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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteoporose

Die Osteoporose wurde durch die Consensus Development Conference (1993) definiert,
als ,eine systemische Skeletterkrankung, charakterisiert durch eine niedrige
Knochenmasse und Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes, mit
der Folge vermehrter Knochenbriichigkeit*.

,Eine  Osteoporose liegt vor, wenn die Knochenmineraldichte um 2,5
Standardabweichungen  unterhalb  des  statistischen = Mittelwerts  gesunder

pramenopausaler Frauen liegt” (WHO Definition) [Wiilker et al. 2010].

1.1.1 Epidemiologie

Osteoporose ist derzeit die haufigste generalisierte Skeletterkrankung im hoheren Alter
und zdhlt zu den 10 wichtigsten Volkskrankheiten [Bartl et al. 2009].

Heutzutage erkranken in Europa ca. jede 3. Frau und jeder 5. Mann an Osteoporose. Die
Pravalenz der Osteoporose fiir Frauen der weilen Bevolkerung liegt oberhalb des 65.
Lebensjahres bei ca. 15%. Weiter besteht fiir Frauen ab dem 50. Lebensjahr ein
39,7%iges Risiko eine osteoporotische Fraktur zu erleiden, fiir den Mann liegt das
Risiko bei 13,1% [Melton et al. 2005]. Typische Frakturbereiche sind die Wirbelkorper,
das proximale Femur und der distale Unterarm. Erwachsene, die bereits eine
osteoporosebedingte Fraktur erlitten haben, haben ein besonders erhohtes Risiko fiir
eine weitere Fraktur.

Da die Bevolkerungsgruppe der dlteren Menschen im Laufe der Zeit immer mehr
zunehmen wird, wird sich auch die Privalenz der Erkrankung und deren Folgen
erhohen. Laut Sambrook et al. (2006) wird die Anzahl der Frakturen des proximalen
Femur weltweit von 1,7 Millionen im Jahr 1990 auf 6,3 Millionen im Jahr 2050
ansteigen. Folgen dieser Frakturen sind Schmerzen, Morbiditit, Verlust an Mobilitét
und sie fithren hdufig zu einer langen Hospitalisierung. Sie stellen eine enorme
Belastung des Gesundheitssytems dar. Auch die Mortalitdt ist erhoht. So sterben rund
20% bis 30% der Betroffenen an den Folgen einer Hiiftfraktur. Das Mortalitétsrisiko ist

allgemein besonders in den ersten 6 Monaten nach der Fraktur erhoht.
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Weiter wird eine geographische Haufigkeitsverteilung beobachtet: Frakturen des
proximalen Femurs kommen in Skandinavien und Nord-Amerika besonders haufig vor,
in Lateinamerika und Asien weniger hdufig. Ebenfalls ist ein Anstieg in stddtischen
Gegenden zu erkennen. Wirbelkorperfrakturen weisen hingegen keine geographischen
Unterschiede auf.

Ein wesentliches Problem stellt die mangelnde Diagnostik und Therapie
osteoporotischer Patienten dar. Nur rund 20% der Erkrankten werden laut des Joint
Commission Report Improvind and Measuring Osteoporosis Management 2008
heutzutage korrekt diagnostiziert und leitliniengerecht behandelt [Bartl et al. 2009,
Cummings et al. 2002, Gérdsell et al. 1991, Javaid et al. 2002, Kanis et al. 2003, Melton
et al. 2005, Niethard et al. 2009, Roy et al. 2011, Sambrook et al. 2006].

1.1.2 Pathogenese

Der Knochen unterliegt stindigen Auf- und Abbauprozessen, dem sogenannten ,,Bone
remodeling”. Diese Prozesse werden durch Hormone, mechanische Faktoren,
Wachstumsfaktoren und Zytokine beeinflusst bzw. gesteuert. Ebenfalls spielen nutritive
und genetische Faktoren eine wichtige Rolle. Bis zum 30. Lebensjahr iiberwiegen die
Knochenautbauprozesse und es wird eine maximale Knochenmineraldichte (,,peak bone
mass®) erreicht. Danach findet ein kontinuierlicher Knochendichteverlust von ca. 0,5%
bis 1% pro Jahr statt. Dies entspricht der physiologischen Altersatrophie des Knochens.
Die Knochenmasse des Einzelnen im spéteren Leben ist demnach das Ergebnis der
Knochenautbauprozesse und des sich anschlieBenden Knochendichteverlustes.

Nach dem 40. Lebensjahr beginnt der altersabhéingige Knochenabbau. Bei Frauen kann
dieser zu einem Verlust von insgesamt 35% bis 40% der Kortikalis und 55% bis 60%
der Spongiosa fiihren. Mianner liegen ca. 2/3 unter diesen Werten. Der Abbau der
Spongiosa setzt im Alter frither ein und ist stirker ausgeprigt, als der der Kortikalis
[Javaid et al. 2002, Niethard et al. 2009, Sambrook et al. 2006].

Zusatzlich zur Altersatrophie kommt es bei der Osteoporose zu einem pathologischen
Knochenschwund. Hierbei ist hauptsdchlich die Spongiosa betroffen. Unmittelbar nach
der Menopause kann ihre Abbaurate 4% bis 8% pro Jahr bestragen. Da die verlorene
Knochendichte, wenn iiberhaupt, nur schwer wieder aufgebaut werden kann, sollte die

Primérpravention in den Mittelpunkt des Therapiekonzepts geriickt werden.
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Bei der Osteoporose ldsst sich auf zelluldrer Ebene ein Aktivitdtsungleichgewicht der
Osteoblasten und Osteoklasten nachweisen. Die Knochenresorption der Osteoklasten
iiberwiegt im Vergleich zur Knochenneubildung der Osteoblasten.

In den physiologischen Prozessen spielt auch das Ostrogen eine zentrale Rolle. Fehlt es,
kommt es u.a. zu dem genannten Ungleichgewicht von Knochenresorption und
Knochenneubildung. Ostrogene wirken direkt auf die Apoptose der Osteoklasten und
regulieren negativ einige proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a.
Fehlt Ostrogen, werden diese Zytokine aktiviert, die dann Knochenbestandteile
resorbieren und die Knochenneubildung hemmen.

Ein weiterer wichtiger Meilenstein im Verstidndnis der Osteoporose auf zelluldrer Ebene
ist die Entdeckung und die Erkenntnis des Osteoprotegerin, des RANK und dessen
Liganden (RANKL). Sie spielen eine wichtige Schliisselrolle in der Knochenresorption
der Osteoklasten. RANKL wird kontinuierlich von Osteoblasten ausgeschiittet, welches
dann an seinen RANK-Rezeptor bindet. Dieser wird von den Osteoklasten exprimiert
und reguliert deren Differenzierung. Durch diese Bindung werden die Osteoklasten
aktiviert und verldngern ihre Lebenszeit. Osteoprotegerin wird durch Stimulation von
Ostrogen von Osteoblasten ausgeschiittet. Es hemmt die Interaktion von RANK und
RANKL und ist somit ein physiologischer Regulator des Knochenstoffwechsels.
Ostrogen hat daher antiresorptive Wirkungen auf den Knochen [Bord et al. 2003, Boyle
et al. 2003, Pacifici 1996, Sambrook et al. 2006].

1.1.3 Einteilung
Die Osteoporose ldsst sich in eine primire (95%) und sekundire (5%) Form einteilen

(Tab. 1).

Primire Osteoporose Sekundéire Osteoporose

Idiopathisch bei jungen Menschen Endokrin
Postmenopausal/Priasenil (Typ I, 50.-70. Malabsorption
Lebensjahr)
Altersosteoporose/Senil (Typ II, iber 70. Medikamentos
Lebensjahr)

Immobilisation

Tab. 1: Einteilung primére vs. sekundére Osteoporose.
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Primére Osteoporose

Die idiopathische Osteoporose bezeichnet die Osteoporose junger Menschen und gilt als
fritherwachsene Form. Dies bedeutet die Erkrankung tritt vor dem 50. Lebensjahr auf.

Sie kommt sehr selten vor.

Die postmenopausale bzw. priasenile Form - Typ I - kommt im Alter von 50 bis 70
Jahren vor. Sie ist gekennzeichnet durch einen relativen Ostrogenmangel, der durch die
verminderte endokrine Ovarialfunktion nach der Menopause entsteht. Ebenfalls reagiert
der Knochen empfindlicher auf das ausgeschiittete Parathormon der Nebenschilddriise.
Diese Verdnderungen fithren zu einem rasch progredienten Knochenabbau, besonders
im Bereich der Wirbelkorper und des Femurs. Hieraus folgt ein erhohtes Frakturrisiko.
Weiter ist der sogenannte ,high turnover” charakteristisch. Dies bedeutet, der
Knochendichteverlust geht mit einer verstirkten Knochenresorption einher. Betridgt der
Dichteverlust mehr als 10% pro Jahr, wird dies als ,Fast Looser* bezeichnet. Es
kennzeichnet den dramatischen Verlauf mit schnell beginnenden statischen

Verformungen.

Der Typ II umfasst die senile bzw. Altersosteoporose (Inovulationsosteoporose). Sie
beginnt mit dem 70. Lebensjahr und betrifft ca. 50% dieser Bevolkerungsgruppe.
Hierbei kommt es zu einem ,,low turnover”, d.h. der Knochendichteverlust geht mit
einer verminderten Knochenneubildung einher. Diese Form der Osteoporose zdhlt zu
den ,,Slow Loosern®, der Knochendichteverlust betrdgt hierbei maximal 3,5% pro Jahr.
Fir dessen Verlauf sind chronische Schmerzen und allméhlich einsetzende statische
Verinderungen charakteristisch.

Weitere Faktoren der Entstehung sind beispielsweise eine zunehmende Immobilitdt im
Alter und ein defekter Vitamin-D-Metabolismus. Typische Frakturen fiir den
beschriebenen Typ sind die Schenkelhals-, Radius- und Beckenfraktur [Kriamer et al.
2007, Niethard et al. 2005, Niethard et al. 2009, Wiilker et al. 2010].

Sekundire Osteoporose

Die sekundire Osteoporose macht nur 5% der Osteoporose aus, ist aber fiir 20% der

osteoporotischen Frakturen verantwortlich. Sie hat viele verschiedene Ursachen.

-4 -
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Besonders hervorzuheben ist die Glukokortikoid-induzierte Osteoporose. Sie entsteht
entweder iiber eine endogene Uberproduktion beim M. Cushing oder iiber eine
iiberméfBige exogene Zufuhr z.B. von Kortisonpriparaten bei Asthma bronchiale oder
bei der rheumatoiden Arthritis. Hierbei kommt es zu einer reduzierten
Kalziumabsorption und zu einer tubuliren Hyperkalziurie. Diese negative
Kalziumbilanz fiihrt zu einem sekundiren Hyperparathyreoidismus, der einen erhdhten
Knochenumsatz bedingt. Am haufigsten ist das Stammskelett betroffen. Es kommt zu
Spontanfrakturen der Rippen und der Wirbelkorper. Als Folge der Frakturen kommt es
zu einer hyperthrophischen Kallusbildung.

Weitere Ursachen der sekundédren Osteoporose sind:

1. Endokrinologische Erkrankungen: Diabetes mellitus Typ L
Hyperparathyreoidismus, Hyperkortisolismus, Hyperthyreose,

2. Entziindliche Erkrankungen: entziindliche Magen-Darm-Erkrankung,
rheumatoide Arthritis, Spondylitis ankylosans

3. Immobilisation: z.B. durch Paraplegie und M. Parkinson

4. Hypogonadismus: Anorexia nervosa, Klinefelter Syndrom, Turner Syndrom

5. Malabsorption: Lebererkrankung, parenterale Erndhrung, Laktoseintoleranz,
Postgastrektomie, Zdliakie

6. Knochenmarkserkrankungen: Leukdmie, Mastozytose, M. Gaucher, multiples
Myelom

7. Medikamente: Antikonvulsiva, Aromatasehemmer, Zyklosporin,

Glukokortokoide, Glitazone, Heparin, Methotrexat, Protonenpumpeninhibitoren

Sehr niedrige Knochendichtewerte, ungewo6hnliche Frakturlokalisationen fiir
Osteoporose, wiederholte Frakturen trotz Prophylaxe und unklare Knochenldsionen im
Rontgenbild sind Hinweise auf die Skeletterkrankung. Biochemische Tests wie die
Bestimmung des Kalzium in Serum und Urin, des Serum-Kreatinin und der Protein
Elektrophorese, dienen zur Abklidrung der Differentialdiagnosen [Adami et al. 2009,
Buchholtz et al. 2010, Breusch et al. 2006].
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T-Score Bewertung

bis -1 SD Normal
-1 bis -2,5 SD Osteopenie
mehr als -2,5 SD Osteoporose

mehr als -2,5 SD plus Fraktur Manifeste Osteoporose
Tab. 2: WHO Schweregrade der Osteoporose. SD: Standardabweichung, T-Score: maximale
Knochendichte in einem Kollektiv junger gesunder Erwachsener [Niethard et al. 2009].

Die Osteoporose wird zusitzlich zur oben genannten Einteilung von der WHO in
einzelne Schweregrade (Tab. 2) eingeteilt. Diese basieren auf DXA- (Dual-X-Ray-
Absorptiometrie-) Messungen der Knochendichte [Buchholtz et al. 2010].

1.1.4 Risikofaktoren

Bei der Erkrankung der Osteoporose spielen beeinflussbare, sowie nicht beeinflussbare
Risikofaktoren eine groB3e Rolle. Sie tragen u.a. zum Auftreten der Erkrankung bei. Des
weiteren erhohen sie beispielsweise bei ihrem Auftreten das Frakturrisiko, auch wenn
die Knochendichte hohe T-Werte anzeigt [Bartl et al. 2009, Braun et al. 2010, Niethard
et al. 2005, Sambrook et al. 2006].

e Familidre Vorbelastung

e Genetik: weille und asiatische Rasse, Vitamin-D-Rezeptor-Allel BB
o Alter

e Geschlecht

e Untergewicht (BMI < 20)

e Immobilitit

e Frithe Menopause: vor dem 45. LJ.

e Ovarektomie

e Erndhrungsfaktoren: Tabak-, Alkoholkonsum
e Hyperthyreose

e Diabetes mellitus Typ 1

e Multiple Stiirze

e Glukokortikoidbehandlung

e Proximale Femurfraktur eines Elternteils

-6 -
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e Rheumatoide Arthritis

e Vorrausgegangen Frakturen

1.1.5 Klinik
Die Osteoporose ohne Fraktur verlduft oft asymptomatisch. Klinisch manifest wird sie

meist erst mit dem Einhergehen einer Fraktur. Hierbei sind besonders die Wirbelkdrper,
der Schenkelhals und der Radius betroffen. Es kann durch Verformungen der
Wirbelsdule zu akuten belastungsabhingigen Schmerzen kommen und auch chronische
Riickenschmerzen sind ein hdufiges Erkrankungszeichen. Durch die Verformungen der
Knochen entsteht ein typrischer Habitus osteoporotischer Patienten (Abb. 1). Dieser ist
gekennzeichnet durch eine deutliche Kyphose der Brustwirbelsdule und durch eine
Abnahme der KorpergroBBe um mehr als 4 cm. Die Bauchdecke ist vorgewdlbt
(,,Osteoporosebauch®), es kommt zum , Tannenbaumphidnomen* (Hautfalten vom

Riicken bis zu den Flanken) und das Gangbild der Patienten wird unsicherer und

kleinschrittig.
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Abb. 1: Verdnderung des Habitus bei osteoporotischen Patienten [Niethard et al. 2009, S. 147]
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Des Weiteren kann der Rippenbogen den Beckenkamm beriihren und dort Schmerzen
auslosen. Die Dornfortsdtze und die Muskelansitze konnen zudem druckempfindlich
sein. Patienten mit bereits erlittener Fraktur weisen eine erhohte Sterblichkeit im 1. Jahr
nach dem Ereignis auf. Auflerdem haben sie ein erhohtes Risiko weitere Frakturen zu
erleiden. Durch die Erkrankung entsteht hdufig ein Mobilitdtsverlust mit
Hilfsbediirftigkeit und Abhédngigkeit, sowie Vereinsamung. Dies hat eine reduzierte
Lebensqualitit und letztendlich eine erhohte Mortalitdt zur Folge [Kramer et al. 2007,
Niethard et al. 2009, Sambrook et al. 2006, Ruchholtz et al. 2010, Wiilker et al. 2010].

1.1.6 Diagnostik

Zur Basisdiagnostik gehoren die Anamnese und die klinische Untersuchung. Sie dienen
der Erfassung von Schmerzen, von funktionellen Einschrinkungen und von
Erkrankungen mit Sturz- oder Frakturrisiko. Mit dem ,,Timed-up-and-go-*“ und dem
,,Chair-rising-Test* werden Muskelkraft und Koordination erfasst. Gegebenenfalls muss
ein gesamtes geriatrisches Assessment vorgenommen werden.

