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1. Einleitung

., Wenn Knochen miirbe werden - dieser Slogan beschreibt plakativ das Krankheitsbild der Os-
teoporose. Durch den demografischen Wandel steigt das Risiko fiir diese systemische Erkran-
kung des Skelettsystems bei élteren Patienten. In Deutschland leiden nach Schitzungen unge-
fahr 7,8 Millionen Menschen iiber 55 Jahren an einer Osteoporose [Haussler et al 2007],
wodurch jede dritte Frau und jeder fiinfte Mann in diesem Alter im Laufe seines weiteren Le-
bens eine Fraktur ohne addquates Trauma entwickelt [Bagen et al 2012]. Die damit verbun-
dene signifikante Steigerung von Morbiditdt und Mortalitit [Ray et al 1997] ist nur eine Folge
davon. Weitere Beispiele fiir die Folgen von Osteoporose sind der Verlust von Lebensqualitit,
Selbstachtung und die Zunahme von Depressionen [Bartl et al 2009]. Ein anderer Aspekt, den
die Osteoporose darstellt, ist der 6konomische Schaden: 2003 lagen die direkten und indirekten
Kosten in Deutschland, welche mit der Erkrankung in Verbindung stehen, bei 5,4 Milliarden
Euro [Haussler et al 2007]. In den USA kam es im Jahr 2005 zu iiber 2 Millionen Osteoporose-
assoziierten Frakturen und damit zu Gesamtkosten von 17 Milliarden USD [Burge et al
2007]. Damit wird die Osteoporose zu einer der haufigsten Erkrankungen der Weltbevolkerung
und eine der 10 wichtigsten des 21. Jahrhunderts.

In den letzten Jahren ist die Osteoporose Gegenstand massiver medizinischer Forschung. Allein
zwischen 2010 und 2020 sind knapp 40000 neue wissenschaftliche Artikel zu diesem Thema
auf Pubmed gelistet worden. Dadurch hat sich ein zunehmendes Versténdnis fiir die Epidemi-
ologie und Pathogenese entwickelt. Zudem konnten vielversprechende Ansétze fiir die Diag-
nose, Therapie und Priavention abgeleitet werden.

Die systemische Anti-Osteoporose-Therapie konnte mittlerweile signifikante Erfolge in der
Verminderung der Frakturrate zeigen [Pavone et al 2017], wodurch sich jedoch nicht alle Frak-
turen vermeiden lassen. Eine Frakturversorgung mit Behandlung der direkten Frakturumge-
bung stellt die vielversprechendste Therapieoption dar. Dabei sollte das eingesetzte Material
den entstandenen Defekt nahezu vollstindig ausfiillen und die neue Knochenbildung unterstiit-
zen. Daraus ergibt sich, dass neue synthetische Knochenersatzmaterialien liber eine sehr
gute Biokompatibilitdt und Osteointegration sowie iiber das Potential zur Unterstiitzung
der Knochenheilung verfiigen miissen [Haugen et al 2019]. Bei der Untersuchung dieser Mate-
rialien muss nun auch zunehmender Fokus auf die Osteozyten gelegt werden, da ihre Rolle

noch weitgehend unbekannt ist.



1.1 Allgemeiner Knochenaufbau

Beim Menschen entfallen lediglich 10% des Korpergewichts, also ungeféhr 7 Kilogramm (kg)
auf das Skelettsystem. Obwohl das Knochengewebe duBlerlich sehr hart und widerstandsfahig
erscheint, kommt es zu stindigen inneren Umbauprozessen, insbesondere bei verdnderter Be-
anspruchung. Neben der Stiitzfunktion und der Schutzfunktion fiir innere Organe stellen die
Knochen den wichtigsten Calciumspeicher des Menschen dar. Auflerdem befindet
sich in thnen das blutbildende rote Knochenmark. Die Knochen des menschlichen Skeletts ha-
ben zwar meist unterschiedliche Formen, jedoch einen identischen Aufbau. Lange Réhrenkno-
chen beispielsweise bestehen aus einem Schaft (Diaphyse) sowie an beiden Seiten verdickten
Endstiicken (Epiphyse), zwischen welchen sich ein trichterformiger Ubergangsbereich (Meta-
physe) befindet. An knochernen Vorspriingen (Apophyse) setzen Muskeln und Sehnen
an. Zwischen der Epi- und Metaphyse liegt die sogenannte Epiphysenfuge, welche fiir das Lén-
genwachstum des Knochens sorgt [Schiebler 2007]. Makroskopisch sind am Knochen zwei
unterschiedliche Bauformen zu erkennen, die Kompakta und die Spongiosa. Als Kompakta
wird die homogen erscheinende Rindenschicht (Cortikalis) bezeichnet, welcher die Spon-
giosa im Inneren des Knochens, ein gitterwerkartiges Gewebe aus Platten und Bilkchen (Trab-
ekel) entgegensteht. Die Trabekelstruktur passt sich dynamisch der Belastung an, ist dabei aber
immer so ausgerichtet, dass sie nur auf Druck oder Zug beansprucht wird [Liillmann-Rauch

