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1. Einleitung

Die vorgelegte Arbeit ist im Rahmen des Sonderforschungsbereichs Transregio 79
(SFB/TRR 79) entstanden. Das Ziel dieses Sonderforschungsbereichs war die
Entwicklung neuer Werkstofte fiir den systemisch erkrankten Knochen. Im Rahmen des
Teilprojektes M5, welches am Physikalisch-Chemischen Institut der JLU Gieflen
lokalisiert und auf die Materialentwicklung und bildgebende Analytik von Wirkstoffen
im osteoporotischen Knochen fokussiert war, fanden die Experimente hierzu statt

(Teilprojekt M5 2017).

1.1  Motivation und Zielsetzung

Die Wirkung von Strontium in der Osteoporosebehandlung konnte mehrfach belegt
werden (Kotodziejska et al. 2021; Hegde et al. 2016). Durch den lokalen Einsatz von
Strontium als Osteoporosemedikament, werden systemische Nebenwirkungen
umgangen. In vorangegangenen Arbeiten konnte der anabole Effekt von Strontium zur
lokalen Anwendung im osteoporotischen Rattenknochen gezeigt werden (Thormann et

al. 2013).

Moderne Knochenersatzmaterialien sind moglichst spezifisch an die Situation im
systemisch erkrankten (zum Beispiel an Osteoporose) Knochen angepasst. So ist es
aktuell von groBlem wissenschaftlichem Interesse Transportvorgidnge therapeutischer

Agenzien in vivo darzustellen (Bose et al. 2013).

Auch das therapeutische Agens Sr*" ist im menschlichen Kérper beweglich. Es
unterliegt aktiven und passiven Transportvorgidngen. Strontiumionen weisen dhnliche
chemische Eigenschaften zu Calciumionen auf. So liegt es nahe, dass Strontium
agonistisch iliber den Calcium-sensitiven Rezeptor (CaSR), welcher fiir die
Calciumhomdostase zustidndig ist, agieren kann. Er ist beispielsweise in der
Nebenschilddriise sowie in den Nieren lokalisiert. Allerdings ist er auch auf der
Oberflidche von Osteoblasten und Osteoklasten anzutreffen. (Hamdy 2009; Colella et al.
2016; Kotodziejska et al. 2021). Dort fiihrt Sr** zu einer Stimulation der Osteoblasten
und Inhibition der Osteoklasten (Marx et al. 2020; Marie et al. 1993).



Es konnte bereits mehrfach in Tierversuchen gezeigt werden, dass oral substituiertes
Strontium in den Knochen eingebaut wird. Es kann durch Adsorption an der Oberflédche
von Calciumphosphatapatit angereichert und durch Bindung der Strontiumionen an die
Phosphatgruppen in die kristalline Gitterstruktur eingebaut werden (Kotodziejska et al.
2021).

Zudem unterliegt Sr°* auch dem passiven Transport durch Diffusion, welcher sich auch

in vitro darstellen lasst.

Das Ziel dieser Abhandlung ist es:
1. Die Freisetzungskinetik von Sr >* aus Calciumphosphatzement zu ermittelt.

2. Eine Methode zur Bestimmung des passiven Sr*’-Transportes im trabekuléren
Rattenknochen zu erarbeiten. Dabei soll der passive Transport von Sr’° im
trabekuldren Knochen bei Osteoporose induzierten vs. gesunden Ratten

gegeniibergestellt werden.

Bei der Ermittlung der Freisetzungskinetik von Sr** aus Calciumphosphatzement

handelt es sich um einen tierfreien in vitro Vorversuch.

Fiir das Diffusionsexperiment sollen rechte Rattenfemora aus dem Versuchsvorhaben
.Knochenheilung im osteoporotischen Femur“ (Aktenzeichen V 54 — 19 ¢ 20 15 h 01
GI 20/28 Nr. 45/2015) genutzt werden, welche fiir das eigentliche Versuchsvorhaben
nicht benotigt werden. Dies soll zu einer Reduzierung (Reduction) der
Versuchstieranzahl gemiB des in der Europédischen Richtlinie 2010/63/EU verankerten
3 R Prinzips (Replacement, Reduction, Refinement) nach Russel und Burch fiihren.

Durch das Diffusionsexperiment soll eine Vorhersage fiir die Mobilitit von Sr** im
trabekuldren Rattenknochen getroffen werden. Dieser Versuch kann zudem als
Grundlage fiir weitere 3D Modelle dienen, welche zum Replacement von
Tierenversuchen fithren. Somit leistet die vorliegende Arbeit einen Beitrag zur
Entwicklung von Alternativmethoden zum Tierversuch und stiitzt sich somit auf zwei

der 3R nach Russel und Burch (3R Prinzip - BfR 2021) .



1.2 Stand der Literatur

1.2.1 Knochenheilung bei Osteoporose

Der menschliche Korper eines Erwachsenen besteht aus 213 Knochen (Drake und Gray
2014), welche zwei Hauptaufgaben besitzen. Zum einen dienen sie als Stiitz- und
Halteapparat des menschlichen Kérpers und zum anderen als metabolisches Lager vor
allem fiir Calcium und Phosphat (Boskey und Coleman 2010). Der Knochen beherbergt
das Knochenmark, welches unter anderem fiir die Hamatopoese verantwortlich ist

(Liillmann-Rauch 2015).

Knochen ist aus verschiedenen Zellen und Extrazellularmatix aufgebaut. Die
Extrazellularmatrix besteht wiederum vorwiegend aus Kollagenfibrillen, Hydroxyapatit,
Proteoglykanen, Glykoproteinen und anorganischen Ionen. Die Kollagenfibrillen sind
im reifen Knochen zu Lamellenknochen organisiert. Des Weiteren gibt es noch
Geflechtknochen, in dem Kollagenbiindel geflechtartig vorliegen. Dieser entsteht
iiberall dort, wo schnelles Knochenwachstum auftritt, z.B. bei der Frakturheilung oder
in der Entwicklung von der Embryonalzeit bis ca. zum ersten Lebensjahr. Durch
Umbauprozesse wird dieser im Verlauf in Lamellenknochen umgewandelt (Liillmann-

Rauch 2015).

Makroskopisch besteht reifer Knochen aus Kompakta, der Rinde des Knochens, und
Spongiosa, dem schwammartigen Konstrukt, mit welchem er gefiillt ist. Kompakta
macht 80 % der Knochenmasse aus. Dagegen macht Spongiosa nur 20 % der Masse,
allerdings 80 % der Oberflaiche aus (Hadjidakis und Androulakis 2006). Im

Zwischenraum der pordsen Spongiosa findet sich das Knochenmark.

Histologisch bestehen Kompakta sowie Spongiosa aus Lamellenknochen. Dieser besteht
aus 3-5 pm messenden, gleichsinnig orientierten Kollagenfibrillen, den sogenannten
Lamellen. Eine flichige Anordnung der Lamellen findet man in der Spongiosa, wobei
hingegen in der Kompakta die Lamellen zu Osteonen, mit einem gefdfifithrenden
System, den Haver’schen und den Volkmann’schen Kanilen, angeordnet sind. In der
Spongiosa findet man keine gefaB3fithrenden Kanile. Die Versorgung erfolgt durch das
umliegende Mark (siehe Abbildung 1). Diese gefiBfiihrenden Kanile sind nicht mit den

Canaliculi der Osteozyten zu wechseln.



Kortikalis Spongiosa

Osteon

Havers-Kanal

Volkmann-Kanal

Abbildung 1: Aufbau des Knochens: Die Abbildung zeigt den mikrostrukturellen Aufbau
eines Knochens. Links im Bild sieht man die Kompakta. Im rechten Teil des Bildes die
Spongiosa. Des Weiteren sind ein Osteon und dessen Geféfversorgung iiber die Volkmann- und
Havers-Kanéle abgebildet (Modifiziert nach Huch und Jurgens 2019).

Knochen befindet sich in einem stindigen Umbauprozess. Dieser Prozess zwischen
Knochenauf- und -abbau beim Adulten wird als bone remodeling bezeichnet und wurde
erstmals 1990 von Frost beschrieben (Frost 1990). Physiologisch sind wéhrend des bone
remodelings knochenresorbierende Osteoklasten und knochenbildende Osteoblasten im
Einklang. So werden Knochenmasse und Stérke kontinuierlich reguliert (Boudin und

van Hul 2017).

Osteoblasten sind spezielle Knochenzellen, welche aus mesenchymalen Stammzellen
entstehen. Sie befinden sich im Verbund mit mehreren Osteoblasten an der
Knochenoberfliche, wo sie Kollagen I und weitere nichtkollagene Proteine sowie
Alkalische Phosphatase sezernieren, um die Knochensubstanz aufzubauen. Bei diesem
Prozess gehen die meisten von ihnen in Apoptose, andere mauern sich selbst in der
aufgebauten Knochensubstanz ein. Dabei bilden sich Lakunen, in denen sich die
Osteoblasten befinden, und feine Kanile, in welchen die dendritischen Fortsétze liegen.
Diese eingemauerten Osteoblasten nennt man Osteozyten (Kular et al. 2012). Wieder

andere der Osteoblasten findet man spdter als bone lining cells an der



Knochenoberflidche, von wo aus sie bei Bedarf wieder zu Osteoblasten generieren

(Bellido et al. 2013).

Osteozyten stellen den Hauptteil der Knochenzellen dar und kénnen als Koordinator der
Knochenhomgostase betrachtet werden. Neben der Steuerung der Osteoklasten tiber das
RANK/RANKL/OPG-System sind sie unter anderem als Mechanosensoren titig. Sie
sezernieren Sclerostin, welches die Knochenbildung hemmt. Des Weiteren kénnen sie

iiber FGF23 den Mineralhaushalt regulieren (Rupp et al. 2018; Crockett et al. 2011).

Bei den Osteoklasten handelt es sich um vielkernige Riesenzellen, welche aus
mononuklearen Vorlduferzellen entstehen. Sie sind auf der Knochenoberflidche und in
den Haver’schen Kanilen lokalisiert und bauen in Resorptionslakunen, den sogenannten
Howship-Lakunen, Knochensubstanz ab. Der eigentliche Reaktionsort wird als ruffled
border bezeichnet, ein Biirstensaum, iiber den die Knochensubstanz mithilfe eines

niedrigen pH-Wertes und Proteinen abgebaut wird (Kular et al. 2012).

Bone remodeling findet in unterschiedlichen Phasen statt. Zuerst kommt es zur
Resorption des vorhandenen Knochens durch Osteoklasten. Anschlieend folgt die
Bildung neuen Knochens durch Osteoblasten. Durch diesen Prozess kann die
Knochenarchitektur der mechanischen Belastung angepasst werden und koénnen

Mikrotraumen repariert werden (Frost 1990; Hadjidakis und Androulakis 2006).

Das bone remodeling wird auf zwei Wegen reguliert. Systemisch erfolgt die Regulation
iber Parathormon, welches die Calcium-Freisetzung fordert und die renale
Riickresorption von Calcium steigert sowie die renale Calcitonin-Produktion erhoht,
seinen Gegenspieler Calcitonin, welches den Calcium-Spiegel senkt, und weitere
Hormone wie Wachstumshormone, Glucocorticoide, Sexualhormone, IGFs,
Prostaglandine, TGF-8, BMP und Cytokine. Auf lokaler Ebene wird das bone
remodeling durch das OPG/RANKL/RANK-System reguliert (Hadjidakis und
Androulakis 2006).

Ist das bone remodeling gestort, kommt es zu einem erhohten Aufbau oder Abbau von
Knochenmasse, welche als Osteopetrose bzw. Osteoporose bezeichnet wird.
Osteoporose ist somit durch einen Verlust von Knochenmasse gekennzeichnet. Durch
den Verlust von Knochenmasse sind die Funktionalitdt und die Materialeigenschaften
des Knochen veridndert, weshalb sich die Frakturanfilligkeit erhoht (Consensus

development conference 1993).



Osteoporose ldsst sich in die postmenopausale sowie jene Mainner und Frauen
gleichwertig betreffende senile Osteoporose einteilen (Pietschmann und Peterlik 1999).
Eine mittels DXA gemessene um das 2,5-Fache reduzierte bone mineral density (BMD)
im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung spricht fiir eine Osteoporose (Leitlinie des
Dachverbands  der  Deutschsprachigen =~ Wissenschaftlichen  Osteologischen

Gesellschaften e.V.).

Knochen besitzt enorme Fahigkeiten in der Regeneration von Frakturen, Struktur- und
Stellungsanomalien sowie deren physiologische Funktion. Die Frakturheilung kann
einmal primér geschehen, indem lamellares Knochengewebe direkt generiert wird, oder
sekundir tiber die Bildung von Kallus. Dieser besteht aus Geflechtknochen und wird

spiter zu Lamellenknochen umgebaut (Liillmann-Rauch 2015).