Weitere Basisuntersuchungen sind die Osteodensitometrie (DXA-Messung) der LWS
und des Femurs, sowie eine Rontgenaufnahme der Frakturen insbesondere der BWS
und LWS in 2 Ebenen (Tab. 3). Die Laboruntersuchung trigt eher zur
Differentialdiagnosefindung, u.a. von Metastasen, Plasmozytom,
Hyperparathyreoidismus oder Infektion bei. Ein Basislabor sollte sich an die DXA-
Messung anschlieBen, wenn der T-Wert < - 2,0 ist, eine Fraktur Anlass fiir die
bildgebende Untersuchung war oder wenn sich in der Anamnese oder Untersuchung
Hinweise auf eine sekundir osteologische Grunderkrankung ergeben. Folgende
Parameter sollten bestimmt werden: Serum-Kalzium, -Phosphat und -Alkalische
Phosphatase, Gamma-GT, Kreatinin-Clearance, BSG und CRP, Blutbild, Serum-
Elektrophorese, TSH, ggf. Testosteron (bei Ménnern), 25-Hydroxy-Vitamin D3 und
Knochenresorptionsparameter.

Weitere Diagnostik findet durch das CT (quantitatives CT und peripheres quantitatives
CT), das MRT und die Skelettszintigraphie, den Ultraschall, sowie durch eine
Knochenbiopsie statt.
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Bildgebende Untersuchungen

DXA der LWS und des Femurs
Rontgen der BWS und LWS
QCT der LWS und des Femurs
pQCT des Radius und der Tibia

Sonographie an Kalkaneus und Finger

Tab. 3: Bildgebende Untersuchungen der Osteoporose.

Die DXA-Messung ist eine schnelle, verldssliche und allgemeingiiltige Methode zur
Messung der Knochendichte. In der Klinik werden T-Werte fiir die LWS L1 bis L4
(Abb. 2), den proximalen Femur und den Schenkelhals gemessen. Die T-Werte sind die
maximale Knochendichte in einem Kollektiv junger gesunder Erwachsener. So kann
eine Aussage iiber die Schwere der Erkrankung getroffen werden (Tab. 2: WHO
Schweregrade der Osteoporose). Ebenfalls ist die DXA-Messung zur Zeit das Mittel der
1. Wahl fiir die Indikationsstellung fiir eine Behandlung der Osteoporose. Sie wird allen
Frauen iiber 65 Jahren empfohlen. Bei Mannern bzw. Frauen unter 65 Jahren wird diese

Messung nur mit Einhergehen bestimmter Risikofaktoren vorgenommen.

b : Eﬂui;
Knochendichte

L1 (]

L2

L3

L4

Abb. 2: DXA-Messung der Lendenwirbelsdule [Bartl 2010, S. 86].

Eine Alternative zur DXA-Messung ist die quantitative Computertomographie (QCT)
an der Wirbelsdule und am Unterarm (Abb. 3). Mit dieser Methode kann man ebenfalls

-9.
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das  Wirbelkdrperfrakturrisiko — abschdtzen. Sie ldsst fiir  wissenschaftliche
Fragestellungen detailliertere Aussagen zu, ist jedoch hinsichtlich der Frakturvorhersage
schlechter evaluiert. Auch sind die T-Werte bei postmenopausalen Frauen im QCT

meist niedriger, als die der DXA-Messung.

Abb. 3: Quantitative Computertomographie der Wirbelsiule. Festlegung der Schichtebene
[Bartl 2010, S. 90].

Rontgenologisch sieht man bei der Osteoporose eine Rarefizierung der Spongiosa mit
Hervorhebung der Deck- und Grundplatten der Wirbelkorper. Eine vermehrte
Knochentransparenz 1ldsst sich abzeichnen (Abb. 4). Die Verminderung des
Knochengewebes beginnt im Markraum und schreitet nach peripher zur Kortikalis hin
fort. Die Kortikalis ist allerdings nur bei hochgradiger Osteoporose verschmélert. Zuerst
ist die Querspongiosa - das Sicherungssystem - betroffen, danach werden die vertikalen
Tragerbalken zersetzt. Diese konnen allerdings auch verdickt sein, was als
hyperthrophische Knochenatrophie bezeichnet wird. Es kommt meist zur Verformung

der Wirbelkorper, da die tragenden Strukturen ihre Stabilitdt verlieren.

-10 -
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Abb. 4: Rontgenbild der Wirbelsdule. Erhohte Knochentransparenz und Rarefizierung der
Trabekel, Fischwirbel und ein Keilwirbel (Pfeil, LWK 1) [Ackermann et al. 2012, Buch ,,B“, S
318].

Es konnen Keil-, Fisch- und Plattwirbel entstehen. Die Keilwirbel befinden sich eher in
der BWS auf Grund der Belastung der oberen Korperteile auf dem ventralen Teil des
Wirbelkorpers. Dies ist durch eine physiologische Kyphose der BWS bedingt (Abb. 4).
Die Fischwirbel sind hingegen in der LWS zu finden. Hier kommt es zu einer
gleichméafBigen Druckbelastung der Wirbel. Dadurch verbreitern sich die Bandscheiben
durch Wasseraufnahme und die Deckplatten dieser Wirbelkdrper senken sich ein
[Adami et al. 2009, Adler 1983, Blake et al. 2007, Braun et al. 2010, Dasher et al. 2010,
DVO Leitlinie 2009, Kramer et al. 2007, Niethard et al. 2009, Ruchholtz et al. 2010].

1.2 Der Knochen

1.2.1 Ubersicht und Einteilung

Das Knochengewebe bildet zusammen mit dem Knorpelgewebe das Stiitzgewebe des
Korpers. Es zihlt zu den hértesten Geweben des menschlichen Organismus und besteht
aus Mineralien und verschiedenen organischen Substanzen wie z.B. Kollagen Typ I.

Die Knochen spielen auch fiir den Kalzium- und Phosphathaushalt des Korpers eine

wesentliche Rolle. So werden ca. 99% des Kalziums im Knochengewebe gebunden.
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Neben der Stiitzfunktion ist auch die Schutzfunktion fiir Gehirn, Brust- und
Beckenorgane ein wesentlicher Aspekt. Weiter werden den Knochen einige
mechanische Eigenschaften zugeteilt: Druck-, Zug-, Biege- und Verdrehungsfestigkeit.

Neben der Knochensubstanz werden Knochenmark, Periost, Lymphgefil3e, Blutgefifle
und Nerven zum Knochen gezdhlt. Die Gelenkflichen sind mit hyalinem Knorpel

iiberzogen.

Der Knochen wird in unterschiedliche Formen eingeteilt:

Makroskopische Form

Das menschliche Skelett besteht in der Regel aus 210 einzeln abgrenzbarer Knochen.
Die einzelnen Knochen weisen verschiedene Formen wegen ihrer funktionellen und

topographischen Stellung auf:

1. Ossalonga

2. Ossa plana

3. Ossa irregularia
4

Ossa brevia

Die Rohrenknochen - Ossa longa - befinden sich hauptsdchlich in den Extremitéten. Sie
bestehen aus der Diaphyse, an deren Ende sich jeweils die Metaphyse angliedert. Hier
setzten Muskeln, Sehnen und Bénder an. Die Knochenenden werden durch die
Epiphysen gebildet, die durch die Epiphysenfuge von der Metaphyse getrennt sind. Die
Epiphysenfugen verknochern am Ende des Skelettwachstums und bestimmen somit das
Langenwachstum des Knochens. Zuriick bleibt die Epiphysenlinie. Kleine Foramen im
Knochen dienen als Ein- bzw. Austritt fiir Blutgeféal3e.

Im Querschnitt des Knochens Idsst sich eine Spongiosa von einer Kortikalis
differenzieren. Die Spongiosa befindet sich im Inneren des Knochens und besteht aus
einem dichten Geriist aus Knochenbidlkchen, den Trabekeln. Die duBlere Kortikalis
besteht aus kompaktem Knochengewebe. Die Spongiosa und die Knochenkanile der
Markhohle werden vom Endost iiberzogen. Der Knochen wird auflen vom Periost
umgeben (Abb. 5). Er besteht aus zwei Schichten: dem Stratum fibrosum aus straffem,
geflechtartigem kollagenem Bindegewebe, sowie dem Stratum osteogenicum. Dieses

besteht aus osteogenen und chondrogenen Vorlduferzellen und ist zellreich.
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Die Spongiosa bildet mit ca. 75% den Hauptbestandteil der Epi- und Metaphyse der
Rohrenknochen. Die Zwischenrdume in diesem Bereich werden mit blutbildendem
roten Knochenmark gefiillt. Die Kortikalis ist hier vergleichsweise diinn.

Im Bereich der Diaphyse ist kaum Spongiosa enthalten und die Markhdhle enthélt
Fettgewebe, das gelbe Knochenmark. Sie wird von einer sehr dicken Schicht kompakten

Knochens umgeben (Abb. 5).

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines Réhrenknochens [Schiinke et al. 2005, S. 35].
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Die Ossa plana finden sich in den Schulterbléttern, dem Darmbein, den Rippen bzw.
den Schédelknochen. Diese Knochen bestehen hauptsidchlich aus Spongiosa mit einer

sehr dunnen Kortikalis.

Als Ossa irregularia werden, wegen ihrer unregelmiBig geformten Struktur, die

Wirbelkorper bezeichnet. Der Aufbau des Knochens dhnelt dem der Ossa plana.

Die Hand- und FuBwurzelknochen werden von kleinen polygonalen Knochen, den Ossa

brevia gebildet [Aumiiller et al. 2007, Benninghoff et al. 2008].

Entwicklungsablauf

Der Knochen kann auf zwei verschiedene Weisen entstehen: durch die direkte desmale

oder die indirekte chondrale Ossifikation.

1. Der desmalen Ossifikation, auch membrandse Ossifikation genannt, gehen
Mesenchymzellen oder Bindegewebe voraus. Sie findet in der Embryonalzeit

statt und es entsteht ein Geflechtknochen (s.u.).

Schiuss der x
Knochen- proximalen T,
miarkshdhie Epiphysenfuge | m
§
sekisnddner - -
Knochenkoern m__
A 1 7 Corbenik
7\ X knonpel
preccimale Metaphyue mit ; r‘;v;-;':»q |
Epiphyse  primdrer Spongiosa \ y
primirer I-I- d]
perichondrale Knachenkern E"_' < . -
Enochen-
manschette  Periost
Perichon-
drium Epipinen
i
e sekunddre
! Spongiosa
i A
H
EaTe L I\_ 7
9
miner alisierter diaphysires distale sekunddrer Knochenkermn Schiuss d('r distalen Gbenk-
Knorpel Blutgef 58 Epiphyse der distalen Epiphyse Epiphysenfuge knorpel

Abb. 6: Entwicklung eines Rohrenknochens [Schiinke et al. 2005, S. 14].
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2 Das chondrale Knochengewebe entsteht durch ein knorpeliges Vorstadium. Das
vorgeformte Knorpelgeriist wird anschlieBend durch Knochengewebe ersetzt.
Die Knorpelanlagen des Knochens vergroBern sich zunichst durch Zellteilung
der Knorpelzellen. Dies wird als interstitielles Wachstum bezeichnet.

Zum einen findet die perichondrale Verkndcherung statt. Hierbei wird von
aullen um das bestehende Knorpelgeriist durch membrandse Ossifikation eine
Knochenmanschette (appositionelles Wachstum) gebildet. Auch hier entsteht
dann Geflechtknochen.

Oder es kommt zur enchondralen Ossifikation. Hierbei kommt es zu einer
Verknocherung, die im Zentrum der Anlage durch VergroBerung der
Knorpelzellen und Verkalkung der Knorpelgrundstubstanz beginnt.

Das prinatale Langenwachstum der Diaphyse entspricht der enchondralen Ossifikation.
Das postnatale Wachstum ist mdglich, solange die Epiphysenfuge offen ist. Das
bestehende Knorpelgewebe wird langsam durch Knochengewebe ersetzt. Das
Wachstum endet mit dem Schluss der Epiphysenfuge am Ende der Pubertit. Zuriick
bleibt die Epiphysenlinie (Abb. 6).

Das Dickenwachstum der Diaphyse erfolgt {iber Knochenabbau im Inneren und iiber

appositionelles Wachstum von aulen [Aumiiller et al. 2007, Benninghoff et al. 2008].

Mikroskopische Form

Es werden zwei Arten von Knochengewebe unterschieden: der Geflechtknochen, auch

primérer Knochen genannt und der Lamellenknochen - sekundérer Knochen.

Geflechtknochen kommen beim adulten Skelett (Schiadelndhte, Labyrinth des
Innenohrs, Kallusgewebe) kaum vor. Es sind Faserknochen und sie spielen wéhrend der
Knochenentwicklung und Knochenbruchheilung eine wichtige Rolle. Kollagenfibrillen
bilden ein Flechtwerk aus Kollagenfasen ohne Organisationsmuster. Die Knochenzellen
sind ebenfalls ohne Ordnung in der Matrix verteilt. Der Knochen weist eine starke

Biege- und Zugfestigkeit auf.
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Abb. 7: Schematischer Knochenaufbau [Schiinke et al. 2005, S. 35].

Der Lamellenknochen entsteht nach Abbau des Geflechtknochens. Er ist an seine
Funktionsanforderungen optimal angepasst und weist einen regelméBigen Aufbau auf.
AuBen findet sich der kompakte Knochen, innen die Spongiosa mit den
Knochenbilkchen. Diese bilden mittels sdulenférmiger verzweigten Strukturen ein
gitterformiges Gertist. Die Trabekel laufen in Richtung der im Knochen herrschenden
Zug- und Druckspannungen.

Die Kompakta besteht aus den Strukturelementen Knochenlamellen. In diesen Lamellen
sind Kollagenfibrillen gleichsinnig ausgerichtet. Man unterscheidet Osteone
(Speziallamellen), interstitielle Lamellen zwischen den Osteonen,
Zirkumferenzlamellen an der periostalen Oberfldche und Trabekellamellen. Im Zentrum
des zylindrisch gebauten Osteons verlduft der Havers-Kanal mit Blutgefien und
Nervenfasern. Sie bilden zusammen das Havers-System. Konzentrisch angeordnete
Speziallamellen, sowie kollagene Fasern des Typ I, umgeben den Kanal. Zwischen und
in den Lamellen liegen Osteozyten in Knochenhohlen. Sie kommunizieren iiber lange
Fortsitze in kleinen Kanédlchen miteinander. Die Osteone werden iiber eine Kittlinie, die
Linea cementalis, nach auBlen hin abgeschlossen. Volkmannsche Kanile verlaufen
transversal durch die Kompakta und verbinden die Haversschen Kanile untereinander

(Abb. 7) [Aumiiller et al. 2007, Benninghoff et al. 2008].
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1.2.2 Mikrostruktur und mechanische Eigenschaften

Die Integritit und die Materialeigenschaften eines Knochens, bzw. eines Korpers, sind
durch innere atomare und intermolekulare Krifte gegeben. Zu den inneren Kraftgrof3en
zdhlen u.a. Axialkrifte, Querkrifte, Biegemomente und Torsionsmomente. Wirken nun
duBere KraftgroBen auf einen Korper, so werden die Inneren beansprucht. Werden diese
auf eine Flacheneinheit bezogen, ergibt sich die Spannung. Sie wird in Kraft [N] pro
Fliche [cm®] angegeben. Spannungen sind geeignete GroBen zur Beschreibung von
Knochenbeanspruchungen. Es werden Normalspannungen (o-Spannungen) von
Querspannungen (t-Spannungen) unterschieden. Die Normalspannungen wirken
senkrecht zum Knochenquerschnitt und entsprechen den Druck- bzw. Zugspannungen.
Die 1-Spannungen hingegen wirken parallel und bestimmen somit die Schub- oder
Torsionsspannung. Bei einer Biegespannung liegt gleichzeitig eine Druck- und
Zugspannung vor.

Um nicht zu brechen, muss bei Spannungen, die auf den Knochen einwirken, immer
eine mindestens gleich groBe Gegenspannung im Knochen bestehen. Da der Knochen
gegenliber der Zugspannung eine geringere Stabilitit als gegeniiber einer
Druckspannung aufweist (Verhiltnis 2:3), sind Schutzmechanismen essentiell. Diese
bestehen u.a. aus dem Zuggurtungsprinzip der Muskelziige und Béinder oder aus der

Faszienverstirkung [ Benninghoff et al. 2008].

Die Aufgabe des Knochenskeletts ist es, mechanisch einwirkenden Kréften zu
widerstehen. Maximal auftretende Spannungen kdnnen lokal so hoch werden, dass der
Knochen nicht standhalten kann und bricht. Der Schwellenwert einer solchen Belastung

hiangt von 3 Faktoren ab:

1. Der geometrischen Struktur des Knochens
2. Den  mechanischen  FEigenschaften @ des  Knochens (Spannungs-,
Dehnungsverhalten, Druckresistenz)

3. Der Grofle und Richtung der angreifenden Kraft

Weiterhin erfordern diese einwirkenden Krifte, die zu Druck-, Zug-, Torsions- und
Schubspannung fiihren, kombinierte Eigenschaften des Knochens wie Elastizitdit und
Hdrte.

Fiir die mechanische Widerstandsfahigkeit sind die Hauptkomponenten des Knochens

verantwortlich: organische - Kollagenfaser, Glykoproteine und Proteoglykane - und
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anorganische Materialien, die Mineralien. Die Kombination der Materialien
unterschiedlicher Eigenschaften, die sich erginzen wird als Kombinationsbauweise
bezeichnet.