2012].
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Abbildung 1: Aufbau eines langen Rohrenknochens

Der Réhrenknochen ist umhiillt von einer Knochenhaut (Periost), durch welche sich Gefdfse zur
Versorgung des Knochenmarks ziehen (Foramen nutricum). Die Diaphyse des Knochens be-
steht hauptsdchlich aus Kompakta. In ihrem Inneren befindet sich die Cavitas medulla-
ris (Markhohle). Die trichterformige Aufweitung der Diaphyse hin zur Epiphyse wird Meta-
physe genannt. In diesem Bereich finden sich hdufig auch die Ansatzpunkte fiir Sehnen und



Muskeln (Apophyse). Die Endstiicke der Rohrenknochen werden Epiphysen genannt. Da sie in
der Regel iiber Gelenke mit anderen Knochen verbunden sind, ist der gelenkbildende Anteil
(Facies articularis) mit einer Knorpelschicht iiberzogen (Cartilago articularis). Die Epiphyse
besteht ebenfalls nach auflen aus hartem Knochen (Kortikalis) und besitzt im Inneren einen

weicheren trabekuldren Knochen (Spongiosa) [Grafik aus Schiebler 2007].

Die Hauptbestandteile des Knochens sind: anorganische Matrix (65%), welche hauptsichlich
Hydroxylapatit enthilt, sowie organische Matrix (35%). Analog zum Knorpelgewebe besteht
die organische Matrix aus einer ungeformten Komponente (Proteoglykane und adhésive Gly-
koproteine) und einer geformten Komponente (hauptsidchlich Kollagen Typ I).

Nach der rdumlichen Struktur der Extrazellularmatrix werden die Knochen in Geflecht -und
Lamellenknochen eingeteilt. Im Geflechtknochen liegen die Kollagenbiindel unregelmifBig
miteinander verflochten vor. Dieser tritt vor allem bei rascher Knochenbildung auf (bspw. in
der embryonalen Entwicklung oder der Frakturheilung). Durch natiirliche Umbauprozesse er-
setzt der biomechanisch hochwertigere Lamellenknochen mit der Zeit den Geflechtknochen
[Liillmann-Rauch 2012].

Mikroskopisch betrachtet besteht der Lamellenknochen aus sich regelméfig wiederholenden
Bauelementen, den sogenannten Osteonen bzw. Havers-Systemen, mit einem zentralen Havers-
Kanal, in dessen Inneren das Havers-Blutgefal3 sowie begleitende Nervenfasern verlaufen. Der
Havers-Kanal ist umgeben von vier - 20 konzentrisch angeordneten Lamellen, welche haupt-
sdchlich aus Kollagen Typ I Fasern bestehen. Der Faserverlauf zweier benachbarter Lamellen
ist dabei haufig gegenldufig und im rechten Winkel zueinander. Zwischen den Lamellen liegen
Osteozyten mit ihren Fortsdtzen. Der Abschluss des Osteons nach aullen erfolgt iiber eine fa-
serarme Kittlamelle (Linea cementalis). Vor allem im Bereich der Diaphyse wird die Kompakta
stets von sogenannten Generallamellen umschlossen. Die vaskuldre Versorgung der Osteone
erfolgt iiber die zentral verlaufenden Havers-Kanéle sowie die im rechten Winkel dazu verlau-

fenden Volkmann-Kanile (Canales perforantes), welche vom Periost ausgehen [ Aumiiller et al

2010].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Lamellenknochens am Beispiel der Kompakta
eines Rohrenknochens

Die funktionellen Einheiten des Lamellenknochens (Osteone) verfiigen tiber ein konzentrisch
angeordnetes Lamellensystem mit einem zentralen Kanal. Zwischen den einzelnen Lamellen
befinden sich Osteozyten, die mit ihren Fortsdtzen untereinander in Kontakt stehen. Die Ge-
fafpversorgung funktioniert iiber die vom Periost ausgehenden Volkmann-Kandle in den Fora-
mina nutricae. Nach aufsen und innen befindet sich jeweils noch eine sogenannte Generalla-
melle, worauf das Periost (aufsen) und das Endost (innen) liegt. Das Stratum fibrosum aus
kollagenem Bindegewebe ist iiber Sharpey-Fasern fest mit dem Knochen verbunden. Zwischen
Knochen und Stratum fibrosum befindet sich das Stratum osteogenicum, welches chondrogene

und osteogene Vorlduferzellen enthdlt. [Grafik aus Aumiiller et al 2010]

1.2 Zelluliire Komponenten des Knochens

Um die unterschiedlichen Funktionen der Knochenformation und der Knochenresorption, der
mineralischen Homdostase und der Knochenreparation zur gewédhrleisten, werden unterschied-
lich spezialisierte Knochenzellen benétigt. Diese unterscheiden sich nicht nur in Morphologie,
Funktion und charakteristischer Lokalisation, sondern auch in ihrer Herkunft [Buckwalter et al
1995, Rodan 1998]. Die drei Hauptzelltypen, welche fiir die Knochenhomdgostase verantwort-
lich sind, sind Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten. Die zwei Zelllinien konnen in eine

knochenaufbauende und eine knochenabbauende Funktion eingeteilt werden. Aus mesen-
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chymalen Stammzellen und Vorlduferzellen (Osteopregenitorzellen) reifen Osteoblasten, en-
dostale Saumzellen und Osteozyten. Aus den hamatopoetischen Stammzellen reifen zirkulie-

rende Monozyten, Preosteoklasten und Osteoklasten (Abbildung 3) [Liillmann-Rauch 2012].