Einige Faktoren fithren dazu, dass sich die Frakturheilung im osteoporotischen Knochen
von jener im gesunden Knochen unterscheidet. So zeigen sich Differenzen in der
Rekrutierung, Proliferation und Differenzierung von Vorlduferzellen, der
Revaskularisierung und auch die mechanische Empfindlichkeit spielt eine Rolle

(Cheung et al. 2016).

Verschiedene Artikel zeigen Unterschiede in den Eigenschaften von osteoporotischen
und gesundem Knochen auf. Dazu ist die Frakturheilung im osteoporotischen Knochen

beeintrachtigt (Augat et al. 2005; Kubo et al. 1999; Cheung et al. 2016).

Zur Frakturheilung sind systemische und lokale Regulatoren, die biologische
Umgebung (z.B. Vaskularisierung) und die mechanische Belastung wichtige

Voraussetzungen (Augat et al. 2005; Lee und Shin 2007b).

Nichtausgewachsene haben die grofite Heilungskapazitit. Die umgebenen
Voraussetzungen fiir Frakturheilung (Vaskularisierung, Periostdicke), systemische
Regulation durch Hormone und lokale Gegebenheiten entsprechen jenen des
Wachstums und bedingen somit bessere Voraussetzungen (Kawai et al. 1997; Augat et
al. 2005). Dies konnte in einem Versuch mit Ratten reproduziert werden (Ekeland et al.

2009).

Ein wichtiger Risikofaktor fiir Osteoporose ist das Lebensalter. Folglich steigt in einer
ilter werdenden Gesellschaft die Inzidenz der an Osteoporose Erkrankten. Die Anzahl
osteoporotischer Frakturen lag 2010 bei 3,5 Millionen. Fiir das Jahr 2025 werden bis zu
4,5 Millionen vorausgesagt (Hernlund et al. 2013).



Somit stehen diese Erkrankung und vor allem ihre Therapie im Interesse der aktuellen

Forschung.

1.2.2 Osteoporoseinduktion bei Versuchstieren

Ratten sind etablierte Versuchstiere in der Osteoporoseforschung. Dies resultiert aus der
hohen Reproduzierbarkeit der Osteoporose durch Ovarektomie (OVX). OVX schafft ein
Modell, welches mit der postmenopausalen Osteoporose des Menschen vergleichbar ist.
Sowohl die Menopause des Menschen als auch die OVX der Ratte induzieren einen
Ostrogenmangelzustand (Jee und Yao 2001; Omi und Ezawa 1995; Frost und Jee 1992).
Ein geringer Ostrogenspiegel korreliert mit Knochenmasseverlust und ist somit
mitverantwortlich fiir die postmenopausale Osteoporose (Canpolat et al. 2010). Einem
geringen Ostrogenspiegel folgt ein verindertes bone remodeling mit vermehrtem
Knochenabbau (Thompson et al. 1995). Der vermehrte Knochenabbau zeigt sich in
besonderem Mafle in spongiésem Knochen. Kortikaler Knochen spielt hingegen im
OVX-Modell eine geringere Rolle (Yoon et al. 2012). Ein weiterer Faktor ist das Alter
der Versuchstiere. Das remodeling rtiickt in den Vordergrund, sobald das
Knochenwachstum abgeschlossen ist. Dies zeigt sich bei Ratten nach etwa 9 Monaten
(Jee und Yao 2001). Somit spielen bei der Auswahl der Versuchstiere adulte Tiere eine
wichtige Rolle. Effekte der Osteoporoseinduktion offenbaren sich bei Ratten etwa nach

8 Wochen post OVX (Yoon et al. 2012).

Neben oder zusétzlich zur OVX als Osteoporoseinduktion ist auch eine Immobilisation
(IM) méglich. Dabei fithren z.B. induzierte Lihmungen von Nerven und Muskel oder
das Tragen von Bandagen zur Immobilisation einer Extremitét und somit zur Induktion
eines lokal begrenzten bone remodelings (Jee und Yao 2001). Weitere Moglichkeiten
der Osteoporoseinduktion bestehen durch Steroidapplikation oder genetische Knock-

outs (Komori 2015).



1.2.3 Strontium als Medikament in der Osteoporosetherapie

Zweiwertige Strontiumionen fithren zur Hemmung der Osteoklasten und zur Induktion
der Osteoblasten (Marie et al. 1993). Hierbei hat Strontium unterschiedliche Effekte im
gesunden und osteoporotischen Knochen. Es konnte eine deutliche Kallusbildung im
osteoporotischen Knochen im Vergleich zum gesunden Knochen gezeigt werden,
wodurch es sich speziell zur Therapie osteoporotischer Frakturen eignet (Hegde et al.

2016).

In den 1950er Jahren kam Strontium nach einer Studie von Shorr und Carter erstmals in
der Osteoporosetherapie zum Einsatz. Aufgrund der notwendigen hohen Dosis und
damit einhergehender starker Nebenwirkungen verlor es rasch an klinischer Bedeutung
(SHORR und CARTER 1952). Erst im Jahr 2004 erlebte es als Strontiumranelat seine
Wiederkehr. Strontium wurde in Form von Strontiumranelat zur oralen Therapie der
Osteoporose eingesetzt (Meunier et al. 2004). Durch eine geringere Dosierung, die eine
Komplexierung mit Ranelinsdure erméglicht, sollten Nebenwirkungen verringert
werden. Aufgrund erneut aufgetretener Nebenwirkungen und fallender Absatzzahlen
kam es 2017 zu einem Produktionsstopp von Strontiumranelat (Schwabe et al. 2017;
Servier Deutschland GmbH vom 13.05.2013). Aktuell ist Strontiumranelat auf dem
Markt nicht mehr erhiltlich. Um die hohen Nebenwirkungen von Strontium in der
oralen Therapie zu umgehen, bietet sich bei osteoporotischen Frakturen der lokale
Einsatz an, z.B. in Form strontiumhaltiger Knochenersatzmaterialien (Saint-Jean et al.

2005; Schumacher et al. 2013; Kruppke et al. 2020; Harrison et al. 2021).



1.2.4 Funktionalisierung von Implantaten mit Wirkstoffen

Samtliche Implantate aus korpereigenem Material werden als sogenannte Aufografts
bezeichnet (Lofgren et al. 2000). Das korpereigene Reservoir an Knochenersatz-
materialien ist aufgrund von Komorbidititen wie Schmerzen, Infektionen, Blutungen
etc. begrenzt (Bajammal et al. 2008; Baroli 2009). Eine weitere Moglichkeit besteht in
der Verwendung von Allografts, dabei handelt es sich um Implantate gleicher Spezies,
oder Xenografts, anderer Spezies (Lofgren et al. 2000). Hierbei bestehen Gefahren, wie
die Ubertragung von Krankheiten oder AbstoBungsreaktionen. Aus diesem Grund wird
seit einiger Zeit versucht, synthetische Implantate zur Fiillung von Knochendefekten
kritischer Grofe zu entwickeln. Dabei zeigt sich derzeit eine Bandbreite an organischen,
anorganischen sowie Komposit-Materialien. Calciumphosphat stellt wegen seiner
Biokompatibilitit sowie Abbaufihigkeit eine hervorragende Variante dar (Ducheyne
und Qiu 1999; Dorozhkin 2010). Es besteht eine hohe Ahnlichkeit zu der mineralischen
Phase des Knochens (Parent et al. 2017). Allen synthetischen Knochenersatzmaterialien
fehlen allerdings Faktoren, welche das Knochenwachstum beeinflussen. Ein
wachsendes Feld besteht daher darin entsprechende Knochenersatzmaterialien mit
Wirkstoffen zu kombinieren (Lee und Shin 2007a). Somit stellt die Kombination aus
Knochenersatzmaterial mit Strontium als therapeutisches Agens bei osteoporotischen

Frakturen ein vielversprechendes Modell dar (Schumacher et al. 2013).



1.2.5 Freisetzung von Wirkstoffen aus Implantaten

Die Freisetzung des Wirkstoffes aus dem Implantat stellt die Grundvoraussetzung fiir
dessen Aufnahme am Zielort und die davon abhéngige Wirkung des Stoffes dar. Oft ist
eine kontinuierliche Freisetzung aus dem Implantat in das Medium ein tiefergreifendes
Ziel (Robinson und Lee 1987). Um die Freisetzungskinetik von Wirkstoffen aus
Knochenzementen zu ermitteln, sollte eine kontinuierliche Messung {iiber eine
bestimmte Zeit erfolgen. Aus den ermittelten Daten kann der Mechanismus der
Freisetzung abgeleitet werden. Hierzu werden geeignete mathematische Modelle zur
Beschreibung der Freisetzungskinetik gesucht, um Geschwindigkeitskonstanten fiir das

freizusetzende therapeutische Agens zu errechnen (Dash et al. 2010).

Neben den graphischen Darstellungen, die die Reaktionskinetiken der Reaktion 0. sowie
1. Ordnung visualisieren, existiert eine Vielzahl an Modellen, welche die
Freisetzungskinetik eines therapeutischen Agens beschreiben, z.B. jene von Huguci,
Korsmeyer et al.oder Kopcha et al., auf die nachfolgend niher eingegangen wird

(Bruschi 2015; Malekjani und Jafari 2021).
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Abbildung 2: Reaktion 0. und 1. Ordnung sowie Freisetzungskinetiken verschiedener
komplexer Modelle: (A) Reaktion 0. Ordnung, (B) Reaktion 1. Ordnung, (C) Higuchi, (D)
Hixson-Crowell, (E) Korsmeyer-Peppas (Modifiziert nach Bruschi 2015; Malekjani und Jafari
2021)



Reaktion 0. Ordnung

Die Reaktion nullter Ordnung beschreibt das Reaktionsverhalten bzw. Loseverhalten

tiber die Zeit unabhéngig von der Konzentration.

Stellt man den Konzentrationsverlauf einer Reaktion nullter Ordnung graphisch in

Abhingigkeit der Zeit dar, verlduft der Graph linear (s. Abbildung 2).
M=M,—k -t )
M = Konzentration zur Zeit t [mol/L]
M,= Anfangskonzentration [mol/L]
k = Geschwindigkeitskonstante
t = Zeit [t]

Diese Art der Freisetzung ist z.B. gewiinscht, wenn ein therapeutisches Agens tiber
einen lidngeren Zeitraum freigesetzt werden soll. Ein Beispiel aus der Medizin fiir eine
gewiinschte, verldngerte und kontinuierliche Freisetzung wire die Agensabgabe iiber

ein transdermales Pflaster.

Reaktion 1. Ordnung

Die Freisetzungsrate des therapeutischen Agens iiber die Zeit ist abhingig von der

Konzentration. Die Kurve verlduft exponentiell.
M=M,-e*" )
M = Konzentration zur Zeit t [mol/L]
M,= Anfangskonzentration [mol/L]
k = Geschwindigkeitskonstante
t=Zeit [t]

Diverse therapeutische Systeme weisen eine Freisetzung nach einer Reaktion erster

Ordnung auf.



Arthur Amos Noyes und Willis Rodney Whitney stellten 1897 eine Gleichung zur
Losungsgeschwindigkeit von Feststoffen auf (Noyes und Whitney 1897).

aM _ -D-A

dat  «x

“(ec) ®)

dMt/dt = Menge an Feststoff [mol], welche pro Zeit in Losung geht
D = Diffusionskoeffizient [m%/s]
A = Oberfliche des Feststoffes [m?]
x = Dicke des Feststoffes [m]
¢, = Sittigungskonzentration [mol/L]
¢, = Konzentration des geldsten Feststoffes im Medium [mol/L]
Die Gleichung besagt, dass die Menge an Feststoff, welche pro Zeit in Losung geht,

proportional zu der Oberfliche und der Differenz aus der Sattigungskonzentration und

der Konzentration der umgebenden Losung ist.

Die damit ermittelbare Auflosegeschwindigkeit wird laut der Gleichung von Noyes und
Whitney durch Diffusion bestimmt. Die Gleichung beruht auf der Annahme, dass sich
an der Oberfliche des Implantats, direkt nach Auflosen des Wirkstoffes, eine gesittigte
Losung bildet, welche in die Peripherie diffundiert (Lippold et al. 2017).



Higuchi

1961 stellte Higuchi das erste Modell zur Freisetzung eines Wirkstoffes aus einer
Matrix auf (Higuchi 1963). Seine ersten Berechnungen fithrte er an
Freisetzungsuntersuchungen von Therapeutika in Salbengrundlage (diinne Filme) durch

(Higuchi 1961).

Das Modell beschreibt die Freisetzung in Abhéngigkeit von der Quadratwurzel der Zeit
t.