Die Elastizitit des Knochens wird durch die Kollagenfasern erzielt. Thr Verlauf in den
Osteonen ist konzentrisch, longitudinal, transversal und gemischt. Von der Lokalisation
und somit Beanspruchung des Osteons, ist die Ausrichtung der Kollagenfasern
abhédngig. Der Steigungswinkel der Kollagenfasern in den Osteonen bestimmt die
verschiedenen mechanische Eigenschaften und Belastungsgrenzen des Knochens (Abb.
7).

Im Allgemeinen werden die Zugspannungen von den Kollagenfasern und die
Druckspannungen von den Mineralien aufgefangen.

Der Grad der Hdrte des Knochens wird iiber die Einlagerung von Mineralien bestimmt.
Ebenfalls wichtig fiir die mechanische Belastbarkeit des Knochens ist der
Kalzifizierungsgrad. Ein hoher Grad steht fiir eine grofe mechanische Stabilitét.
Deswegen kommt es bei starker Belastung des Knochens zu einer vermehrten
Kalzifizierung und Vermehrung des Knochengewebes. Bei verminderter Belastung
sinkt diese hingegen. Ebenfalls reduzieren sich die organischen Bestandteile, es kommt

zum Matrixverlust [Benninghoff et al. 2008].

1.3 Parameter der Biomechanik

Definition von Spannung und Dehnung

Die duflere Belastung eines Stabes verursacht innere Kréifte. Fiihrt man einen Schnitt
durch diesen Stab, stellen die inneren Kréfte auf der Schnittfliche Fldchenkrifte dar.
Diese werden als Spannung bezeichnet. Die Spannung ¢ [Pa = N/m?] ist definiert als die
Kraft pro Flacheneinheit.

Die Dehnung € [%)] gibt das Verhiltnis der Léngenidnderung eines Korpers zur
urspriinglichen Lange unter Belastung an. Von einer positiven Dehnung (Streckung)
spricht man, wenn sich der Korper verldangert. Eine Stauchung (negative Dehnung) gibt
umgekehrt die Verkiirzung in Bezug auf die Ausgangslinge an [Gross et al. 2012,
Turner und Burr 1993].
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Definition der Steifigkeit

Die Steifigkeit eines Korpers ist dessen Eigenschaft, einer Verformung einen
Widerstand entgegenzusetzen. Sie beschreibt die aufzubringende Kraft F [N], um einen
Korper um den Weg s [mm] in die Richtung der einwirkenden Kraft zu bewegen bzw.

zu verformen [Stelzmann et al. 2008].

Steifigkeit =

Belastung __ Kraft _ F
Verformung - Weg S

[N/mm)]

Definition der Biegesteigung

Die Biegesteigung beschreibt die Anderung beim Drei-Punkt-Biegeversuch der
aufzubringenden Kraft F um den Knochen um die Streck 1 zu verformen. Sie wird in

Newton pro Millimeter angegeben [N/mm)].

Definition der Kraft

Die GroBe Kraft spielt eine groBe Rolle bei der biomechanischen Testung der hier

beschriebenen Studie.

[saac Newton (1643-1727) wird meist als Begriinder der klassischen Mechanik
bezeichnet. 1687 definierte er die Kraft als physikalische Grofle in seiner Schrift
,Philosophia naturalis principia mathematica®. Nach Newton gibt die Kraft F die Stirke
der Einwirkung auf einen Korper (Masse m [kg]) an. Sie misst die Einwirkung, die
schlieBlich eine Bewegungsinderung @ [m/s’] verursacht. Sie ist eine vektorielle GroBe,
d.h. diese Grof3e wird durch ihren Betrag, ihre Einheit und die Richtung definiert [Diehl
et al. 2008].

Kraft = Masse * Beschleunigung = m * a [kg/(m/s*) = N]

Die Bruchkraft der Drei-Punkt-Biegung des Femurs ist die aufzuwendende Kraft bzw.
Belastung, um den Knochen zum Versagen zu bringen. Angegeben wird sie ebenfalls

mit der Einheit [N] [Turner et al. 1993].
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Die Kompressionskraft ist die Kraft, die beim Kompressionsversuch der Wirbelkorper
gemessen wird, um diese zum Zerbrechen zu bringen. Sie wird ebenfalls in [N]

angegeben.

Definition des Drehmoments

Das Drehmoment ist das Produkt aus der Kraft F [N] und dem Wirkabstand (Hebelarm)
I [mm] von einem Bezugspunkt D. Der Wirkabstand steht senkrecht zur Wirklinie und
damit senkrecht zur Kraftrichtung [Boge 2011].

Drehmoment = Kraft * Hebelarm = F * | [N/mm]

Definition des Mittelwertes, der Varianz und der Standardabweichung

Der Mittelwert ist definiert, als die Summe der Einzelwerte dividiert durch die Anzahl

aller Werte.

X1+Xo+ - +Xp

Mittelwert: X = % tixy = ~

X = Mittelwert
n = Anzahl der Messungen

x = Einzelwert der Messung

Die Varianz ist ein MaB} fiir die Streuung, die die Verteilung von Werten um deren

Mittelwert angibt.

T(xi— %)*

n-—1

Varianz: VAR (x) = s% =

VAR = Varianz

s = Standardabweichung

Standardabweichung: s = \/ﬁ 2 (x — x)?

-20 -



1 Einleitung

Die Standardabweichung ist ein Mal} fiir die Streuung einer Variablen um ihren

Erwartungswert. Sie ist definiert als die Wurzel aus der Varianz.

1.4 Fragestellung und Ziele der Studie

Die Anzahl der an Osteoporose erkrankten Menschen und die daraus resultierenden
gravierenden Folgen nehmen immer mehr zu. Deshalb ist es wichtig, weitere
Erkenntnisse iiber die Erkrankung, die korperlichen Beschwerden samt
Langzeitschidden, die Therapie und die Prophylaxe zu erlangen. Die Osteoporose soll

frith erkannt und schnell behandelt werden konnen.

Deshalb ist das Ziel des Teilprojektes T1 des Sonderforschungsbereichs/Transregio 79
(,, Werkstofte fiir die Geweberegeneration im systemisch erkrankten Knochen®), ein mit
dem menschlichen osteoporotischen Knochenstatus vergleichbares Modell am Kleintier
Ratte zu induzieren und zu etablieren. Der porotische-, der steroidinduzierte- und der
senile Knochenstatus soll im Tiermodell erzeugt werden. Dies soll durch operative-,
hormonelle-, didtetische- und medikamentdse Manipulationen erreicht werden. Die
Qualitatssicherung des Tiermodells erfolgte im Versuch durch Messungen in vivo, in
vitro und ex vivo an den Tieren.

Dieses standardisierte und reproduzierbare Grundlagenmodell soll dann spiter zur
Untersuchung von Frakturheilung und Defektbehandlung des osteoporotischen

Knochens eingesetzt werden konnen.

Das Ziel dieser Dissertation ist es, das oben beschriebene Grundlagenmodell durch
biomechanische Messungen an Knochen ex vivo zu sichern und zu etablieren.

Die biomechanischen Messungen an der Ratte finden ex vivo statt. Gepriift werden die
Wirbelkorperkompression, die Torsion der Tibia und die Drei-Punkt-Biegung der
Femura. Die Absicht mit diesen Messungen ist es, Aussagen iiber die mechanischen
Eigenschaften der Tierknochen machen zu kénnen und Unterschiede zwischen den
verschiedenen Behandlungsgruppen aufzuzeigen. Die Einfliisse der Osteoporose auf die

Stabilitdat der Knochen sollen so verdeutlicht werden konnen.
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Dass die unterschiedlichen Behandlung und die verschieden langen Standzeiten der
Tiere einen maBgeblichen Einfluss auf die Induktion der postmenopausalen-,
steroidinduzierten- und senilen Osteoporose haben, soll mittels der durchgefiihrten

biomechanischen Untersuchungen bewiesen werden.

Wegen des langsamen  Krankheitsverlaufs der  Osteoporose und um
krankheitsbeeinflussende Faktoren beim Menschen wie Rauchen, Alkohol,
Medikamente und verschiedene Didten zu eliminieren, muss ein Tiermodell zur
Erforschung der Erkrankung etabliert werden [Turner 2001].

Bis heute existiert jedoch noch kein definitiv anerkanntes Tiermodell, in dem die
anatomischen Verhiltnisse und die hormonellen Systeme mit den humanen vergleichbar
sind. Deswegen muss ein dem Menschen &hnliches Tiermodell ausgewihlt werden.
Spéter sollen dann Behandlungsmdglichkeiten von Frakturen oder Knochendefekte im
porotischen Knochen untersucht werden konnen [Egermann et al. 2005, Rodgers et al.

1993, Turner 2001].

Fir diese Studie wurde das Kleintiermodell der Ratte ausgewdhlt, da sie in der
Erforschung der Osteoporose als aussichtsreiches Modell gilt und viele Daten hierzu
vorliegen. Die ovarektomierte Ratte weist beispielsweise viele Charakteristika der
postmenopausalen Osteoporose des Menschen auf. Ebenfalls gibt es viele Studien zur
Therapie der Osteoporose, bei denen die Ratte als nahezu analoges Modell zum
Menschen verwendet wird. Zudem sind die Tiere unkompliziert in der Unterbringung
sowie Haltung und weisen eine Spontanovulation auf [Egermann et al. 2005, Heldmaier

et al. 2004, Rodgers et al. 1993, Turner 2001].
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an 80 weiblichen, 10 Wochen alten Sprague Dawley
Ratten aus der Haltung des ,,Charles River Labors, Research Models and Services
Germany* (Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld) durchgefiihrt. Die durchzufiihrenden
Operationen fanden jeweils nach weiteren 4 Wochen Standzeit im Zentralen Tierlabor
der Justus-Liebig-Universitit Gieen (Frankfurterstrale 105, 35392 Gief3en) statt. Der
Operationszeitpunkt entsprach dem Zeitpunkt Null in der Versuchsreihe. Die Angaben
zum Alter der Tiere bzw. den Totungszeitpunkten 3, 12 und 14 Monate beziehen sich
immer auf diesen Ausgangszeitpunkt.

Der Tierversuchsantrag wurde am 17.02.2010 nach § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes

vom Regierungsprisidium GieBBen genehmigt.

Die 80 Tiere wurden in 8 Gruppen mit jeweils 10 Tieren eingeteilt:

Gruppe 0: Messbasis = baseline (n = 10)
Bei dieser Gruppe wurde keine Operation durchgefiihrt. Die Ratten

wurden zum Zeitpunkt Null getdtet und dienten als Kontrolle.

Gruppe 1: Sham (n = 10)
Die Standzeit betrug 14 Monate. Die Tiere dieser Gruppe wurden einer

Sham-Operation unterzogen (s. Kapitel 2.6).
Gruppe 1 a:  Sham (n = 10)
Die Standzeit betrug 3 Monate. Es erfolgte ebenfalls eine Sham-

Operation.

Gruppe 1 b:  Sham (n = 10)

Die Standzeit der Tiere betrug nach einer Sham-Operation 12 Monate.
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Gruppe 2: Postmenopausale Osteoporose (n = 10)
Die Standzeit betrug 3 Monate. Bei diesen Tieren wurde -eine
Ovarektomie durchgefiihrt. AnschlieBend erhielten die Tiere fiir 12
Wochen eine Diét (s. Kapitel 2.5).

Gruppe 3: Steroidinduzierte Osteoporose (n = 10)
Die Standzeit betrug 3 Monate. Diese Tiere wurden ebenfalls
ovarektomiert. Thnen wurden anschlieBend alle 3 Wochen nach der

Operation und insgesamt 12 Wochen lang Steroide injiziert.

Gruppe 4a:  Senile Osteoporose (n = 10)
Die Standzeit betrug nach einer Ovarektomie 12 Monate. In dieser Zeit

erhielten die Tiere eine Diét (s. Kapitel 2.5).

Gruppe 4b:  Senile Osteoporose (n = 10)
Die Standzeit betrug 14 Monate. Nach der Ovarektomie wurden die Tiere

diitetisch ernéhrt (s. Kapitel 2.5).

2.2 Tierhaltung und —betreuung

Die Haltung der Tiere erfolgte in ein einem fiir Labortiere ausgestatteten Makrolonkéfig
Typ I und IV mit Einstreu (Abb. 8).

Die Tierhaltung, Operationen und die Nachsorge bis zur Totung unterlagen
regelmiBigen strengen veterindrmedizinischen Kontrollen. Die Tiere befanden sich
wihrend der gesamten Versuchsreihe im Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-
Universitét in GieBBen.

Die Tiere wurden artgerecht gehalten und von Pflegern sowie Tierdrzten mit

langjéhriger Berufserfahrung betreut.
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Abb. 8: Die Tierhaltung in den Makrolonkéfigen.

Die Fiitterung wurde der jeweiligen Versuchsgruppe angepasst. Das Wasser erfolgte ad

libidum.

2.3 Versuchsprotokoll

Die Tierversuche des Projekts T1 des SFB/TRR 79 wurden nach Stellungnahme des
Tierschutzbeauftragten nach § 8b Absatz 3 Nr. 3 vom Regierungspriasidium Giel3en,
Veterindrdezernat (Schanzenfeldstrale 8, 35578 Wetzlar) genehmigt. Die Genehmigung
erfolgte auf Antrag nach § 8 Abs. 2 des Tierschutzgesetzes.

Die 80 weiblichen Sprague Dawley Ratten wurden wie weiter oben beschrieben in

insgesamt 8 gleichgrofle Gruppen mit jeweils 10 Tieren eingeteilt.

Nach einer Standzeit von 4 Wochen im Zentralen Tierlabor in Gielen wurde die
Ovarektomie bei den Ratten der Gruppen 2, 4a, 4b und 3 durchgefiihrt. Die Ratten der
Gruppe 1, la und 1b wurden Sham operiert (Tab. 4). Dies entspricht dem Zeitpunkt
Null der Versuchsreihe. Zur selben Zeit wurden die Tiere der Gruppe 0 getotet, da sie

eine Messbasis darstellen sollten.
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Gr.0 Gr. 1 Gr.1a Gr.1b Gr.2 Gr.3 Gr.4a Gr.4b
Sham X X X

OvX X X X X
Tab. 4: Ubersicht iiber die Operationen (OVX = Ovarektomie).

Die Totungen der jeweiligen Gruppen fanden zum Zeitpunkt Null, nach 3, 12 und 14
Monaten statt (Tab. 5).

Messbasis bzw. Sham OVX + Diit / Steroid

0 Monate Gr. 0

3 Monate Gr. la Gr.2/3
12 Monate Gr. 1 Gr. 4a
14 Monate Gr. 1b Gr. 4b

Tab. 5: Ubersicht iiber die Zeitpunkte der Tétungen (OVX = Ovarektomie).

Nach der Totung wurden die Knochen prépariert und bei -20 °C in Kompressen mit
0,9%iger NaCl eingefroren. Auf Trockeneis wurden sie nach Ulm in das Institut fiir
Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik (Helmholzstrale 14, 89091 Ulm)

transportiert. Dort wurden sie bis zu den Messungen weiter eingefroren.

Wirbelkorper (Th8 und Th9) Kompressionsversuch:
- Kompressionskraft [N]
Tibia (rechts) Torsionspriifung:

- Torsionssteifigkeit [Nmm/°]
- Bruchmoment [Nmm)]
Femur (rechts) Drei-Punkt-Biegung:
- Biegesteigung [N/mm]
- Bruchkraft [N]
Tab. 6: Ubersicht iiber die Messungen der Knochen und der gemessenen mechanischen

Parameter.

Aufgetaut konnten sie weiterbearbeitet und schlieflich gemessen werden. Es folgten

Messungen an den Wirbelkorpern, den Tibiae rechts und den Femura rechts (Tab. 6).
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2.4 Randomisierung

Um Strukturgleichheit fiir die jeweiligen Gruppen herzustellen, wurden die Tiere auf
diese Gruppen randomisiert. Die 80 weiblichen Ratten wurden nach Ankunft im
Zentralen Tierlabor in Gieen per Los den einzelnen Gruppen zugeordnet. So wurde
gewihrleistet, dass jedes Tier die gleiche Chance hatte in die jeweilige Gruppe zu
gelangen. In der jeweiligen Gruppe wurde ihnen dann eine Tiernummer zugelost. Die

zeitliche Reihenfolge der Operationen wurde ebenfalls per Zufallsprinzip durchgefiihrt.

2.5 Diiat und Gukokortikoidgabe

Die Gruppen 2, 4a und 4b erhielten zusdtzlich zwischen Ovarektomie und der Tétung
eine Didt. Diese Didt war Soja- und Phytoestrogenfrei. Sie beinhaltete wenig Vitamin
D2 und D3, sowie wenig Vitamin K und Kalzium. Zudem sollte eine geringe
Phosphatversorgung herrschen. Durch die Diét sollte ein Mangel dieser Stoffe bei den
Tieren vorherrschen. Das Futter wurde iiber Altromin Spezialfutter GmbH (Altromin-

C1034, Lage, Deutschland) bezogen.

Fiir die Steroidgabe der Gruppe 3 wurde ein Dexamethason-21-isonicotinat 0,3 mg/kg
KG (Voren-Depot®, Bochringer-Ingelheim, Deutschland) verwendet. Es wurde jedem
Tier dieser Gruppe in der oben genannten Dosis alle 3 Wochen s.c. appliziert. Es wurde
2 Wochen nach der Operation bei gesicherter Wundheilung mit den Injektionen

begonnen und bis zur Totung fortgefiihrt.