Hamatopoetische Mesenchymale
Stammzellen Stammzellen

S
¢

Pre- Osteoblasten

2 @Q “ 6’ teon : Q

% Osteozyten
Knochen

Abbildung 3. Klassifikation der Zellen des Knochens anhand ihrer Zelllinien

Aus den mesenchymalen Stammzellen entstehen tiber Osteoprogenitorzellen (Preosteoblasten)
die Osteoblasten, endostale Saumzellen (Bone Lining Cells) und Osteozyten. Aus der himato-
poetischen Stammzelllinie entstehen tiber zirkulierende Monozyten und Preosteoklasten am

Ende Osteoklasten [adaptiert nach Lian et al 2012].

Der sogenannte ,,bone remodelling Prozess* beschreibt den kontinuierlichen Erhalt der struk-
turellen Integritit des Knochens durch die Entfernung von altem Knochen mit Hilfe der Oste-
oklasten sowie der Synthese von neuem Knochen durch Osteoblasten [Jilka 2003]. Das Bone-
remodelling erfolgt liber eine koordinierte Aktivierung von Osteoblasten, Osteoklasten, Osteo-
zyten und endostalen Saumszellen, welche eine sogenannte ,,basic multicellular unit* (BMU)
bilden [Eriksen 2010, Hauge et al 2001]. Wenn dieses System aus der Waage gerét, kann es zu
verschiedenen Erkrankungen fiihren. Von Osteoporose spricht man, wenn die Knochenresorp-
tion die Knochenformation iiberwiegt. Im Gegensatz dazu kommt es zum Beschwerdebild der

Osteopetrosis, wenn die Knochenformation die Knochenresorption iiberwiegt.
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1.2.1 Osteoblasten

Osteoblasten sind einkernige, kubiode, differenzierte Zellen, welche aus dem Knochenmark an
die Knochenoberfliche migrieren, um dort organische Extrazellularmatrix zu produzieren so-
wie zu mineralisieren. Diese Migration wird iiber verschiedene Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs) reguliert [Mukherjee et al 2008]. Weiterhin haben sie eine regulatorische Funktion tiber
die Osteoklastenaktivitit [Caetano-Lopes et al 2007]. Die Proliferation und Differenzierung
der Osteoblasten funktioniert iiber ,,cross-talk® und verschiedene Signalwege, wie beispiels-
weise Runt-related transcription factor 2 (Runx2) [Komori et al 1997]. Transforming growth
factor — beta (TGF-B) fordert die Osteoblastendifferenzierung durch Extracellular signal- regu-
lated kinases (ERK)-, Wnt- und BMP- Signalwege [Huang et al 2007]. Eine Fehlfunktion dieser
Signalwege fiihrt zu verschiedensten Erkrankungen wie Tumoren oder Osteoporose. Volldiffe-
renzierte Osteoblasten sind durch die Expression von alkalischer Phosphatase (ALP) und Kol-
lagen Typ I gekennzeichnet, welche von Bedeutung fiir den Knochenmatrixaufbau und die Mi-
neralisation sind. Reife Osteoblasten produzieren auflerdem eine ganze Reihe von Regulatoren
fiir die Matrixmineralisation wie Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin oder Osteoprotegerin
(OPG). AuBBerdem wird der Receptor activator of NF-kB Ligand (RANKL) produziert, welcher
fiir die Osteoklastendifferenzierung notwendig ist. Ebenfalls besitzen sie einen Parathormon-
(PTH-) Rezeptor. Osteoblasten, welche nicht in Apoptose gehen, transformieren gegen Ende
ihrer Lebensspanne entweder in Osteozyten, welche in die mineralisierte Matrix eingemauert
werden oder sie werden zu endostalen Saumzellen, welche die komplette Knochenoberfldche
bedecken [Eriksen 2010]. Endostale Saumzellen trennen die Oberfliche des Knochens von der
direkten Umgebung und schiitzen dadurch den Knochen beispielsweise vor iiberméBiger Re-
sorption. Wéhrend die Zellen PTH ausgesetzt werden, beginnen sie als ersten Schritt des Kno-
chenabbaus, die diinne Schicht noch nicht mineralisierte Matrix (Osteoid) abzubauen [Buck-

walter et al 1995].