== D@ey— st )

M = Wirkstoffmenge [mol]

A = Fliche [m’]

t=Zeit [s]

C, = Anfangskonzentration [mol/L]
Cs = Sattigungskonzentration [mol/L]
D = Diffusionskoeffizient [m?/s]

M beschreibt die pro Zeit t freigesetzte Wirkstoffmenge pro Fliche A, D den
Diffusionskoeffizienten und C, die Anfangskonzentration des Wirkstoffes bzw. cs die

Sattigungskonzentration. Die Gleichung ist giiltig fiir diinne Filme.

Aus der vereinfachten Higuchi-Gleichung ldsst sich schliefen, dass sich die Menge an
freigesetztem therapeutischem Agens proportional zur Quadratwurzel der Zeit verhalt.

(Bruschi 2015)
M=k t (5)
M = Anteil an freigesetztem therapeutischem Agens [mol/L]
k = Freisetzungskonstante

t=Zeit [s]



Hixson-Crowell

Das von Hixson und Crowell (Hixson und Crowell 1931) entwickelte Modell beschreibt
die Losungsgeschwindigkeit, welche abhingig vom Volumen der Partikel bzw. Tablette

ist (Dash et al. 2010) .
My - VM =k - t (6)
My= Menge des therapeutischen Agens zur Zeit 0 [g]
M = geloste Masse zur Zeit t [g]
k = substanzspezifische Konstante [gm/s]

= Zeit [s]

Korsmeyer-Peppas

1983 wurde durch Korsmeyer, Gurny, Doelker, Buri und Peppas eine allgemein giiltige
Formel zur Freisetzungskinetik eingefiihrt. Diese ist auch als Korsmeyer-Peppas-Modell

bekannt (Korsmeyer et al. 1983).

Die Berechnungen wurden am Freisetzungsverhalten aus Polymeren durchgefiihrt

(Bruschi 2015).

L A (7

M,
M, /M., = Anteil des freigesetzten Wirkstoffes [mol/m’]
k = Geschwindigkeitskonstante [ mol/(m*h)]
t = Zeit [h]
n = Freisetzungsexponent

Dabei stellt M,/M,, den Anteil des freigesetzten Wirkstoffes zu der Zeit t dar. k ist die

Geschwindigkeitskonstante und n der Freisetzungsexponent.

Der Freisetzungsexponent n spezifiziert den Freisetzungsmechanismus. Unter Annahme

Fick’scher Diffusion entspricht n = 0,5 fiir diinne Filme.



Freisetzungsexponent, n Freisetzungsmechanismus

0,5 Fick’sche Diffusion
0,5<n<l1 Anormaler Transport
1 Konstante Freisetzung

Tabelle 1: Exponent n der Korsmeyer-Peppas-Gleichung: Die Tabelle zeigt den Exponenten
n der Korsmeyer-Peppas-Gleichung in bestimmten Freisetzungsmechanismen bei diinnen
Filmen (Modifiziert nach Dash et al. 2010).

Liegen die Werte zwischen diesen Grenzen, spricht man von anormalem Transport, bei

dem Diffusion und Erosion nebeneinander vorliegen.

In den letzten 30 Jahren konnten ausgesprochen grofle Fortschritte im Bereich der
kontrollierten Freisetzung therapeutischer Agenzien erzielt werden. Ein gut
beschriebenes Freisetzungsverhalten bietet eine ideale Ausgangssituation fur die
Konzentration und Darreichungsform des therapeutischen Agens. Mathematische
Freisetzungsmodelle sind wichtig um pharmazeutische Losungen fiir optimale Systeme
der therapeutischen Agenzien zu finden. Sie ermdglichen Geschwindigkeitskonstanten

zu ermitteln.




1.2.6 Wirkstoffnachweis im Knochen

Im zweiten Teil der Arbeit soll nach erfolgter Freisetzung des Wirkstoffes seine

Diffusion in den trabekulidren Knochen gezeigt werden.

Aktuell sind wenige analytische Methode verfiigbar, welche es ermdglichen die

Wirkstofffreisetzung im Knochen in vivo zu verfolgen.

Aw et al. konstruierten einen 3D-Knochen-Bioreaktor mit echtem Knochen, um die
Mobilitdt von Rhodamin B ex vivo mittels Fluoreszenz-Mikroskopie zu detektieren (Aw

etal. 2012).

Eine andere Moglichkeit ist es ausgesprochen hohe Konzentrationen an Wirkstoff
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) aufzuzeichnen. Auch dies bringt neben der
unabdingbar hohen Wirkstoffkonzentration weitere Einschrinkungen mit sich, wie z.B.
einen geringen Zeitraum zur Detektion oder eine Verfédlschung der Ergebnisse durch die
Kopplung an Marker und deren Diffusionsverhalten (Giers et al. 2014). Somit bleibt zur
Detektion kleiner Konzentrationen die Untersuchung post mortem. Eine geeignete
Methode stellt die Massenspektrometrie dar (Rohnke et al. 2017; Caprioli 2015). Zur
Detektion anorganischer Agenzien, wie z.B. Strontium eignet sich ,, inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). Dazu ist eine Probenvorbereitung am Ende des
Tierversuches unerldsslich. Es werden kleine Proben des Knochen in Séure geldst und
der Gehalt an therapeutischen Agens mittels ICP-MS bestimmt (Mani-Varnosfaderani et
al. 2016). Diese Weise erméglicht die absolute Konzentration an therapeutischen Agens
in der Knochenprobe zu bestimmen. Allerdings ist dadurch die laterale Ausldsung sehr
gering (ca. 2 mm), da makroskopische Knochenabschnitte pripariert werden miissen.
Eine gute Alternative bietet die bildgebende Massenspektrometrie, hier Flugzeit-
Sekundirionen-Massenspektrometrie  (Time-of-Flight ~ Secondary — lon  Mass
Spectrometry/ToF-SIMS). Es handelt sich um eine semiquantitative Methode, welche
aufgrund einer hohen lateralen Auflosung von 100 nm der ICP-MS mit einer lateralen
Auflosung von 2 mm, gemél der o.g. Versuchsaufbaus, iiberlegen ist (Vickerman und
Briggs 2013). Dass es sich um eine semiquantitative Methode handelt, bedeutet, dass
nicht die absolute Konzentration des therapeutischen Agens bestimmt werden kann,
jedoch erhaltene Zihlraten an unterschiedlichen Proben absolut miteinander verglichen
werden kénnen. Zudem eignet sich die Bestimmung mittels [CP-MS nur wenn es sich

um anorganische Wirkstoffe wie Strontium handelt. Fir die Bestimmung mittels ToF-



SIMS wiren auch organische Agenzien geeignet. Im speziellen Fall von Strontium wiére

z.B. Mikro-Réntgen moglich (Rohnke et al. 2017).

Der Einsatz des ToF-SIMS erméglicht es Daten zur semiquantitativen
Strontiumkonzentration und zur rdumlichen Verteilung zu generieren und somit einen

Diffusionskoeffizienten zu ermitteln.

Hierzu werden Messdaten der Intensitédt von Strontiumionen nicht nur an der Oberfléche
des Knochens gemessen, sondern auch in tieferen Schichten, indem Knochenmaterial
durch eine O,-Sputterquelle abgetragen wird. AnschlieBen kann die Tiefe des dabei

entstandenen Kraters z.B. mittels Konfokalmikroskopie ausgemessen werden.

Anhand der Informationen iiber die Intensititen von Strontium sowie der Kratertiefe
kann ein Diagramm erstellt und der Diffusionskoeffizient ermittelt werden (siehe
Abbildung 3). Die Grundlage zur Berechnung des Diffusionskoeffizienten bietet das 2.
Fick’sche Gesetz. Die Verwendung der Gleichung des 2. Fick’schen Modells ist eine

mogliche Losung zur Ermittlung des Diffusionskoeftizienten (Gleichung 8).



Abbildung 3: 2. Fick’sches Gesetz: Die Abbildung zeigt ein Modell des 2. Fick’schen
Gesetzes. Dies beschreibt die Freisetzung aus einer unerschopflichen Quelle in den
halbunendlichen Raum. Es ist die Intensitét (Zahlrate) gegen die Kratertiefe aufgetragen.

e = yo + - (1= erf 12) ®)

¥o = Hintergrundintensitit an Sr** [Anzahl]

¢y = Konzentration an Sr** aus unerschopflicher Quelle [1 mol/L] / [Anzahl]
¢(x) = Intensitit an Sr** zur jeweiligen Kratertiefe [Anzahl]

x = Ortskoordinate Sputtertiefe [m]

xp = Krateroberfldche [m]

D = Diffusionskoeffizient [m%/s]

t = Diffusionszeit [s]

(Rohnke et al. 2017; Crank 1976)



2. Material und Methoden

Die Arbeit basiert auf zwei wesentlichen Experimenten. Im ersten Experiment wird die
Auflosung des Knochenzements in vitro untersucht. Hierzu wurden gepresste
Knochenzementtabletten in verschiedene Losungsmittel gegeben (demineralisiertes

Wasser, Zellkulturndhrmedium) und ihr Aufloseverhalten aufgezeichnet.

2.1  Loslichkeitsexperiment

2.1.1 Zementprobe

Als Probe diente eine Tablette aus strontiumhaltigem Calciumphosphatzement (CPZ-
Tablette), mit einem Durchmesser von 11 mm und einer Dicke von 2 mm. Die

Massenanteile der Mischkomponenten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Mischungskomponenten Formel Massenanteil w; [%]
Alpha-Tricalciumphosphat a-Ca3(POy)> 58,0
Calciumhydrogenphosphat CaHPOg4 24,0
Strontiumcarbonat SrCO; 8,5

Hydroxylapatit Cajo(PO4)s(OH), 8,5

Tabelle 2: Zusammensetzung der Zementprobe : Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung
der Zementprobe (Schumacher et al. 2013).
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2.1.2 Aufbau der Versuchsapparatur, verwendete Materialien und

Durchfithrung

Magnetrilhrer mt
Heizplatte und
Temperaturfithler

Glashalterung fir
CPZ-Tablette

‘ CPZ-Tablette |

Magnetrithrstab

Abbildung 4: Versuchsaufbau: Die Abbildung =zeigt den Versuchsaufbau des
Loslichkeitsexperiments, in dem N#hrmedium bzw. Wasser mittels Magnetrithrer mit
Heizfunktion auf 37 °C temperiert wurde. AnschlieBend wurde die CPZ-Tablette, welche sich in
einer speziellen Haltung befindet, eingetaucht.

Die CPZ-Tablette wurde in eine speziell angefertigte Glashalterung, mit Hilfe von
UHU-Alleskleber (UHU GmbH, Biihl, Deutschland), geklebt. Dadurch wurde erreicht,
dass nur die Oberseite der Tablette an der Auflosung teilnimmt. Die Oberfliche der
Probe schloss biindig mit der Glashalterung ab, welche sich in einem Polypropylen-
Becherglas befand. Als Losungsmittel wurden 250 ml Nédhrmedium (Minimal Essential
Medium Eagle Jolik Modifikation, MEM M&8028, Sigma-Aldrich Produktnummer:
M8028-500ml, Inhalt siehe Tabelle unten), welches mit einer Antibiose aus Penicillin
und Streptomycin (10,000 Units Penicillin und 10 mg Streptomycin/mL,
Produktnummer: P4333-20ml, Sigma-Aldrich) versetzt wurde, genutzt.

Nachdem das Nihrmedium mit einem Magnetriihrer mit Heizfunktion (MR Hei-
Standard, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) auf 37 °C temperiert worden
war, startete der Versuch mit dem Eintauchen der Probe. Ab diesem Zeitpunkt wurden
in regelmiBigen Abstinden, tiber 10 Tage, 5 ml des Ndhrmediums iiber einen

Spritzenfilter (0,2 pm Polypropylenmembran, VWR Internationals, USA) entnommen.