2.6 Operationsverlauf

Jedes Versuchstier, bis auf die Tiere der Gruppe 0, wurde unter Narkose einer
Ovarektomie oder einer Sham-Operation unterzogen. Zur Narkose diente eine
Mischspritze mit 7,5 mg/kg KG Xylazin (Rompun® 2%, Bayer) und 62,5 mg/kg KG
Ketamin (Hostaket”, Hoechst). Die Substanzen wurden in 0,9% korperwarmer NaCl-

Losung geldst und i.v. in die Schwanzvene mit einer G26 Kaniile injiziert.
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Die jeweilige Ratte wurde ventral auf eine Heizmatte mit einer Temperatur von
maximal 38 °C gelegt. Vor der Operation wurde die Haut im Bereich des Riickens und
der Lendenwirbel rasiert (Abb. 9, Rasierer fiir Labornager, Indulab Model 1574) und
anschliefend mit nichtalkoholischem Desinfektionsmittel (Braunol®™) desinfiziert. Das

Operationsgebiet wurde anschlieBend steril abgedeckt.

Abb. 9: Die Ratte ist am Riicken rasiert und liegt auf der Heizmatte.

Der operative Zugang erfolgte iiber einen ca. 1,5 cm langen Hautschnitt unterhalb des
Rippenbogens iliber der Wirbelsdule in kraniokaudaler Richtung. Das Bindegewebe
wurde zwischen Haut und Muskel stumpf freipripariert. Die Bauchwand wurde mit
einer Pinzette angehoben und das Peritoneum scharf erdffnet. Der Schnitt wurde
verldngert um in der Bauchhdhle praparieren zu konnen. Uterus, Ovar und das sie
umgebende Fettgewebe wurden mit einer Pinzette vorsichtig nach auBlen luxiert. Nach
der Freiprdparation des Ovars wurde der Eileiter doppelt ligiert (Abb. 10) und
anschlieend durchtrennt (Abb. 11).
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Abb. 11: Abtrennung des Ovars zwischen den zwei Ligaturen.

Die Bauchhohle wurde mit einem resorbierbaren 5-0 (Vicryl UPS = 1,0 metric) Faden
mit 2 bis 3 Einzelknoten verschlossen.

Der gleiche Eingriff mit der Abtrennung des Ovars erfolgte anschlieBend auf der
anderen Korperseite.

Die Hautnaht erfolgte mit 3 bis 4 Wundverschlussklammern und wurde anschlieend

noch einmal desinfiziert (Abb. 12).
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Abb. 12: Die geklammerte Naht am Riicken in der Aufwachphase nach der Operation.

Bei der Sham-Gruppe erfolgten ebenfalls die oben beschriebenen Haut- und OP-
Schnitte, Er6ffnungen und Verschliisse des Peritoneums. Die Ovarien wurden hervor-
und anschlieBend wieder intraperitoneal verlagert. AnschlieBend erfolgte eine

Hautklammerung (Abb. 12 und 13).

Abb. 13: Eroffnung des Peritoneums bei der Sham-Operation.
Mit diesem Eingriff sollten Begleitfaktoren einer Operation, wie der perioperative
Stress und der Wundschmerz in allen Vergleichsgruppen verursacht werden.
2.7 Postoperativer Verlauf

Noch wihrend der postoperativen Narkosephase erfolgte eine DXA-Messung. Hiernach

wurden die Tiere bis zum Wiedererlangen des vollen Bewusstseins in einer warmen, gut
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kontrollierten Umgebung gehalten. Die Temperatur und das klinische Erscheinungsbild
der Tiere wurden stets kontrolliert. Danach wurden sie in Kéfige zur Einzelhaltung
zuriick gesetzt. Diese wurde fiir 5 Tage beibehalten, damit sich die Tiere nicht
gegenseitig unter der Schmerzbehandlung mit Meloxicam (Metacam®, s.c. 2 mg/kg
KG/d tiber 3-5 Tage) verletzten konnten. Tierdrzte und Pfleger beurteilten und priiften
taglich das Verhalten und Allgemeinbefinden der Tiere, sowie fiihrten regelmiBige

Wundkontrollen durch.

2.8 Totungen

Nach einer Beobachtungszeit von 0, 3, 12 oder 14 Monaten wurden die Tiere der

jeweiligen Gruppe schmerzlos mittels CO,-Narkose getotet.

Anschlieend wurden in Riickenlage von ventral alle Hautschichten des Abdomens mit
Skalpell und Schere erdffnet bis die Bauchhohle sichtbar war. Es wurde sofort mittels
einer Kaniile Blut aus der Vena cava entnommen und weiteren Teilprojekten des
SFB/TRR 79 fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Der Bauchraum wurde weiter erdffnet. Die inneren Organe Herz, Leber, Niere, Lunge
und Milz wurden entnommen. Sie wurden an die jeweiligen Gruppen der Teilprojekte

des SFB/TRR 79 zu Analysen weitergegeben.

Nun wurden die 4 Extremitdten mit Schere und Skalpell vom Kd&rperstamm abgetrennt.
Die einzelnen Knochen der Extremitdten wurden mittels behutsamer Durchtrennung der
Gelenke durch ein Skalpell separiert. Anschlielend wurden die Knochen vom
umgebenen Gewebe bis auf das Periost entfernt, ohne diese zu beschéddigen. Die
Priparation erfolgte ebenfalls mit Skalpell und Pinzette. Bei dem rechten Femur und der
rechten Tibia mussten besonders gut das proximale und distale Ende priapariert sein, um

sie spéter fiir die eigentliche biomechanische Messung vorbereiten zu konnen (Abb. 14).
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Abb. 14: Rechter Femur und rechte Tibia nach der Préparation.

Abschliefend wurde die Wirbelsdule im Ganzen entnommen (Abb. 15). Die einzelnen
Wirbelkdrper wurden mit Skalpell voneinander getrennt und ebenfalls vom weichen
Gewebe befreit. Bei den Wirbelkorpern Th8 und Th9 wurden =zusitzlich die
Bandscheiben und das Riickenmark entfernt, sodass nur noch der Wirbelkdrper mit

seinen Fortsitzen librig blieb (Abb. 16).

Abb. 15: Die Wirbelsdule vor der Préparation.

Abb. 16: Ein Wirbelkdrper (BWS) nach der Préparation.
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Das rechte Femur, die rechte Tibia und die Wirbelkorper Th8 und Th9 wurden in mit
isotonischer 0,9%iger NaCl-Losung benetzen Kompressen eingewickelt und bei -20°C
im Labor fiir Experimentelle Unfallchirurgie der JLU - GieBen (Kerkraderstrale 9,
35394 GieBen) eingefroren. Von Gieflen wurden die Proben auf Trockeneis nach Ulm
transportiert. Im Institut fiir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik der
Universitétsklinik Ulm (Institutsleiterin Frau Univ. - Prof. Dr. med. vet. Anita Ignatius)
fanden die biomechanischen Messungen statt. Die Knochen wurden vor den Messungen
aufgetaut und weiter aufgearbeitet. In den Abschnitten 2.9.1 bis 2.9.3 wird genauer auf
die jeweiligen Vorbereitungen fiir die Kompressions-, Torsions- und Drei-Punkt-

Biegungs-Versuche eingegangen.

2.9 Biomechanische Testung

2.9.1 Kompression der Wirbelkorper

Die Wirbelkorper 8 und 9 der Brustwirbelsdule (Th8 und Th9) der Ratten wurden fiir
die Kompressionsmessung verwendet. Die Bandscheiben der Wirbelkorper mussten mit
entfernt werden, da die Wirbelkdrper sonst zwischen den Druckstempeln der
Priifmaschine leicht weggerutscht wéren.

Die anschlieBende Messung wurde auf der Materialpriifmaschine (Typ Z10, Serien-Nr.
Ab 480483) der Firma Zwick durchgefiihrt (Abb. 17). Die Kraftmessdose (Typ KAF-
TC, der Firma A.S.T., Serien-Nr. 814221) hatte ein Maximum von 500N.

Die Wirbelkorper wurden in proximal-distaler Ausrichtung zwischen dem Auflager und
dem Druckstempel positioniert (Abb. 18). Durch das Absenken des Druckstempels
wurden sie kontinuierlich und gleichméBig mit einer Geschwindigkeit von 10 mm/min
bis zu ihrem Versagen belastet. Die maximale Kraft [N], die der Wirbelkdrper dem

Druckstempel entgegensetzen konnte, wurde gemessen und aufgezeichnet.
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Abb. 17: Die Priifmaschine (Typ Z10, Serien-Nr. Ab 480483) der Firma Zwick zur
Kompression der Wirbelkorper.

Abb. 18: Die Kompression eines Wirbelkdrpers. Der Wirbelkorper befindet sich zwischen dem
Auflager und dem Druckstempel.

Zwischen den einzelnen Messungen der jeweiligen Tests war es wichtig die Knochen
feucht zu halten, damit sie nicht austrockneten. Hierfir wurden ebenfalls mit
isotonischer 0,9%ige NaCl-Losung benetzte Kompressen benutzt. Dies wurde auch bei
den Torsionsmessungen der Tibiae und der Drei-Punkt-Biegepriifung der Femora

beriicksichtigt.

2.9.2 Torsion der Tibiae

Fir die Torsionspriifung wurden die, ebenfalls vom tierischen Weichteilgewebe
vollstindig befreiten, rechten Tibiae der jeweiligen Tiere verwendet. Die Messungen
erforderten eine weitere Vorbereitung der Tibiae. Hierzu wurden das proximale und das

distale Ende der Knochen jeweils fest in kleine Aluminiumbhiilsen eingegossen. Ein
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Gemisch aus Technovit® 3040 Pulver (Kaltpolymerisierender Kunststoff fiir
Oberflichenpriifungen und Abdrucknahme, gelb) und Technovit® universal liquid
diente zum EingieBen. Das Pulver und die Fliissigkeit wurden im Verhiltnis 2:1
gemischt und in die Hiilsen gespritzt. Es durften keine Luftblasen eingegossen werden,
da die Knochen sonst nicht maximal fixiert gewesen wéren. Eine Eingievorrichtung
mit Probenhalterung (Eigenbau des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik, Universitit Ulm) diente als Hilfe, damit ein senkrechtes Eingieen der

Knochen gewéhrleistet werden konnte (Abb. 19).

Abb. 19: Die Tibia in der EingieBvorrichtung. Das distale Ende ist in Technovit” eingebettet.

Nach einer Trockenzeit des Technovits® von ca. 15 Minuten konnte die Messung mit
der Materialpriifmaschine Typ Z10 der Firma Zwick (Serien-Nr. AB 480483) erfolgen.
Als Erstes wurde ohne den Knochen eine Korrekturkurve im Bereich der Kraftmessdose
(Typ KAP-Z, Firma A.S.T., Serien-Nr. 151450, Messbereich < 40 N) gefahren, um so
mogliche Messfehler zu reduzieren. Es gilt, je steifer die Probe desto grofer der
Messfehler. AnschlieBend wurden die beiden eingegossenen Enden des Knochens in die
Torsionseinrichtung (Eigenbau des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik, Universitidt Ulm) eingespannt. Das proximale Ende der Tibia wurde dabei
fest fixiert. Das Distale war in seiner Verankerung ebenfalls fest fixiert, jedoch um die
Lingsachse des Knochens zirkulir beweglich. Uber einen Hebelarm wurde die

aufzuwendende Kraft iibertragen und die Probe tordiert (Abb. 20 und 21).
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Es folgten 3 Messungen mit jeweils 1 N und einer Priifgeschwindigkeit von 10
mm/min. Durch die ersten beiden Messungen wurde die Probe richtig platziert. Mit den

Messergebnissen des 3. Durchlaufs wurde die Torsionssteifigkeit [Nmm/°] ermittelt.

Abb.21 : Die Tibia in den Halterungen der Priifmaschine nach dem Bruch.

Anschliefend wurde der Knochen in einer 4. Messung so lange mit einer
Geschwindigkeit von 20 mm/min tordiert, bis er zerbrach. Hierdurch wurde das

Bruchmoment [Nmm] des Knochens ermittelt.

2.9.3 Drei-Punkt-Biegung der Femura
Die rechten Femora wurden einer Drei-Punkt-Biege-Messung unterzogen. Die Knochen
wurden ebenfalls in eine EingieBvorrichtung mit Probenhalterung (s. Kapitel 2.9.2)

eingespannt. Das distale Ende des Knochens wurde mit Technovit® (s. Kapitel 2.9.2) in
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kleine Aluminiumhiilsen eingegossen. Die Probenhalterung diente zum senkrechten
Eingieen der Proben, damit diese spédter in die Materialpriifmaschine eingespannt und

so standardisierte Messungen durchgefiihrt werden konnten (Abb. 22).

P

Abb. 22: Rechter Femur in der Probehalterung. Das distale Ende ist in Technovit® eingebettet.

Mit der Materialpriifmaschine des Typs Z10 der Firma Zwick (Serien-Nr. AB 480483)
erfolgte die Drei-Punkt-Biege-Messung. Als erstes wurde auch hier eine Korrekturkurve
der Kraftmessdose von < 500 N (Typ KAF-TC, Firma A.S.T., Serien-Nr. 814221) mit
einem Dummy (Eigenbau des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik, Universitit Ulm) mit maximaler Steifheit erstellt. Die eigentlichen
Messwerte der Knochen wurden mit der Korrekturkurve verrechnet, um Messfehler zu
eliminieren (Abb. 23).

Das distale Ende des Femur wurde in die Drei-Punkt-Biegungsvorrichtung mit
Halterung fiir Rattenknochen (Eigenbau des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung
und Biomechanik, Universitit Ulm) eingespannt. Das proximale Ende lag locker auf
einem Auflager auf. Eine Stiitzweite von 32 mm wurde eingestellt. Die Stiitzweite
entsprach der Linge des frei hingenden Knochens. Weiter wurde sichergestellt, dass die
Krafteinwirkung mittig zwischen den Auflagern und senkrecht zur Lidngsachse des
Femur erfolgte. Die Kraft wurde {iber eine Druckfinne (Eigenbau des Instituts fiir
Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik, Universitit Ulm) auf den Femur

iibertragen (Abb. 25).
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In Abbildung 24 ist der Versuchsaufbau schematisch dargestellt (s.u.).

|
@\

Abb. 23: Die Priifvorrichtung fiir die Messung der Rattenfemora mit eingespanntem Dummy.

Die Knochen wurden zweimal mit einer Kraft von 5 N und einer Geschwindigkeit von
jeweils 1 mm/min vorbelastet, danach mit 20 N und 1 mm/min Geschwindigkeit. Fiir
die Auswertungen der Biegesteigung wurde der 3. Zyklus (20 N) verwendet, da auch
hier zuerst ein richtiges Setzen der Probe fiir die eigentliche Messung vorausgehen
musste. Im 4. Zyklus wurden die Femura mit einer Geschwindigkeit von ebenfalls 1

mm/min bis zum Bruch gepriift (Abb. 25 und 26).

F
i
L
12 F 12F

Abb. 24: Schematische Darstellung der Drei-Punkt-Biegung. [Institut fiir Unfallchirurgische
Forschung und Biomechanik]
L = Abstand der Befestigung und Auflagefliche des Femur (Stiitzweite = 32mm)
F = einwirkende Kraft auf den Femur iiber die Druckfinne [N]
S = Verformung der Probe [mm] (entspricht dem bei der Messung zuriickgelegten Weg der

Druckfinne)
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Abb. 25: Das in die Priifmaschine eingespannte Femur wird gemessen (3-Punkt-Biegung).
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Die Ermittlung der Bruchkraft [N] und der Biegesteigung [N/mm] des Femurs erfolgte

durch diese Messung.

2.10 Fotodokumentation

Die gesamte fotografische Dokumentation der Tierhaltung, Operationen, DXA-
Messungen, Tétungen und biomechanischen Messungen, sowie deren Vorbereitungen
und Verlauf, erfolgte mit einer Canon Digitalkamera Typ ,,Power Shot G10". Ebenfalls
wurden mit dieser Kamera die morphologischen Verdnderungen der Knochen im Laufe
der Testreihe festgehalten.

Kurze Videosequenzen konnten mit derselben Kamera aufgenommen und dann fiir

Vortriage verwendet werden.
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2.11 Statistische Auswertung der Daten

Die Datenaufnahme und Auswertungen der Testreihe erfolgte mit dem
Materialpriifprogramm testXpert II Version 3.2. der Fima Zwick. Dieser Vorgang fand
im Institut fiir Biomechanische Forschung und Unfallchirurgie der Universitdt Ulm

statt. AbschlieBend wurden die Daten in Excel-Tabellen exportiert.

Die statistische Weiterverarbeitung erfolgte am PC Lenovo Z360 mit dem Programm
Microsoft EXCEL 2007%. Es wurden die Mittelwerte mit der jeweiligen

Standardabweichung berechnet und die Diagramme fiir diese Dissertation erstellt.