1.2.2 Osteozyten

Osteozyten sind der im Knochen vorwiegend auftretende Zelltypus. Im erwachsenen Skelett
machen sie ungefahr 90% der Zellen aus [Buckwalter et al 1995]. Osteozyten stellen den End-
punkt der Osteoblastendifferenzierung dar, wobei der reife Osteoblast vollstindig von Matrix
umgeben ist. Lediglich 10-20% der Osteoblasten erreichen dieses Stadium [Aubin et al 1996].
Thre Uberlebensdauer betriigt dabei mehrere Jahre, im Vergleich dazu leben Osteoblasten oder

Osteoklasten nur wenige Wochen bis Monate. Osteozyten zeigen eine einzigartige Morpholo-

12



gie mit einer sternformigen Zellform und zahlreichen dendritischen Ausldufern, welche ein fei-
nes Netzwerk zwischen den einzelnen Lamellen des Knochens (Lakunen) formen (lakunér-ka-
nalikunires System). Uber ihre Ausliufer stehen sie mit verschiedenen anderen Zelltypen, wie
Osteoblasten, Osteoklasten oder Gefialen in Verbindung [Turner et al 2002]. Die Dendriten
sind in ihren Kandlen umgeben von Knochenfliissigkeit. Durch eine Art Cilien besitzen sie eine
hohe Sensitivitét fiir mechanische Signale. Die Sensitivitét fiir solche mechanischen Signale
(insbesondere Scherkrifte) tibersteigt die von Osteoblasten [Klein-Nulend et al 2002]. Osteo-
zyten sind zudem in der Lage, liber die Ausschiittung von verschiedenen Molekiilen wie Insu-
lin-like Growth Factor (IGF), Osteocalcin, Sklerostin und NO darauf zu reagieren [Uzbekov et
al 2012] und dementsprechend, entweder den Knochenaufbau oder -abbau, zu forcieren (Ab-
bildung 4). Uber die Phosphate-regulating neutral endopeptidase (PHEX) und Dentin matrix
acidic phosphoprotein 1 (DMP1) wird der Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) reguliert, wel-
cher wiederum Einfluss auf die Phosphathomdostase hat. Ein Fehler in der Bildung von PHEX
oder DMP1 fiihrt im Menschen daher zu einer Vitamin-D unabhéngigen Rachitis [Zhang 2011,
Liu 2007]. Ein weiteres, hauptsidchlich von Osteozyten gebildetes Protein das Matrix extracel-
lular phosphoglycoprotein (MEPE) wirkt nicht direkt auf den FGF23, sondern inhibiert PHEX.
Ein durch enzymatische Degradation erzeugtes Peptid aus MEPE sorgt auflerdem fiir eine In-
hibition der Matrixmineralisation [Boskey et al 2010]. FGF23 wirkt auf die Skelettmuskulatur
und reguliert dort die ATP-Synthetase [Pesta et al 2016]. Das von Osteozyten ausgeschiittete,
inflammatorische Zytokin Prostaglandin E2 (PGE2) stimuliert im Skelettmuskel Wachstums-
und Reparaturmechanismen [Ho et al 2017]. Dartiber hinaus verfiigen Osteozyten, genau wie
Osteoblasten, iiber einen Parathormonrezeptor. Unter Einfluss von PTH beginnen Osteozyten
Cathepsin K und Tartrate Resistant Acid Phosphatase (TRAP) zu synthetisieren, welche nor-
malerweise von Osteoklasten genutzt werden, um Knochen zu entfernen. Osteozyten beginnen
damit ein Remodelling ihrer perlakunéren/kanalikuldren Matrix und regulieren dariiber den
Calciumhaushalt [Quing et al 2012].

Lange fiir passive Zellen gehalten, spielen Osteozyten eine zentrale Rolle in der Regulation des
Knochen-Remodelling. Wie bereits oben beschrieben, besitzen Osteozyten die Moglichkeit,
mechanische Signale in chemische umzuformen und weiterzuleiten. NO, PGE2 und ATP ge-
horen dabei zu den am schnellsten freisetzbaren Antworten. NO wird iiber eine NO-Synthase
hergestellt und inhibiert die Proliferation von frithen Osteoblasten, wiahrend es im Gegenzug
die Osteoblastendifferenzierung vermittelt [Zaman et al 1999, Vezeridis et al 2006]. PGE2 sorgt
ebenfalls fiir eine Osteoblastendifferenzierung sowie fiir eine Induktion der Gesamtknochen-

bildung und Erhéhung der Gesamtknochenmasse [Raisz et al 1983, 1993, Nagata et al 1994].
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Neben dieser schnellen Moglichkeit auf Reize zu reagieren, besitzen Osteozyten noch die Mog-
lichkeit Wachstumsfaktoren auszuschiitten. Die Bekanntesten sind dabei die Bone morphoge-
netic proteins (BMP). BMPs spielen eine zentrale Rolle bei der Osteogenese und dem Kno-
chenumbau. Die Wirkungsweise erklért sich tiber den TGF- Signalweg [Harland 1994] sowie
iiber den Hedgehog Signalweg [Yoshino et al 2016] und direkte Zytokin- Zytokin Interaktion
[van der Kraan 2015].