21



Die entnommenen 5 ml Probevolumina wurde gegen 5 ml frisches Ndhrmedium,
welches ebenfalls mit Antibiotika im gleichen Mischungsverhiltnis versetzt worden war,
ausgetauscht. Das Becherglas wurde durch Parafilm (Pechiney Plastic Packaging,

Chicago, USA) verschlossen, um die Verdampfung des Nahrmediums zu reduzieren.
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Bestandteil

Konzentration ¢ [g/L]

Magnesiumchlorid « 6H,O 0,2
Kaliumchlorid 0,4
Natriumbicarbonat 2
Natriumchlorid 6,5
Natriumdihydrogenphosphat 1,154
L-Arginin « HCI 1,26
L-Cystin « 2HCI 0,0324
L-Glutamin —
L-Histidin « HCI « H,O 0,042
L-Isoleucin 0,052
L-Leucin 0,052
L-Lysin « HCI 0,0725
L-Methionin 0,015
L-Phenylalanin 0,032
L-Threonin 0,048
L-Tryptophan 0,01
L-Tyrosin * 2Na « 2H,0 0,05452
L-Valin 0,046
Cholinchlorid 0,001
Folsdure 0,001
Inosit 0,002
Nikotinamid 0,001
Pantothensiure 0,001
Pyridoxin 0,001
Riboflavin 0,0001
Thiamin « HCI 0,001
Glucose 2
Phenolrot 0,011
L-Glutamin 0,292

Tabelle 3: Zusammensetzung des Nihrmediums: Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung
des Nahrmediums Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Joklik Modification gemaf
Herstellerangaben.
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2.1.3 Sr*'-Konzentrationsbestimmung mittels ICP-MS

Zur Ermittlung der Wirkstofffreisetzung wurde das entnommene Probenmaterial auf
seinen Gehalt an Strontium mittels ,,inductively coupled plasma mass
spectrometry“ (ICP-MS, Element 2, Thermo Fisher) untersucht. Die entnommenen
Aliquote wurden nach der Entnahme gewogen, mit konzentrierter Salpetersdure bei
60 °C aufgeschlossen wund 1:1000 verdiinnt. AnschlieBend wurde die
Strontiumkonzentration mittels ICP-MS bestimmt. Zur Kalibrierung wurden

Kalibrierlgsungen mit 50, 100, 500, 1000, 5000 ppt Sr** genutzt.

Der beschriebene Versuch wurde unter gleichen Bedingungen auch in vollentsalztem
Wasser (Milli-Q, Merck-KGaA) als Losungsmittel durchgefiihrt. Der Versuch konnte in

beiden Medien jeweils dreimal reproduziert werden.

Die gewonnenen Daten wurden in einem Diagramm jeweils nach der Konzentration

gegen die Zeit aufgetragen.
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2.1.4 Uberpriifung der Oberflichenbedeckung durch UHU-Alleskleber

Um sicherzugehen, dass nur eine Flidche der Tablette Kontakt zum N&hrmedium hat und
kein Strontium durch den UHU-Alleskleber diffundiert, wurde eine Tablette komplett
mit UHU-Alleskleber benetzt und 10 Tage in der Halterung in Millipore® Wasser
eingetaucht. Die ICP-MS-Messungen ergaben, dass  keine erhohte
Strontiumkonzentration in dem Wasser zu finden war. Somit konnte gezeigt werden,
dass wihrend des Versuchs kein Strontium iiber die eingeklebte Seitenfliche bzw. die
eingeklebte Unterseite freigesetzt wird, sondern nur tiber die frei zugingliche obere
Seite der Tablette. Somit betrug der Durchmesser der Oberfliche, welche an der

Diffusion teilnahm, d = 11 mm.
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2.2 Diffusionsexperiment

2.2.1 Versuchstiere

Fir die Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren wurde die Genehmigung
(Aktenzeichen V 54 — 19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/28 Nr. 45/2015) fuir das Versuchsvorhaben
,.Knochenheilung im osteoporotischen Femur eingeholt. Der Antrag wurde im Rahmen
des Sonderforschungsbereichs Transregio 79 gestellt. Unter dem Versuchsvorhaben
,,Knochenheilung im osteoporotischen Knochen“ wurden die linken Femora der
Versuchstiere osteotomiert und im Anschluss eine Osteosynthese, unter der
Verwendung neuer Knochenersatzmaterialien fiir den osteoporotischen Knochen,
durchgefiihrt. Fiir die Experimente, auf denen die angefertigte Arbeit beruht, wurden

ausschlieBlich die rechten Femora der Tiere verwendet.

Es wurden Femora zweier Gruppen untersucht — bei den Versuchstieren einer Gruppe
wurde Osteoporose induziert (OVX), bei der anderen Gruppe handelte es sich um eine
Kontrollgruppe (SHAM). Die Versuchstiere wurden im zentralen Tierlabor der
Universitdt Gielen gehalten. Die Femora stammen aus weiblichen Sprague-Dawley-
Ratten (Charles River Laboratories, Research Models and Services Germany, Sandhofer
Weg 7, 97633 Sulzfeld). Im Alter von 10 Wochen wurde der OVX-Gruppe, zur
Induktion einer Osteoporose, eine Kombination aus einer bilateralen Ovarektomie und
einer defizitiren Diit zugefiihrt. Diese Didt weist einen Mangel an Vitamin D2/D3,
Vitamin K sowie Calcium auf (Fa. Altromin). Bis zur Euthanasie wurde bei den
Versuchstieren somit tiber 15 Wochen eine Osteoporose induziert. Im Rahmen des
Versuchs zur ,Knochenheilung des osteoporotischen Femurs* wurden die linken

Femora aller Versuchstiere aus beiden Gruppen nach 84 Tagen osteotomiert.
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Abbildung 5: Tiermodell OVX: Die Abbildung zeigt den zeitlichen Ablauf des Tiermodells
der osteoporotischen Gruppe von Beginn der Osteoporoseinduktion (Tag 0), iiber die
Osteotomie (Tag 84) bis zur Euthanasie (Tag 105).

Bei der Kontrollgruppe (SHAM) wurde keine Osteoporose induziert. Die Tiere der
Kontrollgruppe wurden zur besseren Vergleichbarkeit laparotomiert. Die Ovarien
wurden dabei nicht entfernt. Als Futtermittel wurde ihnen eine Standarddiét ad libitum

(Altromin 1320) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 6: Tiermodell SHAM: Die Abbildung zeigt den zeitlichen Ablauf des Tiermodells
der Kontrollgruppe angefangen mit der Laparotomie (Tag 0), iiber die Osteotomie (Tag 84) bis
zur Euthanasie (Tag 105).
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2.2.2 Préparation der Rattenknochen

Nach 15 Wochen wurden die Versuchstiere euthanasiert. Die Femora wurden

freiprépariert und anschlieBend wurde das Weichteilgewebe entfernt.

2.2.3 Herstellung der Schliffe

Die nativen Femora wurden zur besseren Lagerung bei -80 °C eingefroren und
anschlieBend vor der Weiterverarbeitung in 4%igem Formalin fixiert, dehydriert und in
Methylmethacrylat (Technovit 9100, Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet.
Das Femur wurde quergeschnitten und es wurden einzelne Blocke erstellt. Aus diesen
Blocken wurden ca. 50 um dicke Knochenschliffe hergestellt und anschliefend plan
geschliffen.

28



2.2.4 Eindiffusion von Sr*"

Es wurden verschiedene Eintauchzeiten der Schliffe in Strontiumchloridlosung getestet.
Als Optimum hat sich eine Eintauchzeit von 10 min erwiesen. Die angefertigten
Knochenschliffe wurden 10 min in 1 mol/L wdssriger Strontiumchloridlosung
eingetaucht, im Anschluss mit destilliertem Wasser abgespiilt und im Exsikkator tiber

Nacht getrocknet.

1 mol/L SrCl,

Abbildung 7: Eindiffusion von Sr**: Die Abbildung zeigt den Objekttriger mit aufgebrachtem
Probenmaterial, welcher in 1 mol/L SrCl,-Lésung eingetaucht ist.

Die Eintauchzeit von 10 min erwies sich als am besten geeignet, da nach anderen
Eintauchzeiten (1 h, 5 h) St*" bereits zu tief in den Knochenschnitt (60 um) diffundiert
war, sodass am Ende der Messung immer noch Strontium detektierbar war, welche
deutlich tiber der Hintergrundkonzentration lag. Nach einer Eintauchzeit von 10 min
wurde die auf dem Objekttrager aufgebrachte Probe aus SrCl,-Losung entfernt und mit

vollentsalztem Wasser abgespiilt und anschlieend iiber Nacht im Exsikkator getrocknet.

Da auf einem Knochenschnitt die Reproduzierbarkeit der Diffusionsprofile gezeigt
werden konnte, ldsst sich beweisen, dass die Diffusion nach der Eintauchzeit gestoppt

werden kann.
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2.2.5 Methode ToF-SIMS zur Detektion des therapeutischen Agens Sr**

Die Flugzeit-Sekundirionen-Massenspektrometrie (ToF-SIMS) hat als bildgebende
Methode in den letzten Jahren immer mehr Einzug in die Lebenswissenschaften
gehalten. Sie bietet die Moglichkeit rdumlicher Auflgsung aller Elemente verschiedener
fester anorganischer sowie organischer Materialien. Dabei verfuigt sie tiber eine hohe
Ortsauflésung von bis zu 50 nm und die Moglichkeit kleiner Nachweisgrenzen im ppb-

Bereich.

ToF-SIMS bezeichnet die Kopplung einer SIMS (Sekundérionen-Massenspektrometrie)
mit dem ToF(Flugzeit/Time of Flight)-Analysator.

Bei der SIMS wird das Probenmaterial mit Primérionen beschossen. Die
Primérionenquelle wird auch LMIG (liquid metal ion gun) genannt. Der Emitter besteht
aus Bismut. Aus dem erzeugten Ionenstrahl kénnen Bismut-Ionen (Bi") oder Bismut-
Cluster (Bi3+, Bis™, Bis, Bi7+) separiert werden. Des Weiteren ist auch die Verwendung
von Fullerenen (C60) moglich. Bei allen Messungen, welche fiir die vorliegende Arbeit

durchgefiihrt wurden, wurde ein Bi; -Ionenstrahl verwendet.

(A) B)

Abbildung 8: Schematische Darstellung zur Emission von Sekundirionen: (A) Das
Primérion (orange) trifft auf die Oberfliche des Probenmaterials. (B) Das Primédrion dringt
wenige Atomschichten (5-10 nm) in das Probenmaterial ein und 16st eine StoBkaskade aus, bei
der Ionen der ersten ein bis zwei Monolagen (dunkelblau) Sekundérionen emittiert werden.

Der Bi; -Primérionenstrahl wurde in einem angelegten elektrischen Feld auf das
Probenmaterial beschleunigt und dringt wenige Atomlagen tief in das Material ein. Die
Teilchen der ersten ein bis zwei Monolagen erhalten geniigend Energie, um aus dem
Probenmaterial herausgelost zu werden und dieses zu verlassen. Durch die Ionisation

der Atome des Probenmaterials entstehen je nach Probenmaterial meist einfach positiv
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oder negativ geladene Ionen, wie z.B. Sr’. Die entstandenen Sekundirionen bewegen

sich nun im angelegten elektrischen Feld in Richtung Analysator.

Entsprechend der angelegten Vorspannung des Analysators konnen so relevante lonen
,eingesaugt® und detektiert werden. Hier werden die ankommenden Ionen nach
steigender Zeit aufgezeichnet. Anschlieend folgt die Umrechnung auf die Masse. Die
entstandenen Sekundirionen werden gemél ihrer Masse-zu-Ladungsverhiltnis m/z im
Detektor aufgezeichnet. Doppelt geladene lonen werden bei halber Masse aufgezeichnet,
da diese mehr Energie aufweisen und sich schneller im elektrischen Feld bewegen
(IONTOF 2019; Vickerman und Briggs 2013).

Intensitat

Primérionenquelle
zB.Bi/ A

Vakuum @ . schweres lon

Probenhalter mit Probe

Abbildung 9: Schematische Darstellung der ToF-SIMS: Der Primérionenstrahl trifft auf das
Probenmaterial und fiihrt zur Emission von Sekundirionen. Die Geschwindigkeit der
Sekundirionen unterscheidet sich auf der Flugstrecke aufgrund ihrer Masse. Die
Geschwindigkeit leichter Ionen ist hoher als die schwerer Ionen (Modifiziert nach IONTOF
2019).

Dadurch lassen sich Massenspektren mit den Sekundérionen aufgetrennt nach Masse-

zu-Ladungsverhiltnis erstellen.
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Abbildung 10: Massenspektrum (m/z) 0 bis 100: Die Abbildung zeigt ein Massenspektrum
einer in Sr** eingetauchten Knochenprobe mit einem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis [m/z] von 0
bis 100 (Modifiziert nach Henss et al. 2015).
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Abbildung 11: Massenspektrum (m/z) 86 bis 89: Die Massenspektren der in Sr**
eingetauchten Knochenproben zeigen den Sr'-Peak bei dem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis [m/z]
87,75.

Es besteht die Moglichkeit die gesamte Oberflache bzw. einen definierten Bereich der
Probe zu scannen und somit aus den gewonnenen Daten ein zweidimensionales Bild der

Oberfldche zu erstellen. Dies wird als Massenbild bezeichnet.
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Abbildung 12: Sr'-Massenbild: Im linken Bild sieht man das Femur einer Ratte im
Querschnitt (Sr'-Signals). Es wurde ein Trabekel ausgewihlt, um ein Tiefenprofil zu erstellen
(rechts oben). An dieser Position wurde eine 3D-Rekonstruktion des Tiefenprofils erstellt
(rechts unten).
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Des Weiteren ist es moglich mit einer zweiten, deutlich intensiveren lonenquelle
(Sputterquelle), welche schrittweise lokal die oberen Atomlagen abtrigt und somit einen

Krater in das Probenmaterial schief3t, ein sogenanntes Tiefenprofil zu erstellen.