Fir die weitere statistische Auswertung, einschlieBlich der Varianzanalyse und der
deskriptive Analyse der Daten wurde das Programms IBM® SPSS® Version 20 am
Institut fiir Medizinische Informatik (Leiter: Dr. R.-H. Bodeker) der Justus-Liebig
Universitit Giellen verwendet. Die Auswertung wurde zusammen mit dem
wissenschaftlichen Mitarbeiter des SFB 79/TRR Dr. Thaqif EIKhassawna durchgefiihrt.
Es wurden die Tests One-way-ANOVA sowie der Bonferroni Post-Hoc-Test
durchgefiihrt. Ebenfalls erfolgten diese Auswertungen auf dem PC Lenovo Z360.

Die Textverarbeitung der Dissertation erfolgte auf dem PC Lenovo Z360 mit Microsoft

WORD 2007".

Die Fotobearbeitung wurde mit Microsoft Office Picture Manager 2007" durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinischer Verlauf

Der klinische Verlauf der Tiere und der unterschiedlichen Gruppen war wihrend der
gesamten Projektzeit sehr verschieden.

Bereits zu Beginn der Versuchsreihe starben einige Tiere. Wihrend bzw. nach den
Operationen lebten einige Ratten vermutlich auf Grund des Operationsstresses und der

Narkose ab.

Die Didt-Gruppen der 12 und 14 Monatstiere zeigten klinisch bereits wihrend der
Versuchsreihe ,,Osteoporosezeichen™ (s. Kapitel 1.1.5), wie eine Verformung der
Wirbelsédule. Die Tiere bewegten sich kaum noch im Kéfig. Da es somit ethisch nicht
mehr vertretbar war die Ratten noch linger leben zu lassen, um die geplante Standzeit
von 18 Monaten zu erreichen, wurde diese von den Gruppen 1 und 4b auf 14 Monate

verkirzt.

Bei den Tieren der Steroid-Gruppe traten zusitzlich klinisch stark ausgeprigte
Glykokortikoidnebenwirkungen, wie ein gelbes Fell, Stammfettsucht und eine derbe

Haut auf.

3.2 Allgemeine Parameter

Die 80 weiblichen Ratten hatten zum Zeitpunkt Null ein durchschnittliches Gewicht von
274,87 g (+ 14,62 g).

Nach 3 Monaten erreichten die Sham-Tiere ein mittleres Gewicht von 323,33 g. Nach
weiteren 9 Monaten nahmen die Tiere noch mal um durchschnittlich 100,38 g (423,71g)
zu, um dann ein durchschnittliches Endgewicht nach insgesamt 14 Monaten von 472,67
g zu erreichen. Die Steroid-Gruppe wog nach 3 Monaten durchschnittlich 341,67 g und
lag somit 18,34g liber der Sham-Gruppe (Tab. 7 und Abb. 27).
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0 Monate 276,98 + 12,11 268,93 + 14,14 276,1 £13,73
3 Monate 323,33+ 16,48 361,72 + 21,96 341,67 + 31,67
12 Monate 423,71 £ 41,08 389 +£44,76

14 Monate 472,67 + 14,59 371,25+ 67,41

Tab. 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der Gewichte in Gramm (g) der jeweiligen

Versuchsgruppen.
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300 t----o--
(8) 250 -~ oo
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Abb. 27: Gewichtsentwicklung der Gruppen (Sham, Diét und Steroid) im zeitlichen Verlauf.

Die Diét-Gruppe erreichte nach 3 Monaten ein Gewicht von 361,72 g. Dies entsprach
einem Zuwachs von 38,39 g im Vergleich zur Sham-Gruppe. Nach insgesamt 12
Monaten nahm das Gewicht nur wenig zu und lag somit bereits mit durchschnittlichen
389 g unter der Vergleichsgruppe. Nach weiteren 2 Monaten verloren die Diéttiere
etwas an Gewicht. Die Tiere wogen noch 371,25 g (Tab. 7 und Abb. 27).

3.3 Knochenmorphologie

Wihrend der Prdparationen zeigten sich mit zunehmender Versuchsdauer deutliche

makroskopische Unterschiede von Knochen und Gewebe bei den Ratten.
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3 Monate Standzeit

Nach insgesamt 3 Monaten sah man zwischen den verschieden behandelten Gruppen
keine enormen makroskopischen Unterschiede. Bei den Wirbelkdrpern waren keine
merklichen Verdnderungen zu sehen. Jedoch war im Vergleich zur Ausgangsgruppe
(Kontrolle) ein Léngenwachstum der Réhrenknochen zu erkennen, da die Tiere zu

diesem Zeitpunkt (Zeitpunkt Null) noch nicht ausgewachsen waren (Abb. 28 und 29).

Abb. 28: Tibia der Kontrolle. Abb. 29: Tibia der Sham- Abb. 30: Tibia der Sham-
Gruppe nach 3 Monaten. Gruppe nach 14 Monaten.

Sham-Gruppe im Verlauf

In den Sham-Gruppen nahmen bei Tibia und Femur das Dicken- und Lingenwachstum
im Verlauf der Studie deutlich zu. Die Strukturen des Knochens waren gut abgrenzbar.
Das Periost war glatt begrenzt und der duBlerlich Knochen nicht beschidigt. Es waren

keine duBerlichen Strukturdefizite erkennbar (Abb. 30 und 31).
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Abb. 31: Femur der Sham-Gruppe nach 3 (links) und 14 Monaten (rechts).

Abb. 32: Wirbelkorper der Sham-Gruppe Abb. 33: Wirbelkorper der Sham-Gruppe nach

nach 3 Monaten. 14 Monaten.
Im Vergleich der Dreimonatstiere nahmen die Wirbelkdrper der Ratten nach 12 und 14
Monaten an Volumen und GroBe zu. Ebenfalls zeigten sich die Fortsitze der

Wirbelkorper prominenter (Abb. 32 und 33).

Didt-Gruppe im Verlauf

Bei den 12-Monatstieren der Didt-Gruppe konnte beobachtet werden, dass die
Knochenstruktur aufgelockerter, nicht mehr so dicht gepackt war und instabiler wirkte.
Diese morphologischen Verdnderungen verstirkten sich bei der Didt-Gruppe nach

insgesamt 14 Monaten. Die Knochen waren stirker aufgelockert, die dufBerlichen
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Strukturen nicht mehr glatt begrenzt und das Periost wirkte zerkliiftet. Die
Gelenkflichen waren beschiddigt. Bei den Femura waren die Kondylen und der
proximale Anteil deformiert (Abb. 34, 35 und 36). Bei den Tibiae war zudem das
Plateau stark deformiert (Abb. 37 und 38). Die Knochen waren allgemein kiirzer als die

der Vergleichsgruppe, hatten jedoch merklich an Umfang zugenommen.

Abb. 34: Femur der Sham-Gruppe nach 3 (links) und 14 Monaten (Mitte), sowie der Diét-
Gruppe nach 14 Monaten (rechts).

Abb. 35: Femur der Didt-Gruppe nach Abb. 36: Femur der Didt-Gruppe nach
12 Monaten. 14 Monaten.
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Abb. 37: Tibia der Diét-Gruppe nach Abb. 38: Tibia der Diét-Gruppe nach
12 Monaten. 14 Monaten.

Abb. 39: Wirbelkorper der Didt-Gruppe nach 14 Monaten (links) und der Sham-Gruppe nach 3

Monaten (rechts).

Die Wirbelkorper wirkten volumenvermehrt, die Dornfortsidtze jedoch weniger stark

ausgepragt und teilweise verkiimmert (Abb. 39).

3.4 Biomechanische Testungen

Die durchgefiihrten biomechanischen Messungen sollten Auskunft {iber die

mechanischen Eigenschaften der Knochen geben. Somit lassen sich Aussagen liber die

Osteoporoseentwicklung durch unterschiedliche Behandlungen (Sham, OVX + Diét und
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OVX + Steroid) und unterschiedlich lange Standzeiten (3, 12 und 14 Monate) bei den

Versuchstieren machen.

3.4.1 Kompression der Wirbelkorper

Bei der Kompressionspriifung der Wirbelkdrper Th8 und Th9 wurde die Kraft [N] bis
zum Zerbrechen der Wirbelkorper ermittelt.

Im Laufe der Versuchsreihe kam es in der Didt-Gruppe bereits zu spontanen Frakturen,

sodass diese Wirbelkorper nicht mehr mit gemessen werden konnten.

Messzeitpunkt 3 Monate

Die Kompressionskraft der Wirbelkorper der Didttiere wurde mit durchschnittlich 106,4
N (Th8) und 101,7 N (Th9) bestimmt. Im Vergleich mit der Sham-Gruppe (ThS8: 162,17
N und Th9: 180,21 N) zeigte sich bei beiden Wirbelkorpern ein signifikanter
Unterschied (Th8: p = 0,002 und Th9: p < 0,001).

Die Steroid-Gruppe erreichte mittlere Werte von 114,8 N (Th8) und 126,1 N (Th9).
Auch hier fand sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Sham-Gruppe (ThS:
p=0,011, Th9: p = 0,000).

Zwischen der Diét- und Steroid-Gruppe kam es bei Th8 zu einer Erh6hung im Mittel
von 8,4 N (p = 0,844) und bei Th9 von 24,4 N (p = 0,304). Der Unterschied war
statistisch nicht signifikant (Abb. 40 und 41).

250
200
150

(N)
100

B OVX + Diit
B OVX + Steroid

50

0
Abb. 40: Kompressionskraft von Th8 nach 3 Monaten (Sham, OVX +Diét, OVX + Steroid im
Vergleich).
*=p<0,05 **=p<0,01, *** p<0,001
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250 o-mmememmemeemsmemoeenosoeoeooeooo

200 -

150 ~

(N)
100 -

B OVX + Diat
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O ;
Abb. 41: Kompressionskraft von Th9 nach 3 Monaten (Sham, OVX +Diédt, OVX + Steroid im
Vergleich).
*=p<0,05, **=p<0,01, *** p<0,001

Verlauf der Standzeiten

Monat 3
Zwischen den Zeitpunkten Null (Messbasis: Th8 n=9, Th9 n=10) und 3 Monaten nahm
die Kraft zur Sham-Gruppe im Mittel von 142,66 N (Th8) um 19,51 N zu. Bei Th9 kam
es zu einer Zunahme von 2,39 N (Abb. 42 und 43).

Monat 12
Nach weiteren 9 Monaten sah man bei der Sham-Gruppe einen mittleren Abfall der
Kompressionskraft um ca. 13% bei Th8 (n=8) bzw. 7% bei Th9 (n=8). Dieser Abfall
war nicht signifikant (Th8: p = 0,725 und Th9: p = 1,000).
Die Ergebnisse der Didt-Gruppe diminuierten sich durchschnittlich nach insgesamt 12
Monaten auf 42,81 N (Th8, n=8) und auf 60,76 N (Th9, n=7). Die Wirbelkdrper Th8
wiesen somit signifikante Unterschiede auf (p < 0,001), bei Th9 waren diese nicht
signifikant (p = 0,123).
Nach 12 Monaten kam es zwischen den beiden Gruppen, Sham und OVX mit Diit,
ebenfalls zu deutlich signifikanten Unterschieden: p < 0,001 bei Th8, sowie bei Th9
(Abb.42 und 43).
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Monat 14
Am Ende des Projekts betrug die Kompressionskraft der Sham-Gruppe durchschnittlich
139,35 N (Th8, n=6) bzw. 128,03 N (Th9, n=6). Hinsichtlich der Ergebnisse der 12-
Monatstiere war kein signifikanter Abfall erkennbar (p = 1,000 fiir Th8 und p = 0,057
fiir ThY).
Dies traf ebenfalls auf die Reduktion von Th9 (n=8) bzw. Erhéhung von Th8 (n=7) der
Kompressionskraft der Didt-Tiere nach insgesamt 14 Monaten zu: p = 1,000 (Th8) und
p = 0,898 (Th9).
Die Kompressionskraft der Sham- und der Diédt-Gruppe bei Th8 und Th9 zum Zeitpunkt
14 Monate wies mit jeweils ca. 64% Differenz deutliche Unterschiede auf (Th8: p =
0,001 und Th9 p = 0,003) (Abb. 42 und 43).

250
200

- —L | |
LA TR s
50 JNEN *_-_% ,,,,,,,,,

0 Monate 3 Monate 12 Monate 14 Monate
== &= Kontrolle/Sham === Diit

b 4
\

Abb. 42: Kraft von Th8 im Verlauf (Kontrolle/Sham vs. Diédt im Vergleich).
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(N)

100

50

0 Monate 3 Monate 12 Monate 14 Monate
= &= Kontrolle/Sham =M= Diit

Abb.. 43: Kraft von Th9 im Verlauf (Kontrolle/Sham vs. Didt im Vergleich).
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Kompressionskraft [N] £ Kompressionskraft [N] £
SD Th8 (Median) SD Th9 (Median)

0 Monate Messbasis 142,65 £ 10, 4 (138,96) 177,82 17,97 (179,96)

3 Monate Sham 162,17 38,05 (151,93) 180,21 24,37 (183,58)

3 Monate OVX + Diit 106,4 + 19,1 (105,51) 101,7 £41,02 (109,01)
3 Monate OVX + Steroide ~ 114,8 £ 24,2 (117,50) 126,1 +33,3 (110,60)
12 Monate Sham 141,1 30,95 (143,20) 168,43 +26,57 (163,00)
12 Monate OVX + Diit 42,82 + 18,99 (46,35) 60,67 + 30,64 (71,57)
14 Monate Sham 139,35 + 38,51 (149,58) 128,03 + 38,56 (129,48)
14 Monate OVX + Diiit 51,00 + 28,20 (61,86) 48,3 + 19,39 (46,43)

Tab. 8: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) der Kraft im Kompressionsversuch von Th8
und Th9. SD = Standardabweichung, OVX = Ovarektomie.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Kraft der Kompressionsversuche

werden in Tabelle 8 dargestellt.
3.4.2 Torsion der Tibiae
In der Torsionspriifung wurden die Torsionssteifigkeit [Nmm/°] sowie das

Bruchmoment [Nmm] bestimmt.

Messzeitpunkt 3 Monate

Torsionssteifigkeit [Nmm/°]

Die Ergebnisse der Torsionssteifigkeit der Gruppen la (Sham), 2 (OVX mit Didt) und 3
(OVX mit Steroide) zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die Sham-Gruppe wies
nach 3 Monaten eine mittlere Steifigkeit von 21,63 Nmm/° auf. Die Tiere der Diét-
Gruppe lagen im Vergleich zu Sham-Gruppe nur um 1,57 Nmm/° hoher (p = 0,763) und
die der Steroidgruppe um 0,17 Nmm/° (p = 0,997).

Die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) betrug zwischen der Didt- und Steroid-Gruppe p =
0,804 (Abb. 44 und Tab. 9).
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Abb. 44: Torsionssteifigkeit der Tibiae nach 3 Monaten (Sham, OVX +Didt, OVX + Steroid im

Bruchmoment [Nmm]

Vergleich).
*=p<0,05, **=p<0,01, ***p<0,001

Der durchschnittliche Unterschied von der Didt- (212,6 Nmm/°) und Steroid-Gruppe
(234,8 Nmm/°) lag bei 22,2 Nmm/° und war somit nicht signifikant (p = 0,644)

verdndert. Es kam zu einem Abfall zwischen der Sham- und Diét- bzw. Steroid-Gruppe

mit einer 28%ige (p = 0,013) bzw. 20%ige (p = 0,060) Reduktion (Abb. 45 und Tab. 9).
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Abb. 45: Bruchmoment der Tibiae nach 3 Monaten (Sham, OVX +Diit, OVX + Steroid im

Vergleich).
*=p<0,05 **=p<0,01, *** p<0,001
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Verlauf der Standzeiten

In der Abbildung 46 erkennt man, dass die Torsionssteifigkeit und das Bruchmoment

einen dhnlichen Verlauf aufweisen.

Torsionssteifigkeit [Nmm/°]

Monat 3
Die Messbasis (n=7) wies zum Zeitpunkt Null eine mittlere Steifigkeit von 14,15
Nmm/® auf. Nach weiteren 3 Monaten erreichte die Sham-Gruppe eine
Torsionssteifigkeit im Mittel von 21,63 Nmm/° (Abb. 44 und 46).

Monat 12
Nach insgesamt 12 Monaten betrug die Torsionssteifigkeit der Sham-Gruppe (n=7)
durchschnittlich 19,57 Nmm/° und war tendenziell (p = 0,954) niedriger als nach 3
Monaten.
Die Ergebnisse der Didt-Gruppe (n=6) nahmen zu diesem Zeitpunkt um ca. 59% (p =
0,012) signifikant ab.
Zwischen Sham- und Diét-Gruppe lieBen sich signifikante Ergebnisse mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,035 aufzeigen (Abb. 46 und Tab. 9).

Monat 14
Im weiteren Verlauf nahm die Steifigkeit der Sham-Gruppe (n=6) im Mittel um 6,01
Nmm/° zu (p = 0,025).
Bei der Didt-Gruppe (n=5) lieB3 der starke Abfall von 3 auf 12 Monate der Steifigkeit
nach. Sie betrug jetzt 86% der Steifigkeit nach 12 Monaten (p = 1,000).
Zwischen Sham- und Didt-Gruppe war ein signifikanter Unterschied (p = 0,009) zu
verzeichnen (Abb. 46 und Tab. 9)
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35 S - 350
30 300
25 250
20 200
(Nmm/°) (Nmm)

15 : 150
10 100

5 50

0 t i t 0

0 Monate 3 Monate 12 Monate 14 Monate

= &= Kontrolle/Sham (Torsionssteifigkeit) === Diat (Torsionssteifigkeit)

= A= Kontrolle/Sham (Bruchmoment) = @ Diat (Bruchmoment)

Abb. 46: Torsionssteifigkeiten und Bruchmomente der Tibiae im Verlauf (Kontrolle/Sham vs.