Einer der wichtigsten Signalwege der von Osteozyten benutzt wird, ist der Wnt/B-Catenin-Sig-
nalweg. Osteozyten exprimieren zahlreiche Modulatoren dieses Signalweges und regulieren die
Osteoblastenaktivitét {iber diesen Mechanismus. Die Aktivierung des kanonischen Wnt-Signal-
wegs vermittelt Osteoblastendifferenzierung und Knochenformation [Gong et al 2001, Kato et
al 2002]. Das Sklerostin ist ein spezifisches, von reifen Osteozyten produziertes Glykoprotein,
welches durch das SOST-Gen kodiert wird [Winkler 2003]. Sklerostin ist ein negativer Regu-
lator der Knochenformation und inhibiert den Wnt/B-Catenin-Signalweg {iber Bindung an die
Wnt — Corezeptoren low-density lipoprotein receptor- related proteins (LRP) 5 und 6. Norma-
lerweise bindet der Wnt Ligand an den Rezeptor Frizzled, zusammen mit den Co-Rezeptoren
LRP5/6, dadurch wird der Rezeptor phosphoryliert und das Protein Dishevelled aktiviert, wel-
ches im Gegenzug die Glykogen-synthase-kinase 3 (GSK3) inhibiert. Als Folge wird das Pro-
tein Axin aus seinem Komplex mit B-Catenin befreit. B-Catenin sammelt sich im Cytoplasma
und im Zellkern an. Dort bindet es an Transkriptionsfaktoren und aktiviert die spezifischen
Zielgene [Ott 2005]. Am Beispiel von Sklerostin wird B-Catenin durch die GSK3 phosphory-
liert und iiber den Proteasomensignalweg abgebaut. Ein weiterer Inhibitor dieses Signalweges
ist Dickkopf related Protein 1 (DKK1). DKK1 inhibiert die Wnt- Corezeptoren LRP5 und 6.
Weiterhin besitzt DKK1 eine hohe Affinitét fiir die Transmembranproteine Kremenl und 2,
welche ebenfalls den Wnt Signalweg modulieren [Niehrs 2006]. Das von Osteozyten expri-
mierte secreted- frizzled-related protein 1 (SFRP1) ist ein kompetitiver Antagonist zum Wnt-
Liganden. Eine fehlende Funktion von SFRP1 fiihrt zu erhdhter Knochenmasse und Mineral-
gehalt. Zusitzlich steigt die Osteoblastenproliferation und -differenzierung an [Bodine et al
2004].

Um das Knochenremodelling zu kontrollieren, reicht es nicht aus, die Osteoblastogenese zu
regulieren. Es muss zusétzlich Einfluss auf die Osteoklastenaktivitit genommen werden. Oste-
oklasten-Vorlduferzellen exprimieren Receptor activator of NF-kB (RANK) auf ihrer Zellober-
flache. Dieser Rezeptor bindet an RANKL, der ebenfalls von Osteozyten exprimiert wird. Diese
Bindung sorgt fiir die Differenzierung von Osteoklasten- Vorldufern zu reifen Osteoklasten

[Kartsogiannis et al 1999]. Obwohl RANKL ebenfalls von Osteoblasten exprimiert wird,
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konnte Nakashima et al [2011] zeigen, dass von Osteozyten erzeugtes RANKL entscheidend
fiir ein gesundes Knochen-Remodelling ist. Ein weiterer Faktor fiir die Osteoklastenaktivierung
ist der Macrophage-colony stimulating factor (MCSF). Im Gegensatz dazu steht Osteoprotege-
rin (OPGQG), ein loslicher Zytokinrezeptor aus der tumor necrose factor (TNF) —Rezeptorfamilie.
Er bildet eine Rezeptorattrappe fiir den RANKL und hemmt somit die Osteoklastogenese [Ikeda
et al 2001]. Daneben stellt NO einen sehr potenten Inhibitor der Osteoklastenaktivitit dar und
kann die Zahl der Osteoklasten deutlich senken. [Brandi et al 1995].

Perilakundre Mineralisation
und Calziumhomoostase

Mechanorezeption und
Mechanotransduktion

Perilakunare Resorption und
Einlagerung von Calcium

Primére Cilien

Calcium Kanéle

Physische Deformierung der
Knochenmatrix

Kanalikularer Flussigkeitsfluss
Scherkrafte
Adhasionsmolekule
Zytoskelett

Muskelentwicklung und

Endokrines Organ ‘ Reparatur

DMP1,PHEX und MEPE regulieren
FGF23 und dariiber Regulation
des Serumphosphats /
Phosphathaushaltes

Uber FGF23, PGE2 und Wnt3a

‘ Regulation des Knochen-Remodelling

NO,PGE2, ATP (schnell) und BMP2 (langsam)
aktivieren Knochenformation

Sklerostin, DKK1 und SFRP1 inhibieren
Knochenformation

RANKL and M-CSF aktivieren Knochenresorption
OPG und NO inhibieren Knochenresorption