— Sr#

Intensitat

10% i

10*

10% 10°
M i,

b
g RPN

10? 10?

0 2000 4000 Sputter — Zeit [s]

Abbildung 13: Tiefenprofil: Die Abbildung zeigt die Intensitéit der St - (blau) sowie Ca-

Signale (griin), aufgetragen gegen die Sputter-Zeit [s]. Der Ort der Aufnahme wurde in
Abbildung 12 markiert.

Das gleichbleibende Calciumsignal spricht fiir eine homogene Knochenstruktur in dem
Bereich, in welchem das Tiefenprofil erstellt wurde. Das abnehmende Strontiumsignal

spricht fiir eine abnehmende Intensitit an Strontium in tieferen Knochenschichten.

Aus den ermittelten Daten kann eine dreidimensionale Darstellung des Knochens

konstruiert werden.
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(A) (B)

Abbildung 14: 3D-Rekonstruktionen aus Tiefenprofilen:

(A) Calciumverteilung eines Anschnittes eines Knochentrabekels

(B) Strontiumverteilung eines Knochenausschnittes
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2.2.6 Messmodi ToF-SIMS

Zur Messung der Proben wurde ein ToF-SIMS 5 (Firma IONTOF GmbH, Miinster)
verwendet. Die hergestellten Proben mussten trocken, vakuumstabil und ihre

Oberfliche frei von Fett- und Staubschichten sein.

Als Primirionen wurden 25 keV Bi;"-Cluster mit 25 keV Energie verwendet. Der
Analysenstrom wurde mit 0,16 — 0,32 pA gemessen. Es wurde zum Materialabtrag eine
0, -Sputterquelle mit der Energie von 1 keV genutzt, da mit O,  die
Ionisierungswahrscheinlichkeit fiir Ca’, Sr* groBer ist. Die Strome der Sputterquelle

wurden mit 332 — 347 nA gemessen.

Fur die zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten relevanten Messungen wurden

folgende Messmodi verwendet.

Zur Erstellung der Tiefenprofile wurde mit der Sputterquelle ein Krater mit einer
Grundfliche von 150 x 150 pm® geschossen. Die mittels Primirionen abgerasterte
Analysenfliche betrug 75 x 75 um’ in der Kratermitte. Die Zyklenzeit war 60 ps. Es
wurde der non-interlaced mode verwendet. Hierfiir wurde 10 s Material mit der O,'-
Sputterquelle abgetragen, anschlieBend 5 s pausiert, um mit einer niederenergetischen
Elektronenquelle die Probenaufladung zu kompensieren. Die erzielte Massenauflosung

fiir das Ca*-Signal m/Am (FWHM) betrug fiir alle Messungen > 4400.

Fiir die Auswertung wurde die Software Surface Lab 6.6 (IonToF GmbH, Miinster,
Deutschland) benutzt.
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2.2.7 Konfokalmikroskopie

Unter der Annahme, dass sich die Tiefe der Sputterkrater linear zur Sputter-Zeit verhilt,
wurde Tiefe der Krater ausgemessen. Dazu wurde ein Konfokalmikroskop Modell PLu
neox 3D der Firma Sensofar-Tech (Terassa, Spanien) benutzt. Die Kratertiefen wurden

mit einem Konfokal-Objektiv mit 50-facher VergroBerung und einer Tiefenauflosung

< 3 nm bestimmt.
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2.2.8 Berechnung der Diffusionskoeffizienten

Die Auswertung der ToF-SIMS-Daten erfolgte mit der Surface Lab Software Version
6.6 (IlonToF GmbH, Miinster, Deutschland).

Die gewonnenen Daten wurden in einem Diagramm dargestellt. Dabei wurde die
Zihlrate von Strontium gegen die jeweilige Sputtertiefe des Kraters aufgetragen. Die
Verwendung der Gleichung des 2. Fick’schen Gesetzes ist eine mogliche Losung zur

Ermittlung des Diffusionskoeffizienten.

c(x)=yo+co- (1 —erf ’;7;_‘;)
&)
¥y = Hintergrundintensitit an Sr** [Anzahl]
¢y = Konzentration an Sr** aus unerschépflicher Quelle [1 mol/l] / [Anzahl]
¢(x) = Intnesitdt an Strontium zur jeweiligen Kratertiefe [Anzahl]
x = Ortskoordinate Sputtertiefe [m]
xo = Krateroberfldche [m]
D = Diffusionskoeffizient [m?/s]

t = Diffusionszeit [s]

2.2.9 Statistische Analyse

Fur unabhingige Stichproben kann der T-Test angewendet werden. Dafiir muss
Varianzengleichheit gegeben sein und die Stichproben miissen normalverteilt sein. Bei
Varianzenungleichheit ergibt sich das Behrens-Fisher-Problem. Anstelle des T-Tests

wird der Behrens-Fisher Test angewendet.

Signifikante Unterschiede wurden auf dem 5%-Niveau und dem 1%-Niveau gepriift.
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3. Ergebnisse

Im ersten der beiden aufeinanderfolgenden Experimente wurde die Auflésung des
Knochenzements in vitro untersucht. Hierzu wurden gepresste Knochenzementtabletten
in verschiedene Losungsmittel gegeben (demineralisiertes Wasser,
Zellkulturndhrmedium) und ihr Aufloseverhalten aufgezeichnet. Die Messungen der
Strontiummengen, welche aus dem Calciumphosphatzement freigesetzt wurde,
erfolgten mittels ICP-MS. Aus den erhaltenen Werten konnte die Freisetzung von

Strontium ermittelt werden.

Im zweiten Experiment wurden Knochenschnitte in eine strontiumhaltige Losung
getaucht und das Eindringprofil von Strontium untersucht. Die Ermittlung des
Eindringprofils von Strontium in den trabekuldren Knochen erfolgte mittels ToF-SIMS.

Daraus konnte ein Diffusionskoeffizient berechnet werden.

3.1 Ergebnisse der ICP-MS-Messungen

Es wurde eine Calciumphosphatzement-Tablette in das auf 37 °C temperierte
Losungsmedium (Wasser und Néhrmedium) eingetaucht. Die Tablette hatte einseitig
Kontakt zum Medium. AnschlieBend wurden iiber einen gesamten Zeitraum von 10
Tagen mehrere Aliquote der Losung entnommen, und deren Strontiumkonzentration

bestimmt.

Die Stoffmenge an Strontium im Wasser und im N&hrmedium, welche aus der
strontiumhaltigen Calciumphosphat-Tablette freigesetzt wurde, wurde mittels ICP-MS
bestimmt. Die erhaltene Stoffmenge wurde auf das Gesamtvolumen hochgerechnet und

auf die Kontaktfldche normiert.
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Abbildung 15: Freigesetzte Flichenkonzentration Sr** in Wasser und Niihrmedium: Die

Abbildung zeigt die Flichenkonzentration von Sr** M [mol/cm’] in Wasser (griin) und
Nahrmedium (rot) gegen die Zeit t [h] bei 37 °C

In Abbildung 15 ist die Flichenkonzentration an Sr** gegen die Zeit aufgetragen. Man
sieht eine deutlich flacher verlaufende Kurve fiir die Freisetzung in Ndhrmedium im
Vergleich zu Wasser. Dies sagt aus, dass die Freisetzung von Sr*™ in Néhrmedium im

Vergleich zum Wasser gehemmt ist.

Anschlieend wurden passende kinetische Modelle gesucht, welche die Freisetzung von

Sr*" in Wasser und in Nahrmedium beschreiben.
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Im Diagramm in Abbildung 16 ist die Flichenkonzentration von Sr** gegen die Zeit in
Wasser aufgetragen. Die dargestellte Ausgleichskurve basiert auf dem kinetischen

Modell von Noyes und Whitney.

3,5x10° T T T T T T T T T T
3,0x10° = ;-
2,5x10° — ]
”E 2,0x10° 7
$ | i
o 6
1,5x10° - n
£ ] ]
= 1,0x10°
Ox1075 M=k-t+M, |
5,0x107 k=(1,32+0,03-10% mol/(cm?h)]
00 1 M, =(-0,7 + 310°%) mol/cm? 1
. R?= 0,997 ]
T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250

tlhi

Abbildung 16: Freisetzungskinetik in Wasser: Die Abbildung zeigt eine Anpassungskurve
nach Noyes und Whitney der zeitabhingigen Flichenkonzentration M [mol/cm’] von Sr** in
Wasser.

Somit  konnte eine  kinetische  Freisetzungskonstante  fiir ~Wasser mit
k = 1,32 + 0,03 - 10® mol/(cm*h), anhand des Noyes-Whitney-Modells, ermittelt

werden.
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Im Diagramm in Abbildung 17 ist die Flichenkonzentration von Sr** gegen die Zeit in
Niahrmedium aufgetragen. Die dargestellte Ausgleichskurve basiert auf dem kinetischen

Modell von Korsmeyer-Peppas.
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Abbildung 17: Freisetzungskinetik in Nihrmedium: Die Abbildung zeigt eine
Anpassungskurve nach Korsmeyer und Peppas der zeitabhidngigen Flichenkonzentration M
[mol/cm?] von Sr*" in Nahrmedium.

Die Freisetzung von Sr** in a-MEM zeigt im Gegensatz zum linearen Graphen in
Wasser eine mit der im Gegensatz zum Wasser weniger stark steigende Kurve. Die
Freisetzung von Sr** lieB sich mit dem Modell von Korsmeyer und Peppas beschreiben.

Die ermittelte Freisetzungskonstante betrug 3,47-107 £ 5,3-10"® mol/em*/h**.

Durch Wiederholung der Versuche konnte eine Reproduzierbarkeit gezeigt werden.
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Wasser Freisetzungskonstante | Fehler R’
k/(mol/(cm’h)) Ak(mol/(cm’h))
1,2110°% 0,0910% 0,984
1,3210° 0,0310° 0,997
2,6910° 0,1410° 0,987
Mittelwert 1,7410° 0,26'10°

Tabelle 4: Erhaltene Werte fiir die Freisetzungskonstante in Wasser : Die Tabelle zeigt die
erhaltenen Werte der Freisetzungskonstante in Wasser.

Somit konnte fiir Wasser im Mittel eine Freisetzungskonstante

mit k = 1,74-10®

i0,26‘10'8 mol/cmz/h, anhand des Noyes-Whitney-Modells, ermittelt werden.

a-MEM Freisetzungskonstante | Fehler n An R’
k/(mol/(cm’h)) Ak(mol/(cm’h))
3,4710-7 0,5310-7 0,22 0,01 0,997
1,80'10-7 0,2410-7 0,27 0,03 0,985
0,4510-7 0,1810-7 0,48 0,07 0,964
Mittelwert 1,91'10-7 0,96:10-7 0,32 0,04

Tabelle 5: Erhaltene Werte fiir die Freisetzungskonstante in a-MEM : Die Tabelle zeigt die
erhaltenen Werte der Freisetzungskonstante in a-MEM.

Die ermittelte Freisetzungskonstante in o-MEM betrug im Durchschnitt 1,91-107
+0,96'107 mol/cm*/h"* .
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3.2 Ergebnisse der ToF-SIMS-Messungen

3.2.1 Mobilitit des therapeutischen Agens Sr** im Rattenknochen

Die Femurquerschnitte der gesunden (SHAM) sowie osteoporotischen Gruppe (OVX)
wurden in 1 mol/L wissriger Strontiumchloridlésung fiir 10 min eingetaucht und
anschlieBend mittels ToF-SIMS vermessen. Dabei wurden Massenbilder des
Femurquerschnitts aufgenommen (siche Abbildung 18). Das Calciumionenbild zeigt die
typische kndcherne Struktur des Femurs im Querschnitt. Im Randbereich des Knochens
ist die Kortikalis und im Inneren das trabekuldre System zu sehen. Das Strontiumsignal
zeigt das Vorhandensein von Strontium in den kndchernen Strukturen. Anhand der
Intensitdt des Strontiumsignals ldsst sich eine Gleichverteilung von Strontium an der

Oberfldache der knochernen Strukturen erkennen.

0.80
0.60
040
020

0.00

Abbildung 18: Massenbilder: Massenbild eines Femurs (SHAM) im Querschnitt (Ca-Signal
links, Sr-Signal rechts) nach Eintauchen in 1 mol/L-Strontiumchloridldsung.

Anhand der Massenbilder wurde eine geeignete Position, auf einem Trabekel, fiir die

Erstellung eines Tiefenprofils ausgewihlt.
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Abbildung 19: Auswahl eines Trabekels im Massenbild: Massenbild eines Femurs (SHAM)
im Querschnitt (Sr-Signal). Das blaue Quadrat zeigt die Auswahl eines Trabekels zur Erstellung
eines Tiefenprofils. Im gelben Quadrat ist der Trabekelabschnitt zu sehen, in welchem das
Tiefenprofil erstellt werden soll.