Diét im Verlauf).

Torsionssteifigkeit Bruchmoment Tibiae
Tibiae [Nmm/°] = SD [Nmm]+ SD (Median)
(Median)
0 Monate Messbasis 14,15+ 4,01 (13,33) 183,07 + 21,32 (179,87)
3 Monate Sham 21,63 +£2,76 (22,39) 293,34 £ 12,3 (296,19)
3 Monate OVX + Diiit 23,2 +4,1 (23,15) 212,6 £ 64,2 (229,70)
3 Monate OVX + Steroide 21,8 4,2 (23,05) 234,8 +£33,1 (233,35)
12 Monate Sham 19,57 +£2,59 (19,36) 220,53 + 50,63 (212,07)
12 Monate OVX + Diiit 9,65 + 5,87 (8,70) 92,86 + 40,1 (91,83)
14 Monate Sham 25,58 £ 5,08 (24,17) 210,41 £42 (210,45)
14 Monate OVX + Diit 8,32 £8,52 (7,77) 120,3 + 73,36 (120,30)

Tab. 9: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Torsionssteifigkeit und
Bruchmomente der Tibiae. SD = Standardabweichung, OVX = Ovarektomie.
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Bruchmoment [Nmm)]

Monat 3
Auch hier kam es zwischen der Messbasis- (n=7) und der Sham-Gruppe nach 3
Monaten zu einer durchschnittlichen Zunahme des Bruchmoments von 183,07 Nmm auf
293,34 Nmm (Abb. 45 und 46).

Monat 12
In der Sham-Gruppe (n=7) kam es von 3 auf 12 Monate zu einer signifikanten
Reduktion des Bruchmoments auf 220,53 Nmm (p = 0,017) im Mittel.
In der Diét-Gruppe (n=6) war ein deutlicher Abfall der Werte im Verlauf zu
verzeichnen: von durchschnittlich 212,6 Nmm nach 3 Monaten auf 92,86 Nmm nach 12
Monaten (p = 0,014).
Der Unterschied zwischen Sham- und Didtgruppe war zu diesem Zeitpunkt mit einer
mittleren Differenz von 127,66 Nmm ebenfalls sehr gro3 und signifikant (p = 0,002)
verdndert (Abb. 46 und Tab. 9).

Monat 14
Nach weiteren 2 Monaten Standzeit kam es im Durchschnitt zu einem leichten Abfall
des Bruchmoments bei der Sham-Gruppe (n=6) auf 210,42 Nmm (p = 1,000).
In der Didt-Gruppe (n=2) liel sich ein durchschnittlicher Anstieg auf 120,3 Nmm
verzeichnen (p = 1,000).
Im Vergleich Didt- zur Sham-Gruppe war dennoch auch hier ein Unterschied erkennbar.

Die Differenz ist jedoch nicht signifikant (p = 0,143) (Abb. 46 und Tab. 9).
3.4.3 Drei-Punkt-Biegung der Femura
Bei dieser mechanischen Testung des Knochens wurden die Biegesteigung [N/mm] der

Femura, sowie die Bruchkraft [N] ermittelt.

Messzeitpunkt 3 Monate

Biegesteigung [N/mm]

Bei der Priifung der Biegesteigung der Femura liel sich eine kontinuierliche Zunahme
der unterschiedlichen Versuchsgruppen festhalten: von durchschnittlich 212,33 N/mm
der Sham-Gruppe (n=6) auf 233,7 N/mm der Didt-Gruppe (n=6, p = 0,582) auf 273,5
N/mm der Steroidgruppe (n=6). Nur der Unterschied von Sham- zur Steroid-Gruppe
war signifikant (p = 0,029) verdndert. Zwischen der Sham- und Diét-Gruppe betrug der
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p-Wert p = 0,582 und zwischen Diédt- und Steroid-Gruppe p = 0,179 (Abb. 47 und Tab.
10).
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0
Abb. 47: Biegesteigung der Femura nach 3 Monaten (Sham, OVX +Diit, OVX + Steroid im
Vergleich).
*=p<0,05 **=p<0,01, ***p<0,001

Biegesteigung Bruchkraft Femura
Femura [N/mm] + SD [N]zSD (Median)
(Median)
0 Monate Messbasis 119,37 + 22,16 (118,30) 69,73 £5,9 (69,35)
3 Monate Sham 212,33 +£ 13,29 (218,50) 95,23 + 8,81 (90,90)
3 Monate OVX + Diiit 233,7+33,9 (220,77) 117,4+ 11,6 (114,75)
3 Monate OVX + Steroide  273,5 + 52,03 (283,07) 130,2 + 13,5 (131,40)
12 Monate Sham 274,14 + 29,45 (282,00) 108,8 + 15,22 (105,00)
12 Monate OVX + Diit 67,63 + 62,86 (44,60) 30,49 + 19,15 (24,98)
14 Monate Sham 268,33 + 19,39 (264,50) 99,35 + 14,9 (103,00)
14 Monate OVX + Diit 42,92 + 11,89 (30,21) 16,86 = 11,89 (14,77

Tab. 10: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) der Biegesteigung und Bruchkraft. SD =
Standardabweichung, OVX = Ovarektomie.
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Bruchkraft [N]

Auch hier war eine kontinuierliche Zunahme sichtbar: ausgehend von durchschnittlich
95,23 N der Sham-Gruppe iiber eine Zunahme von 22,17 N der Didt-Gruppe und einer
weiteren Steigerung von 12,8 N (auf 130,2 N) bei der Steroid-Gruppe. Hier kam es zu
Signifikanzen zwischen Sham- und Didt-Gruppe (p = 0,011) und Sham- und Steroid-
Gruppe (p < 0,001). Zwischen Didt- und Steroid-Gruppe bestand eine ansteigende
Tendenz (p = 0,162) (Abb. 48 und Tab. 10).

160 -----momsmmemonoemososoonooooo
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120 f----mmmmmemmemoeooaooch o - - -
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(N) 80 +----- ---mQVX + Diit
60 - [OREEEEEE B OVX + Steroid
40 +------- | - - -

20 +------ -, - - -

O [EEDEE——
Abb. 48: Bruchkraft der Femura nach 3 Monaten (Sham, OVX +Diit, OVX + Steroid im
Vergleich).
*=p<0,05, **=p<0,01, *** p <0,001

Verlauf der Standzeiten

Biegesteigung [N/mm]

Monat 3
Zwischen der Biegesteigung der Messbasis und der Sham-Gruppe sah man einen
deutlichen Zuwachs: von durchschnittlich 119,37 N/mm (n=7) auf 212,33 N/mm (Abb.
47).

Monat 12
Die Biegesteigung der Femora der Sham-Gruppe (n=7) betrug nun 274,14 N/mm im
Mittel und war somit signifikant groBer als die der 3-Monatstiere (p < 0,001).
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Die Ergebnisse der Didt-Gruppe (n=6) verringerten sich durchschnittlich von 233,7
N/mm nach 3 Monaten auf 67,63 N/mm nach 12 Monaten (p < 0,001).
Zwischen Sham- und Didt-Gruppe kam es auch hier zu signifikanten Unterschieden.
Die Differenz betrug 206,51 N/mm mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,001
(Abb. 49 und Tab. 10).

Monat 14
Die Werte der Sham-Gruppe (n=6) nahmen jetzt tendenziell ab und erreichten eine
Steigung im Mittel von 368,33 N/mm (p = 1,000).
Im weiteren Prozess diminuierte sich die Steigung der Didt-Gruppe (n=6) um weitere
37% und war ebenfalls nur ein tendenzieller (p = 1,000) Abfall.
Die Differenz der Sham- und der Diédt-Gruppe betrug durchschnittlich 225,41 N/mm
(85%) und war somit signifikant (p = 0,002) (Abb. 49 und Tab. 10).
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= &= Kontrolle/Sham (Biegesteigung) == Diat (Biegesteigung)
= A= Kontrolle/Sham (Bruchkraft) = @— Diat (Bruchkraft)

Abb. 49: Biegesteigung und Bruchkraft des Femur im Verlauf (Kontrolle/Sham vs. Diét im
Verlauf).
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Bruchkraft [N]

Monat 3
Die Bruchkraft stieg ausgehend von der Messbasis im Mittel 69,73 N (n=7) auf 95,23 N
in der Sham-Gruppe nach 3 Monaten (Abb. 48).

Monat 12
Auch die Bruchkraft vergroBerte sich bei der Sham-Gruppe (n=7) von durchschnittlich
95,23 N nach 3 Monaten auf 108,8 N nach 12 Monaten (p = 0,265).
In der Didt-Gruppe (n=6) wurde eine Reduktion von 117,4 N nach 3 Monaten auf
durchschnittlich 30,49 N gemessen (p < 0,001).
Die Minderung der Bruchkraft zwischen Sham- und Diét-Gruppe betrug ca. 72% und
war signifikant (p = 0,001) verdndert (Abb.49 und Tab. 10).

Monat 14
Wie auch die Biegesteigung nahm die Bruchkraft in der Sham-Gruppe (n=6) von 12 auf
14 Monate ab und erreichte im Durchschnitt einen Wert von 99,35 N (p = 0,673).
Zu diesem Zeitpunkt sank die Bruchkraft der Didt-Gruppe (n=6) um weitere 13,63 N (p
=0,383).
Im Vergleich zur Sham-Gruppe zeigte sich bei der Diét-Gruppe eine signifikante
Kraftreduktion von 74% (p = 0,002) (Abb. 49 und Tab. 10).
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4 Diskussion

4.1 Tiermodell

Die Osteoporose ist heute in der dlterwerdenden Gesellschaft eine weit verbreitete
Erkrankung und somit Mittelpunkt medizinischer Diskussionen. Es miissen
Tiermodelle, die mit dem Humanen vergleichbar sind fiir die weitere Erforschung der
Erkrankung zur Verfiigung gestellt werden. Diese minimieren einige Einschrankungen,
die bei Osteoporosestudien mit dem Menschen auftreten wiirden. Darunter fallen u.a.
der Faktor Zeit, sowie die verschiedenen Verhaltensweisen der Menschen, wie der
allgemeine Lebensstil, Rauchen und Alkohol. Auch sind die Kosten bei Studien an
Tiermodellen vergleichsweise gering. Da die Osteoporose biologisch nur bei Menschen
und nicht-humanen Primaten vorkommt, gilt es ein anderes addquates Tiermodell zu

finden [Egermann et al. 2005, Rodgers 1993, Turner 2001].

Bei der Festlegung eines geeigneten Tiermodells ist eine ausfiihrliche und griindliche
Auswahl der Tiere notwendig. Die jeweiligen Tiere einer Studie sollten der gleichen
Rasse entstammen, das gleiche Alter und dieselbe Herkunft haben, sowie sich in Grof3e
und Gewicht dhneln. Die interindividuellen Variablen sollen durch moglichst gleiche
Bedingungen und Ausgangkriterien in der Versuchsreihe verringert werden.

Davidson et al. (1987) beschrieben bestimmte Kriterien flir Tiermodelle, die bei jeder
Tierforschung eingehalten werden sollten. Die Forschungsergebnisse des Tiermodells
sollten bestmoglich auf den Menschen iibertragbar sein. Ein weiterer wichtiger Punkt
sei die zutreffende genetische, hormonelle und &kologische Ubereinstimmung. Auch
sollte ausreichendes Wissen iiber die biologischen Eigenschaften des Tieres vorliegen.
Eine Verallgemeinerung der Studien muss gegeben sein und die ethischen sowie
gesellschaftlichen Auswirkungen des Tiermodells miissen berlicksichtigt werden. Es
kann bei der Auswahl des Tiermodells nicht jeder der genannten Aspekte eingehalten
werden. So sind in der Regel mehrere Tiermodelle zu nutzen, um gesammeltes Wissen

verallgemeinern zu konnen [Hazzard et al. 1992].

Das Tiermodell zur Untersuchung der Osteoporose wurde von Kalu (1991) wie folgt

definiert: ein lebendes Tiermodell, bei dem spontaner oder induzierter Knochenverlust
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aufgrund eines ovariellen Hormonmangels studiert werden kann. Ebenso miissen die
Charakteristika des Knochenverlusts und der Spitkomplikationen der Tiere in einem
oder mehreren Aspekten denen der postmenopausalen Frau dhneln. Auch bestimmte die
US Food and Drug Administration (FDA) 1994 Richtlinien fiir priklinische und
klinische Osteoporosestudien. Sie fordert, dass priklinische Studien zuerst an dem
Tiermodell Ratte durchgefiihrt werden und dann in einer weiteren Untersuchung an
einem Grofitiermodell, z.B. dem Schaf. Ein weiterer wichtiger Punkt bei
Osteoporosestudien ist die Beriicksichtigung, dass die meisten Tierarten Quadrupeden
sind. Im Gegensatz zum Menschen, der ein Bipede ist. Die biomechanischen Krifte,
sowie die biochemischen Eigenschaften wirken sich auf die Knochenmasse aus und
konnten somit einen anderen Einfluss beim Menschen als bei den Quadrupeden
aufweisen [Turner 1991].

Bis heute wurden fiir die Studien zur Osteoporose vor allem Nicht-humane Primaten,
Hunde, Katzen, Nagetiere, Meerschweinchen, Kaninchen, Schweine oder Schafe

untersucht [Turner 2001].

Das am hidufigsten verwendete Tier bei Osteoporosestudien ist die Ratte [Barlet et al.
1994]. Die Ratte wird oft bei Vorversuchen eingesetzt, um die Effizienz und
Schadhaftigkeit neuer Medikamente oder Therapieansitzen zu testen. Hiernach folgen
Untersuchungen am gréferen Tiermodell und schlieBlich finden klinische Studien am
Menschen statt [Aerssens et al. 1998]. Kimmel et al. (1990) zeigten in einer Studie, dass
sich die adulte Ratte gut eignet, um Aussagen iliber den spongiosen Knochen des
Menschen zu machen. Weitere Vorteile fiir das Tiermodell Ratte sind die preiswerte
und unkomplizierte Haltung, sowie die Akzeptanz der Ratte als Versuchstier in der
Bevolkerung. Aufgrund ihrer relativ kurzen Lebenszeit sind Verdnderungen des
Knochens im Alter gut darstellbar.

Da Nagetiere im Alter keine Menopause haben, ist die Ovarektomie eine effektive
Methode diese kiinstlich zu induzieren [Kalu 1991]. Das Vorhandensein des Havers-
Systems, der signifikante = Knochenverlust nach  Ovarektomie und die
menschenihnlichen Knochenumbauvorginge sprechen ebenfalls fiir das Modell der
Ratte bei Osteoporosestudien [Frost et al. 1992, Kalu 1991]. Laut Abe et al. (1993) sind
weder Ratte noch Mensch in der Lage nach einem Ostrogendefizit ihre Knochen zu

cerncucrn.
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In der vorliegenden Studie wurde die Ratte als Tiermodell ausgewdhlt, da sie gut zu
handhaben, kostengiinstig und leicht unterzubringen ist. Auch der durch Ovarektomie
induzierte Knochenverlust weist viele Parallelen zum Knochenverlust der
postmenopausalen Frau auf. Des Weiteren spricht fiir die Ratte als Tiermodell deren

relativ kurze Lebenszeit, sodass man Verdnderungen im Alter gut erforschen kann.

4.2 Bewertung der einzelnen Methoden

Die Food and Drug Administration (FDA 1994) empfiehlt fiir die biomechanischen
Testungen der Knochenfestigkeit in priklinischen Osteoporosestudien bestimmte
Messverfahren: die Biege-, Torsions- und Kompressions-Priifung. Die spongidsen
Knochen, wie die Wirbelkdrper, sollten mittels Kompressionspriifung getestet werden.
Die vertebralen Wirbelkdrper wiirden sich dafiir gut eignen. Die mechanischen
Eigenschaften der kortikalen Knochen sollten mittels Drei- oder Vier-Punkt-Biegung
oder Torsionspriifung getestet werden. Wichtig sei, dass Rohrenknochen und
Wirbelkorper biomechanisch gepriift werden da es unklar ist, ob die Aussagen iiber die
kortikalen Knochen auch auf die spongidosen Knochen zutreffen.

Auch in ausfiihrlichen Literaturrecherchen waren die oben genannten Priifmethoden an
den Tierknochen ex vivo die Testverfahren der Wahl [z.B.: Indrekvam et al. 1991, Jiang

et al. 1997, Lill et al. 2002, Mosekilde et al. 1993, Vogel 1980].