Abbildung 4: Funktionen des Osteozyten

Osteozyten haben zahlreiche Funktionen. Sie detektieren mechanische Signale (Mechanorezep-
tion), wandeln diese in chemische Signale um (Mechanotransduktion) und leiten sie weiter. Als
endokrines Organ nehmen sie Einfluss auf die Phosphathémoostase des Korpers iiber FGF23
und seine regulatorischen Proteine DMP1, PHEX und MEPE. Osteozyten dirigieren die Diffe-
renzierung und Aktivitit von Osteoblasten iiber die Freisetzung von NO, PGE2, ATP und
Wachstumsfaktoren wie BMP2. Uber Skilerostin, DKK1 und SFRP1 haben sie hemmenden Ein-
fluss auf die Knochenformation. Uber RANKL und M-CSF haben sie aufierdem die Méglichkeit
die Aktivitdt und Reifung von Osteoklasten zu steuern und den Knochenabbau zu forcieren.
Einen hemmenden Einfluss auf die Osteoklasten iiben Osteozyten tiber OPG und NO aus. Der
Tonus und die Proliferation von Skelettmuskelzellen wird iiber FGF23 sowie PGE2 und Wnt3a
beeinflusst. Durch das Remodelling der perlakundren/kanalikuldren Matrix von Osteozyten re-

gulieren diese den Calciumhaushalt. [Grafik adaptiert von Rochefort 2014]
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1.2.3 Osteoklasten

Bei Osteoklasten handelt es sich um mehrkernige Riesenzellen, welche auf den Abbau von
mineralisierter Matrix spezialisiert sind und durch die Fusion von Progenitorzellen entstehen.
Die Differenzierung und Aktivitit wird durch den M-CSF sowie RANKL und OPG reguliert
[Teitelbaum 2000]. Wie oben beschrieben, unterstiitzt RANKL die Osteoklastogenese, wih-
rend OPG diese inhibiert. Die Balance zwischen RANKL und OPG ist deshalb ein Ausdruck
fiir die Quantitit des resorbierten Knochens [Hofbauer et al 1999]. Die Knochenresorption des
aktiven Osteoklasten findet auf der Knochenmatrix-zugewandten Seite statt. Die Haftung des
Osteoklasten erfolgt im Randbereich zur Matrix hin tliber Integrine. Dieser Bereich wird als
Versiegelungszone bezeichnet und ist gegeniiber der Umgebung abgeschlossen. An der Kon-
taktflache bildet der Osteoklast einen dichten Faltenbesatz (ruffled border) aus. Durch Proto-
nenpumpen in der Membran des Osteoklasten wird ein saures Milieu in der (Howship-) Lakune
erzeugt. Ein sinkender pH-Wert in diesem Bereich sorgt fiir die Knochendemineralisation und
-degeneration. Die einzelnen Fragmente werden dann durch die Osteoklasten aufgenommen
und via Transzytose durch den Osteoklasten geschleust, um dann beispielsweise Reparaturvor-

gingen zur Verfiigung gestellt zu werden [Liilllmann- Rauch 2012, Buckwalter 1995].

1.3 Frakturheilung

Der Vorgang der Frakturheilung ist ein komplexer, biologischer Prozess der die Rekrutierung
von Zellen (Genexpression), die Synthese von verschiedenen Reparaturkomponenten, die Re-
generierung des urspriinglichen Gewebes und die Wiederherstellung der mechanischen Integ-
ritdt erfordert [Marsell 2011]. Unabhingig von der hohen Regenerationskapazitit des Knochen-
gewebes, schldgt dieser Prozess manchmal fehl. Dies kann zahlreiche Ursachen haben, wie
beispielsweise eine unvorteilhafte anatomische Position der Frakturenden zueinander. In die-
sem Falle kann es zu einer verzdgerten Knochenbruchheilung kommen, oder schlimmer noch
zu einer Pseudarthrosenbildung oder génzlichen Nichtvereinigung der Knochenenden [Marsell
2010]. Die Frakturheilung stellt einen Prozess dar, in welchem die Aspekte der embryonalen
Skelettentwicklung rekapituliert werden [Gerstenfeld et al 2003]. Dabei kann man die Fraktur-

heilung in 3 verschiedene Phasen unterteilen:
1. Inflammatorische Phase

2. Reparative Phase
3. Remodelling Phase
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1.3.1 Inflammatorische Phase

Initial durch das Trauma, kommt es zu einer Fraktur durch das Knochengewebe. Gleichzeitig
kommt es zur ZerreiBung von BlutgefaBlen und des knochenumgebenden Weichgewebes. Dies
fiilhrt zu einer meist starken Blutung und Ausbildung des Frakturhdmatoms. Durch die unter-
brochene Blutversorgung wird ein hypoxisches Milieu erzeugt. Diese Faktoren triggern die in-
flammatorische Antwort [Kolar et al 2010]:

Es werden Cytokine und eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie tumor necrose factor o (TNF-
a), plateled derived growth factor (PDGF) und BMP werden freigesetzt und locken T-Lympho-
zyten und Makrophagen/Monozyten an. Diese wiederum verstdrken die Inflammation noch
weiter, unteranderem tiiber die Ausschiittung von Interleukin 1 (IL-1) und IL-6 [Andrew et al
1994]. Dadurch werden mesenchymale Stammzellen rekrutiert. Diese MSC wiederum werden
durch Faktoren wie PDGF stimuliert, das von den degranulierten Thrombozyten im geronnenen
Hématom ausgeschiittet wird. Es kommt zur Differenzierung in Chondrozyten und Osteoblas-

ten [Frost 1989, Bolander 1992].