Aus den erstellten Tiefenprofilen wurden die Informationen iiber die Calcium- und
Strontiumintensitit entnommen und es wurde ein 3D-Bild (Abbildung 20) erstellt. Hier
zeigte die Rekonstruktion des Calciumsignals einen vollstindig ausgefiillten Wiirfel.
Das Calcium spiegelt als Bestandteil harter Knochensubstanz den trabekuldren Knochen
wider (Abbildung 20 links). Somit wurde bestitigt, dass das Tiefenprofil in
Knochensubstanz, im Trabekel, aufgenommen wurde. Die Strontiumverteilung
hingegen zeigte eine Abnahme der Strontiumintensitit in der Tiefe (Abbildung 20

rechts).
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Sr+

Abbildung 20: 3D-Rekonstruktion von Tiefenprofilen: Die Abbildung zeigt die 3D-
Rekonstruktion  eines  Tiefenprofils, welche die Calciumverteilung (links) und
Strontiumverteilung (rechts) im Vergleich darstellt.

Trabekel

(A) (B)

Abbildung 21: 3D-ReKkonstruktionen im trabekuldiren System: Das linke Bild zeigt das
Caliumsignal und im rechten Bild ist das Strontiumsignal zu sehen.

ToF-SIMS-Messungen, welche Trabekelanschnitte darstellten, zeigten zudem die
Calciumintensititen eines Trabekels im Gegensatz zur Einbettmasse (Abbildung 21:
linkes Bild). Bei Messungen der Strontiumintensitit zeigte sich eine oberflichliche

Anreicherung des Strontiums im Trabekel sowie in der Einbettmasse. Allerdings lief
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sich in tieferen Schichten erkennen, dass das Strontium lediglich im Bereich der

Trabekel in die Probe eindiffundiert ist (Abbildung 21: rechtes Bild).
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3.2.2 Gesunder und osteoporotischer Knochen im Vergleich

Die vorgelegte Arbeit zielt darauf ab, Diffusionskoeffizienten fiir das therapeutische
Agens Sr** im trabekuliren Knochen gesunder sowic osteoporotischen Ratten zu

bestimmen.

Mittels ToF-SIMS wurden Oberfldchenbilder sowie Tiefenprofile im trabekuldren
Anteil der Femora gesunder sowie osteoporotischer Ratten erstellt. Die Informationen

der Tiefenprofile lieen sich in Form von 3D-Rekonstruktionen visualisieren.
Die Ergebnisse zeigt die nachfolgende Abbildung 22.

Die erste Reihe stellt Oberflichenprofile im trabekuldren Rattenknochen gesunder (links)

sowie osteoporotischer Versuchstiere (rechts) dar.

Anhand der Calcium- und Strontiumbilder liefen sich die typischen Knochenstrukturen
erkennen. Somit konnte eine geeignete Stelle fiir ein Tiefenprofil gewéhlt werden. In
der unteren Reihe sind 3D-Rekonstruktionen der ausgewidhlten Trabekelregionen
dargestellt. Hier zeigte sich eine homogene Calciumverteilung sowohl im Knochen
gesunder (links) als auch im Knochen osteoporotischer Tiere (rechts). Anhand des
Strontiumsignals sieht man ein Diffusionsprofil dieses Wirkstoffes. Es zeigt sich, dass
die Diffusion im trabuldren Knochen osteoporotischer Versuchstiere (rechts unten)

stirker voranschreitet als bei gesunden Versuchstieren (links unten).
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3.2.3 Berechnungen der Diffusionskoeffizienten

Die Diffusion des Wirkstoffes Sr** wurde unter der Annahme, dass es sich um eine
Diffusion aus einer unerschopflichen Quelle (I mol/L SrCly) in den halbunendlichen

Raum (Knochen) handelt, beschrieben.

Die Verwendung der Gleichung des 2. Fick’schen Modells bietet eine mogliche Losung

zur Ermittlung des Diffusionskoeffizienten.

c(x) =y0+co'(1— erf ’267;_‘;) (10)

yo = Hintergrundintensitit an Sr** [Anzahl]

¢y = Konzentration an Sr** aus unerschépflicher Quelle [ 1mol/l] / [Anzahl]
c(x) = Intensitit an Sr** zur jeweiligen Kratertiefe [Anzahl]

x = Ortskoordinate Sputtertiefe [m]

xp = Krateroberfliche [m]

D = Diffusionskoeffizient [m?¥/s]

t = Diffusionszeit [s]

(Rohnke et al. 2017; Crank 1976)
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Abbildung 23: Ermittlung des Diffusionskoeffizienten im Knochen gesunder Ratten: In
dem dargestellten Diagramm wurde die Zahlrate an Strontium gegen die Tiefe aufgetragen. Die
Probenoberfliche befindet sich entsprechend bei 0 nm. ¢(x) bezeichnet die Funktion, welche die
Diffusion von Strontium im trabekuldren Knochen gesunder Ratten nach einer Eindiffusionszeit
von 10 min beschreibt.
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Abbildung 24: Ermittlung des Diffusionskoeffizienten im Knochen osteoporotischer
Ratten: In dem dargestellten Diagramm wurde die Zihlrate an Strontium gegen die Tiefe

aufgetragen. Die Probenoberfliche befindet sich entsprechend bei 0 nm. c(x) bezeichnet die

Funktion, welche die Diffusion von Strontium im trabekuldren Knochen osteoporotischer Ratten
nach einer Eindiffusionszeit von 10 min beschreibt.

Fir die Anpassungsrechnung wurden die Anfangsdaten des Tiefenprofils nicht
berticksichtigt, da aufgrund von Dotiereffekten der Beginn der Tiefenprofile nicht
aussagekriftig ist. Bei Dotiereffekten handelt es sich um Einbringen von Fremdatome

wie z.B. Biz" und O,” an der Oberfliche, welche zu Verédnderungen im Strontiumsignal
fiihren.

Die Abbildungen 23 und 24 zeigen graphische Darstellungen der Diffusion, aus denen
die Diffusionskoeffizienten fiir den Knochen gesunder Ratten (9,83+0,24)10™ cm?/s)

und fiir den Knochen osteoporotischen Ratten (1,42+0,03) 1 ol cmz/s) ermittelt wurden.

Wie in diesem ausgewdhlten Beispiel gezeigt, ergaben sich fiir osteoporotische
Versuchtiere groBere Diffusionskoeffizienten als fiir den gesunde. Dies konnte in

weiteren Messungen bestétigt werden.
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Daraus lieB sich folglich ableiten, dass die Diffusion des therapeutischen Agens Sr** in
den trabekuldren Knochen osteoporotischer Ratten schneller erfolgt im Vergleich zu

gesunden Tieren (Rohnke et al. 2017).

3.2.4 Statistische Auswertungen

Es wurden Diffusionskoeffizienten fiir zwei voneinander unabhingige Messreihen
kleiner Stichprobengruppen ermittelt. Fiir diese Voraussetzungen kann normalerweise
der T-Test angewendet werden. Die Anzahl der Diffusionskoeffizienten in der OVX-
und in der SHAM-Gruppe betrug 6. Die verwendeten Knochenschnitte stammen von
Tieren der OVX-Gruppe sowie von 3 Tieren der SHAM-Gruppe. Bei diesen
Gegebenheiten, das heifit einer kleinen Stichprobenanzahl sowie zwei voneinander

unabhingigen Stichprobengruppen, kann der T-Test angewendet werden.

Um den T-Test durchfithren zu diirfen, miissen zwei Bedingungen erfiillt sein: Zum
einen miissen die Diffusionskoeffizienten der Stichproben in der Grundgesamtheit,
welcher sie entstammen, normalverteilt sein; zum anderen muss eine
Varianzengleichheit der beiden Stichprobengruppen vorliegen. Da  keine

Varianzengleichheit vorlag, wurde der Behrens-Fisher-Test angewandt.

Die einzelnen Rechenschritte sind im Anhang aufgefiihrt

D osteoporotisch in cm /s

2
D gesund incm /s

(2,44 £0,06)10™
(1,42+0,03)10™
(1,01+0,06)10™"°
(2,09+0,06) 107"
(1,37+0,08) 10"

(2,40+0,20)10™"°

(9,83+0,24)10™
(6,78+0,31)107"
(2,83+0,16)10™"
(4,50+0,28)107"
(2,21£0,20)10™

(2,22+0,94)10™"

Tabelle 6: Diffusionskoeffizienten: Die Tabelle zeigt die Diffusionskoeffizienten (D) der
osteoporotischen (links) sowie der gesunden Gruppe (rechts).
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Abbildung 25: Boxplot: Die Abbildung =zeigt die graphische Darstellung der
Diffusionskoeffizienten des osteoporotischen (links) und gesunden (rechts) trabekuldren
Knochens. Die Sternchen ** bedeuten ein Signifikanzniveau von p < 0,01 (Behrens-Fisher-
Test).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Konzeption eines Modells zur Darstellung der Mobilitat
des Wirkstoffes Sr*" im mineralisierten Knochengewebe. Es sollte gezeigt werden, wie
Sr*" aus Calciumphosphatzement freigesetzt wird und anschlieBend in den trabekuléren
Knochen diffundiert. Dabei wurden zwei aufeinanderfolgende Prozesse untersucht.
Zuerst erfolgte die Messung der Freisetzung des Wirkstoffes Sr**  aus
Knochenersatzmaterial, um ein kinetisches Modell zu beschreiben. Sodann wurde die

Diffusion des Wirkstoffes in den trabekuldren Knochen untersucht.

4.1 Diskussion des Freisetzungsversuchs

4.1.1 Methode des Freisetzungsversuchs

Die  Freisetzung des  Wirkstoffes ~Sr*'  aus  einer  strontiumhaltigen
Calciumphosphatzement-Tablette, welche in 250 ml Losungsmittel (Wasser oder
Nihrmedium) iiber 10 Tage bei 37 °C eingetaucht war, wurde gemessen. Dabei wurden
regelmdBig Aliquote der Fliissigkeit entnommen und der Strontiumgehalt wurde mittels
ICP-MS bestimmt. Die entnommene Fliissigkeitsmenge wurde direkt durch die gleiche

Menge an neuem Losungsmittel ersetzt.

Das verwendete Versuchsmodell beruht auf Versuchen, welche von Schumacher et al.
durchgefiihrt wurden (Schumacher et al. 2013). Schumacher fiihrte Versuche zur
Loslichkeit des Calciumphosphatzements S100 durch. Hierbei wurde ebenso
Nihrmedium als Losungsmittel bei 37 °C verwendet. Allerdings wurde das
Nihrmedium komplett nach jeder Messung gewechselt. Die somit erlangten Ergebnisse
spiegeln ein semidynamisches Modell wider. Ein Ziel dieser Arbeit war ein kinetisches

Modell zur Léslichkeit von St*” aus Calciumphosphatzement zu erhalten.

Um die Freisetzungskonstante zu ermitteln, wurde ein Zeitraum von 10 Tagen
betrachtet. Der angewandte Versuchsablauf zeigt ein geschlossenes System, aus dem
kleine Mengen Probevolumen entnommen wurden, um den Strontiumgehalt zu
bestimmen. Die Bestimmung mittels ICP-MS ermdglichte die Verwendung kleiner
Probenvolumina von 5 ml zur Mehrfachbestimmung. Das entnommene Volumen wurde

durch Losungsmittel aufgefiillt. Dies stellt einen Vorteil im Vergleich zu dem von
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Schumacher et al. beschriebenen Versuchsmodell dar, bei dem die gesamte Menge an

Losungsmittel ausgetauscht und zur Strontium-Gehaltsbestimmung genutzt wurde.

Um die Versuchsbedingungen realitétsnaher darzustellen, wurde zusitzlich zu Wasser
o-MEM als Losungsmittel genutzt. Durch die Verwendung von Niahrmedium als
Losungsmittel sollte eine Art extrazellulire Matrix imitiert und der Einfluss
vorhandener Aminosduren und Salze auf das Losungsverhalten beriicksichtigt werden.

Der Versuch wurde bei 37 °C durchgefiihrt, um die Korpertemperatur zu imitieren.
Limitation

Durch die regelméBige Entnahme der Aliquoten aus der Probefliissigkeit, welche durch
Losungsmittel im gleichen Volumen ersetzt wurden, wurde die Konzentration
regelmifig etwas erniedrigt. Somit stellt die Methode keine kontinuierliche Messung
dar. Weitere analytische Messverfahren wie tiber die pH-Wert-Anderung oder die

Leitfdhigkeitsdanderung stellten sich allerdings in Vorversuchen als nicht praktikabel dar.