Die mechanischen Eigenschaften des anisotropischen Knochens unterscheiden sich von
denen isotropischer Materialien. Die elastischen Eigenschaften der isotropischen
Materialen sind in jede Richtung gleich, im Gegensatz zu denen des Knochens. Bei den
Knochen spielt die Richtung der einwirkenden Kraft eine grofe Rolle, sowie deren
anatomische Herkunft. Weiter ist es wichtig um die Skelettbriichigkeit zu verstehen,
zwischen den Beeinflussungen der mechanischen Eigenschaften des ganzen Knochens
(Strukturverhalten) und des Knochengewebes (Materialverhalten) zu unterscheiden. Das
Strukturverhalten wird mittels Biegung- oder Torsion-Messung gepriift und
Kompressionsversuche bestimmen das Materialverhalten eines Knochens. Im Alter
nehmen die mechanischen Eigenschaften des Knochens ab. Sie scheinen in Relation zur
Knochendichte zu stehen, die ebenfalls im Alter abnimmt [Marcus et al. 2008]. Das

mechanische Verhalten des Knochens variiert ebenfalls mit dem Knochentyp - spongios
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vs. kortikal -, dem Alter, der anatomischen Herkunft, der Priifgeschwindigkeit und den
Testkonditionen. Bei dem Letztgenannten spielen die Konservierung, die Hydratation
und die Temperatur eine entscheidende Rolle. Die beste Methode zur langen
Konservierung einer Probe ist die Einfrierung in 0,9%iger NaCl getunkte Kompressen
bei -20 °C. Die mechanischen Eigenschaften der trabekuldren Knochen werden davon
nicht beeinflusst. Die Messtemperatur der Knochen spielt ebenfalls eine wichtige Rolle.
Optimale Bedingungen wiirden bei 37 ©°C herrschen. Allerdings sind die
Raumtemperaturen meist um die 23 °C. Dieser Messfehler sei allerdings
vernachldssigbar. Ferner ist die Feuchthaltung der Proben sehr wichtig, um optimale
Testbedingungen zu schaffen. Natiirlich haben auch biologische Variablen wie Alter,
Geschlecht, Rasse und Grad der Aktivitit einen Einfluss auf die mechanischen

Eigenschaften der Knochen [Borchers et al. 1995, Gerlach 2002, Turner et al. 1993].

Kompressions-Priifung

Der Kompressionstest ist besonders bei spongiosen Knochen eine hiufig angewandte
Messung. Es konnen relativ kleine Proben verwendet werden, um noch gute Ergebnisse
zu erhalten. Laut Keavney et al. (1993) sollten die Proben zu einem Zylinder im
Verhiltnis 2:1 (Ldnge : Durchmesser) geschnitten werden. Mosekilde et al. (1987)
testeten die Kompression an Zylindern aus humanen Wirbelkérpern mit einem
Durchmesser von 7 mm und erhielten aussagekréftige Ergebnisse. Weitere Vorteile
dieser Priifung sind die Ahnlichkeit der Belastung im Test verglichen mit der Belastung
des Knochens in vivo, sowie die Genauigkeit der Priifung. Messfehler konnen nach der
Messung abgezogen werden, da diese konstant sind [Jiang et al. 1997, Turner et al.
1993].

In der hier durchgefiihrten Versuchsreihe wurden die Wirbelkorper auf Grund ihrer

geringen Grofe als Ganzes gemessen.

Die richtige Platzierung und Ausrichtung der Probe bei der Versuchsdurchfiihrung ist
essentiell. Sie sollte nach dem Prinzip der meisten Kraftaufnahme gesetzt sein. Beim
Wirbelkorper entspricht diese der proximal-distalen Ausrichtung. Fiir eine optimale
Priifung miissen die Proben zwei planparallele Oberflaichen aufweisen. Dies wurde in
dem hier durchgefiihrten Versuch durch die Entfernung aller Gewebe vom

Wirbelkdrper erreicht. UnregelmiBigkeiten des Knochens lieBen sich nicht ganz

-62 -



4 Diskussion

vermeiden. Bei der Positionierung der Probe zwischen den Druckstempeln war auch
darauf zu achten, dass sie zu Beginn der Messung noch mit keiner Kraft vorbelastet
wurden. Dies war ebenfalls fiir die nachfolgenden biomechanischen Analysen zu
berticksichtigen.

Uber ein  aufgezeichnetes  Kraft-Weg-Diagramm  wurde die  maximale
Kompressionskraft ermittelt werden. Die Priifung ist durch die Subtraktion des
Messfehlers recht genau. Jedoch konnen weitere Fehler auftreten, da die Proben alle

manuell von Gewebe befreit und manuell zwischen die Druckstempel platziert wurden.

Torsions-Prifung

Torsionstests werden hdufig zur Messung der Kraft des kompletten Knochens
eingesetzt, um dessen Strukturverhalten zu bestimmen. Dies gilt, da die Bruchstelle am
Knochen nicht durch die Priifmethode vorgeben ist. Auch eignet sich diese
Kraftpriifung bis zum Versagen der langen Knochen gut, um Frakturen durch hohe

Belastungstraumata in der Klinik zu simulieren [Jiang et al. 1997].

In der vorliegenden Studie wurde die rechte Tibia tordiert. Gemessen wurden die
Torsionssteifigkeit sowie das Bruchmoment der Probe. Auch hier wurden die Knochen
manuell bearbeitet, eingegossen und eingespannt. Dies konnte zu Messungenauigkeiten
gefiihrt haben. Um den Messfehler der Priifmaschine weitgehend zu reduzierten, wurde
eine Korrekturkurve der Kraftmessdose gefahren.

Die Knochen brachen im Bereich der Diaphyse. Da in diesem Bereich die Kortikalis
sehr dick ist, ldsst diese Priifmethode speziell Aussagen iiber die mechanischen

Eigenschaften des kortikalen Knochens zu.

Drei-Punkt-Biegungs-Priifung

Der Biegeversuch ist eine gute Methode, um Messungen an Knochen von kleinen
Tieren durchzufiihren. Die Biegung verursacht Zug- und Druckspannungen im
Knochen. Dieser ist wesentlich stabiler gegeniiber der Druckspannung. Somit ist die
Biegung des Knochens durch die Zugspannung limitiert. Die Stiitzweite, also die
Auflagefliche des Femur an beiden Seiten muss eine gewisse Grofle haben, damit eine

Flexibilitit des Knochens wéhrend der Messung gegeben ist. Laut Turner et al. (1993)
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sollte diese Grofle im Verhdltnis 16:1 mit der Knochendicke stehen. Dies ist allerdings
bei Kleintieren unmoglich und so sollte die Stiitzweite mindestens 15-20 mm betragen.
In der vorliegenden Studie waren es 32 mm. Die Drei-Punkt-Biegung ist einfach
durchzufiihren. Allerdings erfdhrt die nahe Umgebung des Kochenmittelteils dabei eine
hohe Schubspannung. Diese entsteht wenn ein Drehmoment auf einen zirkuldren Korper
einwirkt und bewirkt so eine Verdrehung des Stabes um einen bestimmten Winkel.
Auch ist das Biegemoment bei der Drei-Punkt-Biegung nur in der Knochenmitte
maximal [Benninghoff et al. 2008, Fuhrmann et al. 2008, Riehle et al. 2000, Turner et
al. 1993, Wittenburg et al. 2011].

Um die Messfehler zu reduzieren, wurde hier eine Korrekturkurve mittels eines Dummy
gefahren. Die oben beschriebene Variabilitit ldsst sich auch hier durch die manuelle
Arbeit nicht vollstdndig verhindern.

Da auch hier der Knochen im Bereich der Diaphyse brach, konnten Aussagen speziell

iiber die mechanischen Eigenschaften des kortikalen Knochens gemacht werden.

4.3 Ergebnisse

Es wurde von Beginn der Studie an versucht alle Storfaktoren, die auf die
Messergebnisse Einfluss nehmen konnten, zu minimieren bzw. zu eliminieren. Eine
Gleichheit fiir alle Tiere sollte hergestellt werden. Dies begann mit der Auswahl der
Tiere, deren Randomisierung, Unterbringung, Versorgung und den Operationen. Die
Totungen wurden ebenfalls nach gleichem Ablauf durchgefiihrt. Die Préparation,
Aufarbeitung und Vorbereitung, sowie die Messung der einzelnen Knochen fiir die
biomechanischen Priifungen wurden standardisiert durchgefiihrt. Die Messfehler der

Materialpriifmaschinen wurden durch Korrekturkurven minimiert.

Die Knochendichte (Bone Mineral Density = BMD) ist ein wichtiger Parameter zur
Beurteilung der Osteoporose (s. Kapitel 1.1.3). Sie wird in g/cm” angegeben. Der Bone
Mineral Content (BMC) spiegelt die Knochenmasse [g] wieder. Dieser ist essentiell fiir
die Quantifizierung des Knochenverlustes, sowie ein Uberwachungsparameter der
Behandlung [Gala et al. 1998]. Deswegen wurden der BMD und der BMC im
Teilprojekt T1 des SFB/TRR 79 mittels DXA-Messung (Dual-X-Ray-Absorptiometrie)
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gemessen. Der BMD und BMC wurden vom gesamten Skelettsystem der Ratte, sowie
einzelnen Teilbereichen, wie der Wirbelsdule, der Femura und der Tibiae bestimmt. Die
Messungen fanden zum Zeitpunkt Null nach 3, 12 und 14 Monaten statt (Tab. 11 und 12
im Anhang) [El Kassawna et al. 2013, Heiss et al. 2012, Govindarajan et al. 2013].

Allgemein  traten bei den  Tieren der  Steroid-Gruppe  ausgeprigte
Glukokortikoidnebenwirkungen, wie ein gelbliches Fell, eine diinne Haut und eine
Stammfettsucht auf. Dies ldsst vermuten, dass die Glukokortikoidwirkung des hier
ausgewahlten Kortisonpréparates den mineralokortikoiden Wirkungen iiberwiegen. Und
somit dieses Prédparat fiir die Versuchsreihe nicht optimal ist. Auch lassen die
Ergebnisse der mechanischen Tests vermuten, dass die ausgewéhlte kumulative
Kortisondosis zu niedrig gewéhlt wurde, sowie die Verabreichungsintervalle von 3
Wochen zu grofl waren, um eine steroidinduzierte Osteoporose bei der Ratte zu

induzieren.

Kompressionsergebnisse

Nach 3 Monaten war die Kompressionskraft der Wirbelkorper Th8 und Th9 der Diét-
und der Steroid-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant erniedrigt. Die
gemessenen Werte von BMD und BMC der Wirbelsdule stimmen mit diesen
Ergebnissen iiberein (Tab. 11 und 12 im Anhang) [Heiss et al. 2012]. Die zwei
unterschiedlichen Behandlungen nehmen demnach bereits einen frithen pragnanten
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften des spongidsen Knochens. Wie auch bei
der postmenopausalen Osteoporose der Frau. Hierbei werden primédr die Wirbelkorper
beeinflusst und brechen bereits friih. Ein wichtiger Parameter fiir diese Knochenbriiche
ist die Minderung der Knochendichte der Wirbelkorper [Jiang et al. 1997].

Lill et al. (2002) konnten in einer Pilotstudie an Schafen nachweisen, dass die
Glukokortikoidgabe nach Ovarektomie einen negativen Einfluss auf die
Kompressionskraft der Wirbelkorper nahm. Dieser Einfluss war stirker ausgeprigt als
nach Ovarektomie und einer Kalzium- und Vitamin D-armen Diét. Er vergroBerte sich
noch zusitzlich bei einer Behandlung von Ovarektomie, Didt und Methylprednisolon

[Lill et al. 2002].
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Die Ausgangs-Gruppe 0 diente als Messbasis flir die Versuchsreihe zum Zeitpunkt der
Operationen. Eine deutliche Zunahme der Kompressionskraft war zu den Sham-Tieren
nach 3 Monaten zu verzeichnen. Der BMD und der BMC vergrof3erten sich bei diesen
Tieren signifikant. Im weiteren Verlauf kam es in der hier vorliegenden Studie zu einer
kontinuierlichen Minderung der Kompressionskraft von Th8 und Th9 der Sham-Tiere.
Der Verlauf des BMD der Wirbelkorper war durch einen minimalen Anstieg bis zu 12
Monate gekennzeichnet, ehe es dann zu einem Abfall kam. Der BMC hingegen stieg
kontinuierlich wéhrend der gesamten Versuchsreihe an (Tab. 11 und 12 im Anhang)
[Govindarajan et al. 2013].

Einen Anstieg der mechanischen Parameter von Wirbelkorpern in einer Sham-Gruppe
konnten auch Mosekilde et al. (1993) und Jiang et al. (1997) aufzeigen. In beiden
Studien nahmen die mechanischen Parameter bei der Sham-Gruppe stetig zu. Die
Studienldnge betrug jedoch nur 6 bzw. 9 Monate. Dieser Anstieg sei durch das
physiologische Altern der Tiere zu erkldren. In der hier vorliegenden Studie betrug die
Studienldnge hingegen 14 Monate. Auf Grund der hier erhobenen Ergebnisse ist
anzunehmen, dass die spongidosen Knochen der Ratte zwischen dem 9. und 12. Monat
ausgereift sind. Die im weiteren Verlauf verzeichnete Kraftabnahme der Wirbelkdrper

lasst ein Beginnen des ,,senilen Alterunsgprozesses® dieser Knochen vermuten.

Im Verlauf der Didt-Gruppen war ein signifikanter Abfall der Kraft bei Th8 von 3 auf
12 Monate zu verzeichnen, bei Th9 war dieser nur minimal. Nach weiteren 2 Monaten
war die Kompressionskraft von Th8 und Th9 anndhernd gleichbleibend. Es bestand
zwischen den letzten beiden Messzeitpunkten nach 12 und 14 Monaten nur noch eine
geringe Zeitdifferenz. Die Studienldnge musste aus ethischen Griinden von 18 auf 14
Monate gekiirzt werden, da das klinische Erscheinungsbild der behandelten Tiere zu
diesem Zeitpunkt bereits sehr schlecht war. Auf Grund von spontanen Frakturen, waren
die mechanischen Parameter einiger Knochen nicht mehr messbar und somit nicht
statistisch auswertbar. Bei dem BMD und BMC der Wirbelkorper der Diittiere war
hingegen wihrend der gesamten Studienldnge ein kontinuierlicher Abfall festzustellen
(Tab. 11 und 12 im Anhang) [Govindarajan et al. 2013, Miiller et al. 2014].

Die Ovarektomie nimmt folglich einen frilhen prignanten Einfluss auf die
mechanischen Eigenschaften der Wirbelkorper. Es wurde deutlich, dass auch das
Lebensalter der Tiere einen erheblichen Einfluss auf die Fahigkeiten dieses Knochens

nimmt.
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In den beiden oben erwdhnten Studien kam es zu einem stetigen Abfall der
biomechanischen Parameter der Wirbelkdrper nach einer Ovarektomie. Demnach wiirde
sich die Ratte gut fiir Studien iiber die Osteoporose mit therapeutischem Ansatz eignen

[Mosekilde et al. 1993, Jiang et al. 1997].

Torsionsergebnisse

Bei der Torsionssteifigkeit der Sham-, Didt- und Steroid-Gruppe waren nach 3 Monaten
kaum Unterschiede zu verzeichnen. Beim Bruchmoment zeigte sich ein signifikanter
Abfall von der Sham- zur Diédt-Gruppe und einen nicht signifikanten Abfall von Sham-
zur Steroid-Gruppe. Der BMC und der BMD hingegen wiesen wihrend dieses
Zeitpunktes signifikante Unterschiede auf. Die Diit-Tiere nahmen im Vergleich zur
Sham-Gruppe an BMC und BMD deutlich ab. Die negative Differenz zwischen Sham-
und Steroid-Gruppe war weniger stark ausgepridgt (Tab. 11 und 12 im Anhang) [El
Kassawna et al. 2013, Heiss et al. 2012, Govindarajan et al. 2013]. Die
Steroidbehandlung erzielte bei den Tibiae nicht seinen gewiinschten negativen Effekt.
Auch die Ovarektomie und Diét beeinflussten die mechanischen Eigenschaften des
Knochens nur teilweise. Hierbei zeigte sich im Vergleich zum spongidsen Knochen,
dass dieser bereits nach kurzer Behandlungsdauer stirker beeinflusst wurde. In der
Regel werden auch bei der Osteoporose der postmenopausalen Frau die Wirbelkdrper

frithzeitig beeinflusst [Jiang et al. 1997].