1.3.2 Reparative Phase

Die reparative Phase iiberlappt die inflammatorische Phase und trdgt damit zur Entwicklung
von neuen Blutgefdfien bei. Die eingewanderten Chondrozyten bedecken zuerst die Frakturen-
den und beginnen aus Knorpelgewebe (Kollagen Typ II) einen weichen Kallus zu formen. Die-
ser gibt der Fraktur eine erste Grundstabilitidt. Nach 7 bis 10 Tagen erreicht die Bildung des
weichen Kallus ihren Hohepunkt [Einhorn 1998]. Gleichzeitig kommt es zur Zellproliferation
und intramembrandsen Ossifikation im Bereich des Periosts, wodurch der externe, weiche Kal-
lus gebildet wird [Marsell 2011]. Im Laufe der Zeit beginnen die Chondrozyten hypertroph zu
werden und kalzifizieren die Extrazellularmatrix. Der anfénglich weiche Kallus fangt an rigider
zu werden. Der kalzifizierte Knorpel wird durch Geflechtknochen ersetzt und der harte Kallus
beginnt sich auszubilden [Gerstenfeld et al 2006]. Die Frakturheilung erfolgt {iber einen direk-
ten und einen indirekten Mechanismus, abhéngig davon, ob es sich um eine stabile Umgebung
(Gipsschiene, intramedulldre Nagelung, etc.) handelt oder nicht. Die direkte Frakturheilung,
unter stabilen Umsténden, erfolgt liber intramembrandse Ossifikation. Die indirekte Fraktur-
heilung erfolgt iiber enchondrale und intramembrandse Ossifikation [Marsell 2011, Gerstenfeld

et al 2006].
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Intramembrandse Ossifikation

Intramembrandse Ossifikation beschreibt den Prozess der Knochenentwicklung auf Grundlage
von bindegewebigen Membranen. In der Embryonalentwicklung ist dieser Prozess vorherr-
schend in der Bildung der Schadelknochen oder des Kiefers [Zhang et al 2018]. In der Fraktur-
heilung ist die intramembrandse Ossifikation durch die Differenzierung von MSC zu Osteo-
blasten gekennzeichnet. Lokalisiert ist diese Form der Ossifikation im Bereich des harten Kal-
lus. Die neuen Osteoblasten beginnen parallel mit der Synthese von neuer Knochenmatrix und

kalzifizieren diese im Anschluss [Thompson et al 2002].

Enchondrale Ossifikation

Enchondrale Ossifikation ist gekennzeichnet durch die Differenzierung von MSC in Chondro-
zyten, welche zuerst eine knorpelige Matrix synthetisieren, die kalzifiziert. Im Anschluss wird
diese Matrix durch Knochen ersetzt. Dies erfolgt liber die Einwanderung von Osteopregenitor-
zellen iiber die Blutgefdlle. Diese Zellen differenzieren und beginnen einen harten Kallus zu
formen. Einstromende Osteoklastenprogenitorzellen und reife Osteoklasten beginnen gleich-
zeitig den kalzifizierten Knorpel zu resorbieren. Der nun weiter ,,reifende®, kndcherne Kallus
unterliegt wihrenddessen Umbauvorgidngen, um am Ende wieder die urspriingliche Architektur

und Funktion des Knochens zu erlangen [Wang et al 2017].

1.3.3. Remodelling Phase

Das Remodelling beginnt bereits in der Mitte der Reparationsphase und dauert noch lange nach
wiederhergestellter Funktion an. Dabei wird der Geflechtknochen in Lamellenknochen umge-
baut. Dieser Umbauprozess besteht aus einem engen Zusammenspiel von Osteoblasten und Os-
teoklasten. Ein Trupp Osteoklasten frisst einen Bohrkanal in der Breite eines Osteons in die
Knochenmatrix, wobei potenziell im Weg liegende Osteozyten bei diesem Prozess durch
Apoptose untergehen. Bindegewebe, Gefdlle und Nervenfasern wachsen in den neuen Kanal
ein. Die nachfolgenden Osteoblasten synthetisieren nacheinander die Osteoidlamellen, wobei
einige der Osteoblasten zu Osteozyten differenzieren und zwischen den einzelnen Lamellen
eingemauert werden [Liillmann-Rauch 2012]. Dieser Prozess dauert iiber mehrere Jahre an,

abhéngig von Faktoren wie Alter, Allgemeinzustand und Beanspruchung [Brighton 1986].
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Abbildung 5: Schematische Knochenbruchheilung