Nihrmedium als Losungsmittel zu verwenden erwies sich als suboptimal und barg
diverse Fehlerquellen. Zuerst einmal stellt Ndhrmedium eine Matrix dar, welche auf
schnelles Wachstum von Organismen ausgelegt ist. Es kam zum Befall durch
Bakterienkulturen und Pilzen. Diese lieBen sich durch Zugabe von Penicillin und
Streptomycin reduzieren. Eine Durchfithrung des Versuchs unter sterilen Bedingungen
wiirde die Ergebnisse wahrscheinlich optimieren. Wihrend der Versuche kam es
auflerdem zum Absetzen von schwerlgslichen Zementpartikeln. Um diese nicht gelosten
Zementpartikel nicht in der Probe zu enthalten und somit das Ergebnis nicht zu
verfilschen, wurde die Probenentnahme iiber Millipore-Spritzenfilter durchgefiihrt. So
konnten falsch hohe Werte vermieden werden. Verglichen mit dem menschlichen
Korper fehlen im durchgefiihrten Versuch weitere Inhaltsstoffe sowie immunologische,
zytologische Komponenten und eine Dynamik durch verschiedene Transportsysteme.
Des Weiteren sind hormonelle oder nervale Einflisse zu beachten. Somit ist die
Vergleichbarkeit mit extrazellulirem Medium des menschlichen Korpers sehr

eingeschrinkt gegeben.
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4.1.2 Ergebnisse des Freisetzungsversuchs

. . . + .
Aus den gewonnenen Ergebnissen ist zu folgern, dass sich das Sr*' aus einem

Calciumphosphatzement in Wasser und Nahrmedium 16st.

Der Mittelwert der Freisetzungskonstanten des Wirkstoffes Sr** in a-MEM betriigt 1,91
£0.96 - 107 mol/em*/h®* und in Wasser 1,74 = 0,26 - 10" mol/(cm’h). Vergleicht man
die graphische Darstellung beider Freisetzungsversuche, zeigen sich ein linearer
Zusammenhang bei dem Losungsmittel Wasser und ein exponentieller Zusammenhang
der Freisetzung in a-MEM. Die Freisetzung in Wasser lieB sich mit dem Noyes-
Whitney-Modell beschreiben, wohingegen die Freisetzung in o-MEM mit dem Modell

von Korsmeyer und Peppas vereinbar ist.

Der Grund fiir den geringeren Loslichkeitskoeffizienten fir a-MEM konnte die
Anreicherung von Proteinen auf der CPC-Tablette sein (Rohnke et al. 2013). Zudem
stellt das eventuelle Vorhandensein eines Biofilms auf der Zementtablette eine mogliche

Erniedrigung der Loslichkeit dar.

Fiir den nach der Formel von Korsmeyer und Peppas ermittelten Freisetzungsexponent
n wurde ein durchschnittlicher Wert von n = 0,32 ermittelt (k = 1,91 - 10-7 £ 0.96 -
10—7 mol/cm?/h®*?). Bei einem Wert von n = 0,5 entspricht der Freisetzungsexponent
einer reinen Fick’schen Diffusion bei diinnen Filmen, so wie sie bei unserem Versuch
zu erwarten wére. Bei einem Wert von n < 0,45 spiegelt dies eine Fick’sche Diffusion
bei zylindrischen Formen wider (Dash et al. 2010). Somit ldsst sich bei dem
Freisetzungsexponenten n = 0,32 schlussfolgern, dass sich die Oberfldche durch ihre
Porositit weder einer einfachen geometrischen Form zuordnen ldsst, noch ist die

Freisetzung allein durch Fick’sche Diffusion limitiert (Rohnke et al. 2017).
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4.2 Diskussion des Diffusionsversuchs

4.2.1 Diskussion des Modells des Diffusionsversuchs

Im zweiten Experiment wurde die Diffusion des therapeutischen Agens Sr** in den
trabekuldren Knochen untersucht. Knochenschnitte der Femora von Ratten wurden in 1
mol/L Strontiumchloridlésung getaucht. Nach 10 min wurden die Schnitte aus der
Losung entnommen und mit destilliertem Wasser abgespiilt, um die Diffusion zu
stoppen. Aus den Sr**-angereicherten Proben wurden Diffusionsprofile erstellt. Dabei
konnte die Diffusion von Sr*" in den trabekuliren Knochen gezeigt und
Diffusionskoeffizienten ermittelt werden. Dies bedeutet, dass das therapeutische Agens

Sr*" im Frakturspalt lokalisiert und wirksam werden kann.

Die Grundlage zur Erstellung der Diffusionsprofile boten ToF-SIMS-Messungen. Durch
ToF-SIMS Messungen konnte die Diffusion und der Verbleib des therapeutischen
Agens in den trabekuldren Knochen gezeigt werden. Durch zeitlich aufeinanderfolgende
Aufzeichnung mehrerer Diffusionsprofile mit reproduzierbaren Diffusuinskoeffizienten
auf einem Knochenschnitt konnte gezeigt werden, dass die Diffusion nach Ende der

Eintauchzeit gestoppt wird.

Limitation

Die Stoffmenge an Sr’* im trabekuliren System konnte durch das angewandte
Messverfahren nicht bestimmt werden. Stattdessen wurde die Zahlrate an Strontium
bestimmt. Dies stellt ein semiquantitatives Verfahren dar. Eine quantitative Analyse der
Strontiumkonzentration ist mittels ToF-SIMS erst durch eine Kalibierung durch

Standardlosungen moglich.

Die verwendeten Rattenknochen fiir diesen Versuch stammen von 3 Tieren aus der
osteoporotischen und 3 Tieren aus der SHAM-Gruppe. Aus statistischer Sicht betrachtet
stellt dies eine an der Untergrenze liegende Gruppengrofle dar. Allerdings konnte aus

analytischer Perspektive eine Reproduzierbarkeit gezeigt werden.

Da Strontiumionen, aufgrund ihrer &hnlichen Struktur, &hnliche chemische
Eigenschaften zu Calciumionen aufweisen, (beide Elemente befinden sich in der 2.
Hauptgruppe) fungieren Sr** agonistisch zu Calciumionen. Sie konnen teilweise deren

biologische Funktion einnehmen und in Knochen eingebaut werden. Es konnte bereits
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mehrfach in Tierversuchen gezeigt werden, dass oral substituiertes Strontium in den
Knochen eingebaut wird. Es kann durch Adsorption an der Oberfliche von
Calciumphosphatapatit angereichert und durch Bindung der Strontiumionen an die
Phosphatgruppen in die kristalline Gitterstruktur eingebaut werden (Kotodziejska et al.
2021).

Strontium aktiviert den Calcium-sensitiven Rezeptor (CaSR), ein membranstindiger G-
Protein gekoppelter Rezeptor, welche fiir die Calciumhoméostase zustindig ist. So
findet man ihn beispielsweise in der Nebenschilddriise sowie in den Nieren. Er ist
allerdings auch auf der Oberfliche von Osteoblasten und Osteoklasten anzutreffen.
(Hamdy 2009; Colella et al. 2016; Kolodziejska et al. 2021). Dort fithrt Sr** zu einer
Stimulation der Osteoblasten und Inhibition der Osteoklasten (Marx et al. 2020).
Thormann et al konnten bereits in in vivo Experimenten zeigen, dass es durch die
Verwendung eines strontiumhaltigen Knochenzementes zu einer signifikat hoheren
Knochenneubildung im Gegensatz zur Verwendung eines Knochenzementes ohne
Strontium kam (Thormann et al. 2013). Bei den in dieser Abhandlung durchgefiihrten in
vitro Experimenten wird der Sr**-Transport ausschlieBlich durch passiven Transport

(Diffusion) beriicksichtigt.

4.2.2 Diskussion des Ergebnisses des Diffusionsversuchs

Es zeigten sich unterschiedliche Diffusionskoeffizienten fiir den gesunden und
osteoporotischen Knochen. Fiir die Gruppe SHAM wurde ein Mittelwert von 1,39:10™"
cm?/s (addierter Fehler: 5,69:-10" cm?s, Standardabweichung: 1,69'10’12) und fiir die
Gruppe OVX ein Mittelwert der Diffusionskoeffizienten von 1,37- 10" cm?/s (addierter
Fehler: 3,91-10" cmz/s, Standardabweichung: 9,9-10"! ') ermittelt. Somit diffundiert
Sr** schneller in den trabekuldren Knochen osteoporotischer Versuchstiere als in jenen
gesunder Versuchstiere (Rohnke et al. 2017). Die Ergebnisse sind nach dem Behrens-

Fisher Test auf dem 1%-Niveau signifikant (Bortz 1999).
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Abbildung 26: Freisetzung von Sr’* und Diffusion in den Knochen: Die Abbildung zeigt die
Freisetzung von Sr*° aus dem CPZ (k, blau) und die anschlieBende Diffusion in den
trabekuldren Knochen gesunder (D1, orange) und osteoporotischer (D2, rot) Versuchstiere.

Die unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten lassen eine unterschiedliche Struktur des

gesunden im Vergleich zum osteoporotischen Knochen vermuten.

In angefertigten Transmissionselektronenmikroskopie-(TEM-)Aufnahmen zeigte sich
ein eindeutiger Unterschied im mineralisierten Bereich zwischen den beiden Knochen,
osteoporotisch und gesund. Wihrend der gesunde Knochen eine regulédre fibrilldre
Struktur aufweist, zeigt der osteoporotische Knochen eine irreguldre Struktur wie etwa
im Faserknochen, welchen man in Trabekelecken findet. Die TEM-Bilder liefern eine
mogliche Erkldrung fiir die unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten, welche im
Rahmen dieser Arbeit gefunden wurden. Unterschiedliche Struktur — unterschiedliche
Diffusionskoeffizienten. Die Diffusion scheint durch Verwebung und Canaliculi
vereinfacht.  Unterschiede in  Kollagenstrukturen zwischen gesunden und
osteoporotischen Rattenknochen zeigten auch Kafantari et al. (Kafantari et al. 2000). In

ihrer Arbeit konnte eine Unordnung der Kollagenfibrillen bei ovarektomierten Ratten
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im Gegensatz zu den Gesunden gezeigt werden. Ebenso sind die Kollagenfibrillen

ovarektomierter Ratten signifikant kiirzer (Kafantari et al. 2000).

Abbildung 27: TEM-Aufnahmen: Die Abbildung zeigt TEM-Aufnahmen des gesunden (a)
und osteoporotischen (b) Knochens.

Durch Arbeiten von Ferretti et al. sowie Yoon et al. konnte belegt werden, dass der
Verlust an Knochen nach Ovarektomie im trabekuldren Knochen nicht jenem im
kortikalen Knochen entspricht (Ferretti et al. 2010; Yoon et al. 2012). Ferretti et al.
zeigten, dass die Knochenmasse frither und stirker im trabekulidren Knochen abnimmt

als im kortikalen Knochen.

Anders an die in dieser Arbeit berechneten unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten
zwischen gesundem und osteoporotischem trabekuldrem Knochen wiesen Kern et al.
nach, dass der Diffusionskoeffizient fiir Sr** im gesunden kortikalen Knochen nur

gering von jenem im osteoporotischen kortikalen Knochen abweicht (Kern et al. 2019).

Eine geringere Verdnderung der Knochenmasse im kortikalen Knochen im Vergleich
zum trabekuldren Knochen nach Ovarektomie konnte die Ursache der deutlich
unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten im trabekuldren (osteoporotisch vs. gesund)
im Gegensatz zu kaum unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten im kortikalen

Knochen (osteoporotisch vs. gesund) sein.

Bone remodeling von kortikalem Knochen geschieht in der Kortikalis deutlich
langsamer als in der Spongiosa (Meunier 1985). Dies stellt einen bei Osteoporose
typischen Befund dar und liefert die Erkldrung zu von Kern et al. erbrachten

Ergebnissen.
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4.2.3 Einordnung und Ausblick

Mit Hilfe der Ergebnisse kann eine kontinuierliche Freisetzung des therapeutischen
Agens Sr*" angenommen werden. Dies filhrt zu einer direkten und maximalen
Strontiumkonzentration am  gewiinschten =~ Wirkstoffort — dem Frakturspalt
osteoporotischer Knochen. Der lokale Einsatz des therapeutischen Agens fiihrt zu einer
geringeren systemischen Konzentration und somit voraussichtlich geringeren

Nebenwirkungen.

Weitere Studien sind notwendig, um die Komplexitit der Mobilitéit des therapeutischen
Agens Sr*” im Knochen genauer zu beschreiben und weitere Einfliisse wie nervale und
hormonelle Einfliisse und die Vaskularisierung zu beriicksichtigen. Ebenso interessant
ist die Betrachtung von lokaler, zellularer Aufnahme oder Adsorption an umliegende

..
Strukturen von St** in vivo.