Auch in der Sham-Gruppe nahmen die mechanischen Werte im Verglich zur Messbasis
nach 3 Monaten zu. Die Steifigkeit dieser Gruppen sank bis zum 12. Monat nicht
signifikant ab, ehe sie dann im Verlauf von weiteren 2 Monaten signifikant zunahm.
Allerdings war die Standardabweichung auch hier wieder grof3, sodass keine
eindeutigen Aussagen getroffen werden konnen. Das Bruchmoment der Tibiae nahm in
den Proben nach 3 Monaten bis zu den nach 14 Monaten kontinuierlich ab. Die
Knochendichte wies einen leichten Anstieg bis 12 Monate und dann einen Abfall nach
weiteren 2 Monaten auf. Der BMC der Tibiae nahm bis zum 12. Monat zu und blieb
danach anndhernd konstant (Tab. 11 und 12 im Anhang) [Govindarajan et al. 2013,
Govindarajan et al. 2014]. Der Femur wies hingegen andere mechanische Eigenschaften
in der Sham-Gruppe auf. Die beiden kortikalen Knochen scheinen demnach einem

unterschiedlichen Alterungsprozess zu unterliegen (s.u.).
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Sowohl Diit als auch Ovarektomie wirkten sich durch eine Abnahme der mechanischen
Parameter auf die Tibiae aus. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Steifigkeit
und des Bruchmoments zwischen den Messungen von 3. bis zum 12. Monat. Es folgte
ein tendenzieller Abfall der Steifigkeit nach weiteren 2 Monaten, sowie eine nicht
signifikante Zunahme des Bruchmoments zur selben Zeit. Die letzten Ergebnisse des
Bruchmoments miissen zuriickhaltend bewertet werden, da der Probenumfang nur n = 2
betrug. In Folge der Erkrankung waren die Knochenproben der Tibiae bereits sehr
elastisch. Aus technischen Griinden war die Materialpriifmaschine nicht mehr in der
Lage tliber den Hebelarm einen Weg zuriickzulegen, der die Probe zum Brechen brachte.
Andererseits waren einige Knochen schon so zerbrechlich, dass diese bereits bei der
Vorbelastung mit 1 N brachen und somit ebenfalls nicht fiir das Bruchmoment mit
ausgewertet werden konnten. Der BMC und BMD dieser Gruppen minimierten sich
kontinuierlich im Laufe der Testreihe (Tab. 11 und 12 im Anhang) [Govindarajan et al.
2013, Govindarajan et al. 2014]. Die Behandlung (OVX und Diit) zeigte, dass auch der
kortikale Knochen negativ beeinflusst wird, eindeutig jedoch erst nach 12 Monaten
Behandlung. Die langen Rohrenknochen wurden zu einem spédteren Zeitpunkt als die
spongidsen Wirbelkdrper beeinflusst. Ahnliche Effekte (s.u.) zeigten auch Jee und Yao
(1997).

Drei-Punkt-Biegeergebnisse

Die biomechanischen Parameter des Femur waren nach 3 Monaten zwischen der Sham-,
der Diit- und der Steroid-Gruppe ansteigend. Die Unterschiede waren nur teilweise
signifikant. Der Anstieg konnte damit erkldrt werden, dass die Gewichtszunahme der
Diét- und Steroid-Gruppe nach 3 Monaten grofler war, als die der Sham-Gruppe. So
konnte der eigentliche Kraftverlust durch die Ovarektomie und Didt- bzw. Steroidgabe
kurzzeitig kompensiert werden und sogar noch einen positiven Einfluss auf das
Kraftverhalten des Knochens nehmen. Bei der Knochendichte und der Knochenmasse
der Femora kam es zu einem Abfall zwischen Sham- und Didt-Gruppe und einem
weniger starken Abfall zwischen Sham- und Steroid-Gruppe (Tab. 11 und 12 im
Anhang) [El Kassawna et al. 2013, Heiss et al. 2012, Govindarajan et al. 2013].

Jee und Yao (2001) beschrieben, dass die Ovarektomie bereits nach 3 Monaten einen

negativen Einfluss auf die biomechanischen Parameter der spongiosen Wirbelkorper
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hat. Die mechanischen Parameter des kortikalen Knochens (Femur) stiegen hingegen
zuerst an, ehe sie dann nach 9 Monaten abfielen.

Jiang et al. (1997) wiesen nach, dass kortikaler Knochen erst in einem Alter von 7,5
Monaten vollstindig ausgereift sei. Wegen dieser Ergebnisse postulierten die Autoren,
dass die Ratten zum Zeitpunkt der Ovarektomie ausgereift sein sollten, um addquate
Aussagen iiber mechanische Eigenschaften der kortikalen Knochen machen zu kénnen.
Ebenso zeigten sie bei den Torsionspriifungen der Femura, dass die ovarektomierten
Tiere ebenfalls einen anfianglichen Kraftanstieg bis 6 Monate aufwiesen, ehe die Kraft
dann nach weiteren 3 Monaten abnahm. Sie erklirten dies durch die Anderung der
geometrischen Eigenschaften der Knochenstruktur. Das Knochenmark sowie die
kortikale Resorption nahmen ab. Die gleichzeitig gesteigerte periostale Formation glich
diesen Strukturverlust u.a. jedoch aus. Auch nahm der Knochen an Grofle zu und die
Tiere wurden allgemein schwerer, was sich ebenfalls positiv auf die mechanischen

Kompetenzen des Knochens auswirkte.

In der durchgefiihrten Priifung nahmen die mechanischen Parameter der Sham-Gruppe
im Vergleich zur Messbasis nach 3 Monaten zu. Im weiteren Verlauf nahmen
Bruchkraft und Biegesteigung der Sham-Gruppen bis zum Messzeitpunkt nach 12
Monaten zu und fielen danach leicht ab. Der BMD des Femurs verhielt sich identisch.
Der BMC stieg ebenfalls bis zum 12. Monat, blieb dann aber annidhernd konstant (Tab.
11 und 12 im Anhang) [Govindarajan et al. 2013, Govindarajan et al. 2014].

Dass die Steifigkeit und Bruchkraft der Biegung des Femur mit dem Alter der Ratte
zunehmen konnten auch Indrekvam et al. 1991 nachweisen. Sie testeten die Tiere bis zu
einem maximalen Alter von 52 Wochen. In der Studie von Vogel (1980) wurde an
Ratten die biomechanischen Parameter u.a. der diaphysidren Knochen untersucht. Vogel
beschrieb einen Anstieg der biomechanischen Parameter bis zu einem Jahr als Reifung
der Tiere, die anschlieBende Abnahme zwischen einem und zwei Jahren als einen Effekt
der Alterung. Auch Jiang et al. (1997) zeigten eine Zunahme des Bruchmoments und
der Torsionssteifigkeit in der Sham-Gruppe nach 1, 3 und 9 Monaten. Dies wurde in der
Studie als physiologischer Alterungsprozess beschrieben, kombiniert mit einer

Gewichtszunahme und Knochengro3enzunahme der Tiere.

Tibia und Femur sind Rohrenknochen, die zu den kortikalen Knochen zdhlen. Die

beiden Knochen unterscheidet jedoch der Verlauf der biomechanischen Parameter in
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den jeweiligen Priifungen bei den Sham-Gruppen. Bei der Tibia (s.0.) nahmen die
mechanischen Parameter in der Torsionspriifung kontinuierlich ab. Beim Femur stiegen
in der Drei-Punkt-Biegepriifung die mechanischen Parameter bis zum 12. Monate zuerst
an und nahmen danach ab. Dies konnte in einem Zusammenhang mit der hoher
gemessenen Knochendichte, sowie dem hoheren BMC des Femur zu allen
Messzeitpunkten bei den Sham-Tieren stehen. Wie oben beschrieben kann der
anfiangliche Anstieg der biomechanischen Parameter des Femurs als physiologische
Reifung bezeichnet werden. Femur und Tibia wiirden demnach einem unterschiedlichen

Alterungsprozess unterliegen.

In der Diét-Gruppe kam es bei den Messungen von Bruchmoment und Biegesteigung in
der durchgefiihrten Studie zu einem signifikanten Abfall zwischen den Tests nach 3 und
12 Monaten und einem minimalen Abfall bis zu den Proben nach 14 Monaten. Der
BMD und BMC minimierten sich ebenfalls kontinuierlich, um insgesamt ca. 23% (Tab.
11 und 12 im Anhang) [Govindarajan et al. 2013, Govindarajan et al. 2014].

Die Auswirkungen der Ovarektomie und Diét auf die Tibiae und den Femura traten
sichtbar spiter, als beim Wirbelkorper ein, und wurden erst durch die lange Standzeit
deutlich. Erst nach 12 Monaten sah man bei den mechanischen Parametern der Knochen
eine negative Beeinflussung. Da bei der Osteoporose vor allem zuerst die Spongiosa
betroffen ist, haben diese R6hrenknochen scheinbar auch nach der Ovarektomie noch

Zeit zu reifen und sich zu festigen.

Zusammenfassend nimmt die Ovarektomie mit Didt einen negativen Einfluss auf die
mechanischen Eigenschaften des spongidsen und des kortikalen Knochens der Ratte.
Ein osteoporotischer Knochenstatus konnte in den Wirbelkdrpern und den langen
Rohrenknochen induziert werden. Dieses Tiermodell eignet sich somit gut fiir weitere

Studien zur Frakturheilung und Defektbehandlung des osteoporotischen Knochens.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es ein Grundlagenmodell fiir die weitere Erforschung der
Osteoporose zu etablieren. Es sollte eine steroidinduzierte, eine postmenopausale, sowie

eine senile Osteoporose an ovarektomierten Ratten induziert werden.

Es wurden 80 weibliche Sprague Dawley Ratten im Alter von 14 Wochen (Zeitpunkt 0
Monate) in 4 Gruppen eingeteilt, zwei Kontroll- und zwei Testgruppen. Die
Kontrollgruppe wurde unterteilt in 1) eine Ausgangsgruppe (n = 10, 0 Monate) und 2)
eine Sham-operierte Gruppe (Sham, 3, 12 und 14 Monate; jeweils n = 10). Die Tiere der
Testgruppe  wurden ovarektomiert und anschlieBend entsprechend ihrer
unterschiedlichen Behandlung eingeteilt: 1) Kalzium- und Vitamin D-arme Didt (OVX
+ Diidt, 3, 12 und 14 Monate; jeweils n = 10) und 2) eine Dexamethason-21-
isonicotinat-Behandlung s.c. (OVX + Steroid, 3 Monate; n = 10).

Ex vivo wurden folgende biomechanische Analysen an den Knochen der Tiere
durchgefiihrt: 1) Kompressionstests an den Wirbelkdorpern Th8 und Th9 zur
Kraftmessung, 2) Torsionspriifungen der rechten Tibia zur Messung der Steifigkeit und
des Bruchmoment und 3) Drei-Punkt-Biegungspriifungen der rechten Femura zur

Testung der Biegesteigung und der Bruchkraft.

Nach 3 Monaten wies die Kompressionskraft von Th8 und Th9 zwischen Sham- und
Diét- (Th8 p = 0,002 und Th9 p < 0,001) bzw. zwischen Sham- und Steroid-Gruppe
(Th8 p = 0,011 und Th9 p = 0,006) signifikante Unterschiede auf. Im weiteren Verlauf
der Versuchsreihe verminderte sich die Kraft der Sham-Gruppe jeweils nicht
signifikant. In der Didt-Gruppe sank die Kraft bei Th8 nach 12 Monaten signifikant ab
(p <0,001).

In der Torsionspriifung war nach 3 Monaten Standzeit die Steifigkeit tendenziell und
das Bruchmoment zwischen Sham- und Didt-Gruppe (p = 0,013) signifikant verringert.
Von 3 auf 12 Monate sank die Steifigkeit der Sham-Gruppe gering (12 Monate p =
0,954). Das Bruchmoment verringerte sich bis zum 12. Monat signifikant (p = 0,017),

danach nur noch minimal. In der Didt-Gruppe kam es von 3 auf 12 Monate zu
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signifikanten Differenzen beider Parameter (Steifigkeit p = 0,012 und Bruchkraft p =

0,014). Nach weiteren 2 Monaten war der weitere Unterschied nur noch gering.

In der Drei-Punkt-Biegepriifung kam es nach 3 Monaten bei der Bruchkraft zu
signifikant ansteigenden Abweichungen zwischen Sham- und Diét- (p = 0,011) bzw.
Sham- und Steroid-Gruppe (p < 0,001). Die Biegesteigung war zwischen Sham- und
Steroid-Gruppe (p = 0,029) signifikant erhoht. Beide Parameter der Sham-Gruppe
stiegen von 3 auf 12 Monate an (Steigung p < 0,001 und Bruchkraft p = 0,265). Nach
weiteren 2 Monaten sanken beide Werte nicht signifikant ab. In der Didt-Gruppe kam es
von 3 auf 12 Monate zu signifikanten Differenzen beider mechanischen Parameter
(jeweils p < 0,001). Von 12 auf 14 Monate nahmen die mechanischen Parameter nur

wenig ab.

Die Ovarektomie mit Didt nimmt einen negativen Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften der spongiosen Wirbelkorper und der kortikalen Knochen der Ratte. Der
osteoporotische Knochenstatus wurde bei den Tieren in den spongidsen Knochen
bereits nach 3 Monaten Behandlung induziert (Kompressionstest). Bei den kortikalen
langen Rohrenknochen hingegen manifestiert sich die Osteoporose erst 12 Monate nach
Ovarektomie und Didtgabe (Torsionstest und Drei-Punkt-Biegepriifung). Die
Steroidgabe erzielte nicht den gewliinschten negativen Effekt auf die Knochen.

Dementsprechend kann das beschriebene Tiermodell verwendet werden, um weitere
Untersuchungen zur osteoporosebedingter Frakturheilung, auch in Kombination mit

neuen Biomaterialien oder Implantaten, durchzufiihren.
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Aim of this study was to establish a basic model for the further study of osteoporosis.
Postmenopausal and senile osteoporosis in ovariectomized rats was established through

multi-deficient diet and steroidal induction.

The study encompassed four groups, two control and two experimental groups. The two
control groups were divided into: 1) an initial control to show bone status before
treatment start (control, OM; n=10); 2) a sham operated group that served as an
experimental control (sham, 3M, 12M, 14M; n=10 each). The experimental groups were
divided according to their treatment post bilateral ovariectomy into two groups as well:
1) steroid induced osteoporosis, (OVX+Steroid, 3M; n=10); 2) Diet-deficiency induced
osteoporosis, (OVX+Diet, 3M, 12M, 14M; n=10 each).

The study examined biomechanical competence in several anatomical sites: 1)
compression tests of the vertebra body (Th8 und Th9) to asses loading at failure, 2)
torsion test of the right tibia to assess torsional stiffness and torque at failure and 3)

three-point-bending measurements of the right femur bending and breaking load.

At the early phase (after 3M), both treatments reflected a significantly inferior
biomechanical competence (compression test) in the vertebral bodies Th8 and Th9
when compared to the sham (OVX+Diet p = 0.002 Th8, p <0.001 Th9; OVX+Steroid p
=0.011 Th8, p = 0.006 ThS, respectively) showed differences. At the later phase under
diet-deficiency this effect intensified (12M, Th8; p < 0.001). However, no further

effects were seen at 14M in the vertebrae.

Although torsional stiffness showed only a lower trend, the maximum torque at failure
was significantly lower in the OVX+Diet at 3M when compared to the sham (p =
0.013). However, torsional stiffness of the sham group was lower at 12M when
compared to 3M (p = 0.954) and then higher at 14M compared to 12M (p = 0.025). The
maximum torque at failure was significantly lower at 12M compared to sham (p =
0.017). The OVX+Diet group showed lower torsional stiffens and torque at 12M
compared to 3M (p = 0.012 and p = 0.014, respectively), nonetheless, minimal changes
occurred at 14M.
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In the three-point bending test significantly higher differences in the breaking load
between sham and OVX+Diet (p = 0.011) and sham and OVX+Steroid group (p <
0.001) were observed after 3 months. The bending was significantly increased between
sham and OVX+Steroid group (p = 0.029). In the femur, the three-point bending test in
the sham group showed higher bending and breaking force at 12M when compared to
3M (p < 0.001 and p = 0.265 respectively), two months later at 14M there was no real
change. In the OVX+Diet group the mechanical parameters showed a significant
increase (each p < 0.001) between the 3™ and the 12" month. From 12 to 14 months it

decreased slightly.

In conclusion, bilateral ovariectomy combined with multi-deficient diet influence the
mechanical properties of cancellous and cortical bone in the rat spine and long bone,
negatively. Inferior bone competence in the OVX+Diet group vertebra indicated that.
Induction of osteoporotic bone status took place in cancellous bone (compression test)
after 3 months of treatment. However in the cortical bone (torsional and three-point-
bending tests) the osteoporotic bone status influenced its integrity at later stage after 12
months of treatment.

Therefore, the described animal model could be utilized for further investigation of

osteoporotic fractures healing aided with novel osteoinductive biomaterials.
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10 Anhang

10 Anhang

Im Folgenden sind die Knochendichte (BMD) und der Knochenmineralgehalt (BMC)

der einzelnen Gruppen im Verlauf schematisch dargestellt.

0 Monate ‘ 3 Monate 12 Monate 14 Monate

Sham 0,150 0,168 0,169 0,160
Wirbelsiaule | OVX+Diit 0,125 0,118 0,113

OVX+Steroid 0,144

Sham 0,190 0,213 0,233 0,223
Femur OVX+Diit 0,165 0,135 0,125

OVX+Steroid 0,183

Sham 0,160 0,171 0,174 0,167
Tibia OVX+Diit 0,131 0,115 0,102

OVX+Steroid 0,150

Tab 11: Mittelwerte des BMD (g/cm®) der Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten.

0 Monate 3 Monate 12 Monate 14 Monate
Sham 1,83 2,43 2,90 3,33
Wirbelsidule | OVX+Diit 2,03 1,98 1,88
OVX+Steroid 2,14
Sham 0,54 0,62 0,72 0,72
Femur OVX+Diit 0,52 0,38 0,38
OVX+Steroid 0,53
Sham 0,36 0,38 0,45 0,45
Tibia OVX+Didt 0,31 0,25 0,21
OVX+Steroid 0,33

Tab. 12: Mittelwerte des BMC (g) der Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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