuton 10
mg/kg KG

Zileuton 100
mg/kg KG

SESIPAC RN 317,5 + 33,1

246,8 + 26,3

264,1 + 23,6

254,1 +23,9

229,4+ 228

Streckgren-
ze (N)

231,3+16,9

185,2+ 12,0

207,3 £ 15,6

193,2 + 15,6

203,1+9,9

Maximalkraft

(N)

246,3 £ 14,2

187,8 £ 12,0*

211,6 16,4

196,6 + 15,9

209,9 +8,8

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX

Tabelle A2: Ergebnisse der Serumanalyse: Mittelwert + Standardfehler

NON-OVX

Alkalische
Phosphata-se
(mmol/l)

OVX

Zileuton 1
mg/kg KG

Zileuton 10
mg/kg KG

Zileuton 100
mg/kg KG

Osteocal-cin
(ng/ml)

Ca (mmol/l)

Mg (mmol/l)

P (mmol/l)

91,1+55 129,8+9,6 127,7 13,7 140,3 +£12,4* 122,8 +6,6

112,5+16,9 1949+ 1695+14,7 161,4+37,4  196,3+18,3*
12,6

2,02+0,05 |2,05+0,07 2+0,05 2,04 £ 0,04 2,13 +0,04

0,7 £0,02 08+0,03 0,7+0,03 0,7 +£0,03 0,8 £ 0,02

1,6 + 0,06 18+0,1 1,7+0,08 16+0,1 19+0,1

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX
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Tabelle A3: Ergebnisse der Veraschung: Mittelwert + Standardfehler

NON-OVX

Zileuton 1
mg/kg KG

Zileuton 10
mg/kg KG

Zileuton 100
mg/kg KG

organischer 65,2+0,43 | 69,90 £0,79* | 69,31 £ 0,46* | 69,63 + 0,55* | 67,62 +0,41**
Anteil (%)
el 34.80 £ 0.43 | 30.10 £ 0.79* | 30.69 £ 0.46* | 30.37 + 0.55* | 32.38 £0.41**
er Anteil (%)

‘ PO, (%) 59,6+1,4 58,7+1,2 59,9+ 1,03 59,5+1,8 585+1,5

‘ Ca (%) 32+1,4 32,8+0,6 33,3+0,5 341+1,8 32,7+0,8
Ca/PO, 1.285 £ 0.05 1.33+£0.01 1.32+£0.01 1.35+0.04 1.33+0.01
Mg (%) 0,8 + 0,008 0,8 + 0,008 0,79 = 0,006 0,78 + 0,01 0,79 = 0,007

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX; # signifikant im Vergleich zu OVX

Tabelle A4: Ergebnisse der 3D-Analye: Mittelwert = Standardfehler

NON-OVX

Weichteilvo-
lumen (mms3)

Zileuton 1
mg/kg KG

Zileuton 10
mg/kg KG

mg/kg KG

Zileuton 100

Weichteil BMD NoRe[elES
3
(g/lcm)

Trabekelvo-

3
lumen (mm )

Trabekel BMD
(g/cm?)

Kortikalisvo-lu
3

men (mm )

(GG ELY B 1.069 £0.003
(g/cm?)

BVITV (%)

40,2+ 2,2 69,1 +4,1* 61,8 +2,4* 55,4 + 3,1*# 59,8 + 1,6*
0,1 + 0,006 0,12 + 0,006* |0,13 + 0,11 + 0,002*

0,005 0,005*#

38+1,3 38+1,4 39,7+1,4 37,6 +0,7 284+1,4

0,644 + 0,626 + 0,622 + 0,624 + 0,631 +

0,005 0,003* 0,003* 0,003* 0,002*

20,2+1,6 157+1,1 12,2+0,7* 15,1 +1,3* 16+ 0,9
1.043 +0.008 |1.027 +0.005* | 1.061 +0.009* | 1.068 +0.006*

59,24+1,7 |43,87+1,1* 45,83 + 1,0* 49,01 +1,9* 46,11 £ 0,6*

mg/kg KG

*signifikant im Vergleich zu NON-OVX; # signifikant im Vergleich zu OVX; + signifikant im Vergleich zu Zileuton 1
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Tabelle A5: Ergebnisse der 2D-Analyse: Mittelwert + Standardfehler

Kortikalisfla-

2
che (mm )

Kortikalisdic-ke
dorsal (mm)

Kortikalisdic-ke
ventral (mm)

Kortikalisdich-
te (%)

Trabekelfla-che
(mm?2)

Dichte der
Trabekelkno-
ten (N.Nd/mm?)

Anzahl der
Trabekelkno-
ten (N.Nd)

mittlere
Trabekeldic-ke
(mm)

* signifikant im Vergleich zu NON-OVX;; # signifikant im Vergleich zu OVX; + signifikant im Vergleich zu Zileuton 1

NON-OVX OVX Zileuton 1 Zileuton 10 | Zileuton 100
mg/kg KG mg/kg KG mg/kg KG
2,77 £ 0,08 2,43 + 0,07 1,91 + 0,07 2,54 + 0,09 2,47 £ 0,07
0,17 £ 0,004 | 0,19 + 0,004 015 + 0,18 £ 0,006* | 0,18 + 0,003*
0,007**
0,35+ 0,01 0,24 +£0,01* |0,23+0,01* |0,27 +0,01* |0,25+0,01*
92,8+ 0,5 90,6 £ 0,5 86,6 + 1** 91,8 £ 0,6 90,7 £ 0.6*
3,617 + 1,669 + 1,740 £ 2,025 + 1,713 +
0,1092 0,2218* 0,2165* 0,07803* 0,08897*
9,378 + 7,690 + 6,731 + 7,397 5,812 +
* * * #1
0,3365 0,6344 0,7060 0,2811 0,3268*
33,10 £ 14,00 + 12,75 + 15,04 + 10,23 +
1,671 2,633* 2,049* 0,9098* 0,9465*
0,13 £ 0,007 | 0,09 + 0,003* | 0,09 + 0,004* | 0,08 + 0,002* | 0,1 + 0,005**

mg/ke KG, x signifikant im Vergleich zu Zileuton 10 mg/kg KG
g/ kg gt g g/ kg
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