Die Ratte ist das am hédufigsten verwendete Versuchstier in der Osteoporoseforschung.
Die vorliegende Arbeit konnte einen Schritt dazu beitragen, Versuche an diesen Tieren
zu reduzieren. Mit Hilfe des ermittelten Diffusionskoeffizienten konnte bereits die
Ausbreitung von Sr** im Knochen in einem 2D-Modell simuliert werden. Nach
Erhebung weiterer Messdaten wiére eine 3D-Modell-Simulationen denkbar. Ebenso
konnte die Ausbreitung anderer therapeutischer Agenzien bzw. Wirkstoffe simuliert
werden. Somit konnte die Zahl an Tierversuchen reduziert werden. Die Arbeit hat somit
einen wichtigen Beitrag zur Umsetzung des 3R-Prinzips nach Russell und Burch
geleistet. Das 3 R Prinzip (Replacement, Reduction, Refinement) beabsichtigt
Ersatzmethoden fiir Tierversuche zu etablieren, die Anzahl von eingesetzten
Versuchstieren zu reduzieren sowie das Leiden der Tiere zu minimieren. Dieses Prinzip

wurde 2010 in der Européischen Richtlinie verankert (3R Prinzip - BfR 2021).
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5. Zusammenfassung

Die angefertigte Abhandlung besteht aus zwei aufeinanderfolgenden Teilversuchen zur
Mobilitit  des  therapeutischen ~ Agens Sr** aus  Knochenersatzmaterial
(Calciumphosphatzement) in den trabekuldren Knochen gesunder vs. osteoporotischer
Rattenfemora. Die Verwendung von Knochenersatzmaterial bei Osteoporose nimmt in

unserer alternden Gesellschaft eine stetig groer werdende Rolle ein.

Fiir die Freisetzung des Wirkstoffes Sr*” in Nahrmedium konnte anhand des Modells
von Korsmeyer und Peppas eine Freisetzungskonstante von 1,91+0,96-107
mol/cm?/h** (addierter Fehler: 0,69-107 mol/cmz/h0’32) ermittelt werden. Die
darauffolgende Diffusion von Sr*" in den trabekuliren Knochen konnte mittels ToF-
SIMS aufgezeichnet werden. Es ergab sich ein Diffusionskoeffizient im
osteoporotischen Knochen von 1,37'10’10 cm?/s (addierter Fehler: 3,91-10" cmz/s,
Standardabweichung: 9,9-10™"") und gesunden von 1,39'10™"2 cm%s (addierter Fehler:
5,69'10"13 cmz/s, Standardabweichung: 1,69'10'12). Somit zeigte sich eine schnellere
Diffusion von Sr*" in den osteoporotischen Knochen im Vergleich zum Gesunden
(Rohnke et al. 2017). Diese Ergebnisse korrelieren mit TEM-Messungen. Hier zeigte
sich im osteoporotischen Knochen eine ungeordnetere Struktur mit kiirzeren
Kollagenfibrillen, wodurch eine schnellere Diffusion erklédrbar ist. Kern et al. konnten
fir die Diffusion im kortikalen Knochen keinen signifikanten Unterschied vom
osteoporotischen gegeniiber dem gesunden Knochen feststellen (Kern et al. 2019).
Yoon et al zeigten, dass OVX keinen signifikanten Einfluss auf die Knochendichte im
kortikalen Knochen hat, im Trabekelsystem allerdings schon (Yoon et al. 2012). Auch

diese Erkenntnisse unterstreichen die Ergebnisse der hier dargelegten Arbeit.

Fiir die Zukunft bleiben weitere Versuche zur Komplexitit des Knochens und dessen
Wirkstoffausbreitung wiinschenswert - hoffentlich mit einer Verringerung von
Tierversuchen durch den Beitrag dieser Arbeit. Insbesondere kénnten durch ermittelte
Diffusionskoeffizienten Simulationen zur Mobilitdt von therapeutischen Agenzien
erstellt werden und somit Versuche in vivo, gemifl des 3R Prinzips von Russel und

Burch, eingegrenzt werden.
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6. Summary

This work consists of two consecutive partial experiments on the mobility of the active
substance Sr** from bone replacement material (CPC) into the trabecular bone of
healthy vs. osteoporotic femora of rats. The use of bone replacement material in

osteoporosis is becoming increasingly important in our ageing society.

A rate constant of 1.91-107 mol/cm*h™* (added error: 0.69-107 mol/cm*/h**?) was
determined for the release of the active substance Sr** in nutrient medium using the
model of Korsmeyer and Peppas. The subsequent diffusion of Sr*" into the trabecular
bone could be recorded using ToF-SIMS. A diffusion coefficient in osteoporotic bone
of 1.37107"° cm*s (added error: 3.91-10™"" cm?¥s, standard deviation: 9.9-10™"") and
healthy bone of 1.39'10™"2 cm?s (added error: 5.69-10"° cm?/s, standard deviation:
1.69-10"%) was obtained. Thus, a faster diffusion of Sr*" into osteoporotic bone was
observed compared to healthy bone (Rohnke et al. 2017). These results correlate with
TEM measurements. The osteoporotic bone showed a more disordered structure with
shorter collagen fibrils. Kern et al. could not find a significant difference in diffusion in
cortical bone between osteoporotic and healthy bone (Kern et al. 2019). Yoon et al.
showed that OVX has no significant influence on bone density in cortical bone. In the
trabecular system, however, OVX does (Yoon et al. 2012). These statements also
underline the results of the work presented here. Further experiments on the complexity
of the bone and the spread of the active agent will be carried out in the future -
hopefully with a decrease of animal experiments by the contribution of this work. The
determined diffusion coefficients could be used to create simulations for the mobility of
therapeutic agents and thus downsize tests in vivo according to the 3R principle of

Russel and Burch.
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7. Abbildungs-, Abkiirzungs- und Tabellenverzeichnis

7.1  Abkiirzungsverzeichnis

BMP bone morphogenetic proteins

BMD bone mineral density

CaSR calciumsensitiver Rezeptor

CPZ Calciumphosphatzement

DXA dual-energy X-ray absorptiometry

FGF23 Fibroblast growth factor 23

ICP-MS inductively coupled plasma mass spectrometry
IGFs Insulin-like growth factors

™M Immobilisation

LMIG liquid metal ion gun

MRT Magnetresonanztomographie

o-MEM minimum essential medium

OPG Osteoprotegerin

OovVX Ovarektomie

pH potentia hydrogenii

RANK Receptor Activator of NF-kB

RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

TGF-8 Transforming growth factor B

ToF-SIMS Time-of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry
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9. Anhang

Test auf Varianzengleichheit

Aus den Diffusionskoeffizienten wurden zunéchst die Mittelwerte der beiden Gruppen
bestimmt. Der Mittelwert der Diffusionskoeffizienten der osteoporotischen Gruppe
betrigt 1,37-10"'° cm?/s. Fiir die gesunde Gruppe lieB sich ein Mittelwert von 1,39-107'

cm?/s ermitteln.

Die Mittelwerte werden benétigt, um die Varianz zu errechnen.

D osteoporotisch incm /s

7
D gesundinem' /s

(2,44 £0,06)10™°
(1,42+0,03)10™"
(1,01£0,06) 107"
(2,09+0,06)10™"°
(1,37+0,08) 107"

(2,40+0,20)107"°

(9,83+0,24)10™
(6,78+0,31)10"
(2,83+0,16)10"
(4,50+0,28)10™"2
(2,21£0,20)10™

(2,2240,94)10™"

Die Tabelle zeigt die Diffusionskoeffizienten (D) der osteoporotischen (links)
sowie der gesunden Gruppe (rechts).

Berechnung des Arithmetischen Mittels:

noL.
AM =g = Z=X
n
OVX:
= YEixi_ 24410710 4+ 1,42.10711 4 1,01-1071° 4 2,09-1072°+ 1,37-107 1 + 2,40-1071°
T oon 6
-10
=1,37-10
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SHAM:

SP o xi_ 9,83-1071%+6,78:10713+2,83-1071244,5-10712+2,21-10142,22-10713
n 6

X =

=1,39-10"2

Berechnung der Varianz fiir die OVX Gruppe
Fiir die OVX-Gruppe ergibt sich:

Arithmetisches Mittel (OVX) =% =1,37-10""°

Dovx (xi—x1) (x—x])°
2,44-10 1,07-10° 1,14-107%°
1,42-10 1,23-10™ 1,51-10%
1,01-10™° 3,6:10™ 1,29-107
2,09-10° 7,2-10 5,18-107"
1,37-10"" 1,23-10™ 1,52:10%
2,40-10"° 1,03-10"° 1,06-107
¥=5,88-10""

Rechenschritte fiir die Berechnung der Varianz der OVX-Gruppe
2_1gyn =2
s=o X (i — %)
,  Tr,xi-©2 58810720

s = = =9,8-10

n 6

Die Varianz der OVX-Gruppe betréigt 9,8-1072.
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Berechnung der Varianz fiir die SHAM Gruppe

Fiir die SHAM-Gruppe ergab sich:

Arithmetisches Mittel (SHAM) =x =1,39'10""*

Dsnam (xi—X1) (xi—Xx |)2
9,83-10™ 1,29-10" 1,67-10%
6,78-10"° 7,12-10° 5,07-10%
2,83-10"7 1,44-10 2,07-107%
4,510 3,11-10" 9,67-107
2,2:10™ 1,37-10" 1,87-10%
22107 1,17-10"" 1,37-107%
>=1,72-10%

Rechenschritte fiir die Berechnung der Varianz der SHAM-Gruppe

o2 i, Gi-02 _ 1,72~;0‘23 —2.86-102

n

Die Varianz der SHAM-Gruppe betriigt 2,86-107%*

novx = 6 0 suam = 6

T ovx=1,37-107"° X suam = 1,39-102
s’ovx=9,8-107" ’suam = 2,86:10°%*
sovx=9,9-10""! ssiam = 1,69-107"
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Test auf Varianzengleichheit: Vergleich zweier Stichprobenvarianzen (F-Test)

Die beiden Stichprobenvarianzen sovxz = 9,8-10'21 und SSHAM2 = 2,86-10'24 werden

miteinander verglichen. (Bortz 1999)

Durch den indizierten F-Test wird die Nullhypothese tiberpriift.

. 2_ 2
Ho: 6ovx™ = Gsuam

HO besagt, dass die beiden Stichprobengruppen, OVX und SHAM, aus
Grundgesamtheiten  gleicher =~ Varianzen  entnommen  wurden.  Eventuelle

Varianzunterschiede wiren somit nur aufgrund der Stichprobenauswahl vorhanden.

. 2 2
HI: 6ovx” # 6sHam

H1 besagt, dass die Stichproben der beiden Gruppen OVX und SHAM aus

Grundgesamtheiten ungleicher Varianzen entnommen wurden.

HO wurde erfiillt, wenn auf dem a-Niveau = 0,05 erwiesen ist, dass

sOVX2
sSHAM2'

Fo> Es besteht Varianzengleichheit.
SOVX2

Bei F, <
%" SSHAM2

gilt H1 und somit keine Varianzengleichheit.

F, betrigt 6,26 auf dem 5%-Signifikanzniveau.

sSHAM2  2,86-1072%

sOVX2
SSHAM2

o

Es liegen heterogene Varianzen zwischen den beiden Stichprobengruppen vor.

H1 ist erfiillt und HO abgewiesen.
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Es ergeben sich ungleiche Varianzen. Der T-Test ist somit nicht moglich.

Das Behrens-Fisher-Problem beschreibt den T-Test bei heterogenen Varianzen.

Behrens-Fisher-Test

Der nachfolgende  Signifikanzvergleich  (Behrens-Fisher)  beinhaltet  keine

Voraussetzungen fiir Varianzengleichheit.
Ho: <3,365

H;:>3,365 bei df = nsgam-1=5  (Sachs 1999)

Hy besagt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mittelwerten der

beiden zu vergleichenden Gruppen besteht.

H, besagt, dass ein signifikanter Unterschied besteht.

_ |ROVX — X SHAM| _

sovx2 +sSHAM2
novX ' nSHAM

At 3,368

X ovx - X snaml=1 36:10710

SOVX? SSHAM 2 981021  2,86-10-24 1
= + =4,0379-10
novx n SHAM 6 6

3,368 > 3,365 (0,01) > 2,015 (0,05), somit ist H1 erfiillt. Es gibt einen signifikanten

Unterschied zwischen den Diffusionskoeffizienten beider Stichprobengruppen.

Der Unterschied war signifikant auf dem 5%-Niveau bei 5 Freiheitsgraden (Untergrenze

fir H1: 2,015) und auf dem 1%-Niveau (Untergrenze: 3,365).

(Bortz 1999)
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