Initial durch die Fraktur kommt es zur Zerstorung der Knochenmatrix und der Blutgefifse, dies
fiihrt zur Ausbildung eines Frakturhdimatoms (A). Es kommt zur Einsprossung von Gefdfien,
dariiber wandern Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen ein und bilden Granulations-
gewebe tiber den Frakturenden. Innerhalb der ersten Tage bis Wochen entsteht vom Periost
ausgehend ein externer Kallus. Von eingewanderten Chondrozyten und Osteoblasten wird ein
innerer Kallus gebildet, wobei das produzierte Typ Il Kollagen (Knorpelgewebe) eine primdre
Stabilitdt liefert (B). Uber enchondrale Ossifikation bildet sich nun der harte, knécherne Kallus
aus Geflechtknochen (C). Das Remodelling beginnt bereits in der Mitte der Reparationsphase
und dauert noch lange nach wiederhergestellter Funktion an. Es kommt zum funktions- und
beanspruchungsadaptierten Umbau von Geflecht- in Lamellenknochen (D). [adaptiert nach
Carano et Filvaroff 2003]

1.4. Osteoporose

Osteoporose ist eine systemische Erkrankung, die durch die Abnahme der Knochenmasse, der
Minderung von Knochengewebe und der Storung der Knochenmikroarchitektur gekennzeich-
net ist. Es kommt zu einer Verminderung der Knochenstérke und zu einem erhdhten Frakturri-
siko [Consensus Development Conference 2000].

Osteoporose ist die hdufigste Knochenerkrankung des Menschen und damit ein gesundheitli-
ches Hauptproblem der Gesellschaft. Die Erkrankung tritt hdufiger bei Kaukasiern, Frauen und
dlteren Menschen auf. Problematisch an der Osteoporose ist die Tatsache, dass sie stumm ver-
lauft bis eine Fraktur auftritt. Diese wiederum sorgt fiir einschneidende, sekundédre Gesund-
heitsprobleme und kann sogar fiir den Tod verantwortlich sein [Cosman et al 2015]. Es wird
beispielsweise angenommen, dass es weltweit pro Jahr zu 2 Millionen osteoporose-assoziierten

Hiiftfrakturen kommt, Tendenz steigend, aufgrund des demografischen Wandels [Cooper et al
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1992]. Zeitlebens unterliegt der Knochen dem Knochenremodelling. Die Menopause und fort-
schreitendes Alter flihren zu einer Dysbalance zwischen Resorption und Neubildung von Kno-
chengewebe (Abbildung 6). Dabei gibt es bestimmte Faktoren, welche die Resorption unter-
stiitzen und gleichzeitig die Neubildung hemmen. Diese Faktoren sind mit einem erhdhten Os-
teoporoserisiko verbunden und treten beispielsweise bei Alterungsprozessen oder bei der Un-
terversorgung mit weiblichen Sexualhormonen auf. Des Weiteren konnen aber auch spezielle
Therapien, wie eine Dauertherapie mit Glucokortikoiden die Knochenneubildung herabsetzen.

[Sozen et al 2017].
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Abbildung 6. Schematischer Vergleich von gesundem und osteoporotischem Knochen

Im gesunden Knochen ist die dauerhaft stattfindende Knochenresorption und -neubildung ein
ausgewogener Prozess. Dies hat zur Folge, dass bei einem inaddquaten Trauma der Knochen
intakt bleibt und es zu keiner Verletzung kommt. Im osteoporotischen Knochen dagegen sind
die Knochenmasse sowie das Knochengewebe vermindert. Ursache dafiir ist ein Ungleichge-
wicht in der Knochenresorption und dem Aufbau (Resorption tiberwiegt den Aufbau). Dies fiihrt
mit Fortschreiten der Erkrankung zu Frakturen bei bereits kleineren, inaddquaten Traumata

[adaptiert nach Chang et al 2019].

Aufgrund der unterschiedlichen grundlegenden Mechanismen unterteilt man die Osteoporose

in 2 Hauptgruppen:
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Primdre Osteoporose

Die primére Osteoporose teilt sich in 2 Subtypen. Die Typ 1 Osteoporose wird auch als post-
menopausale Osteoporose bezeichnet und wird durch einen Mangel an Ostrogen verursacht.
Von dieser Form sind mehr Frauen als Ménner betroffen (Méanner/Frauen-Ratio 4/5,7) [ Cosman
et al 2015]. Die Typ 2 primidre Osteoporose wird als senile Osteoporose bezeichnet und be-
zeichnet den Verlust von Knochenmasse aufgrund des Alterungsprozesses des Organismus

[Hannan et al 2000].

Sekunddre Osteoporose

Die sekundére Osteoporose entsteht durch den Einfluss von verschiedenen Erkrankungen, Me-
dikationen und Lifestyle-Anderungen. Beispiele fiir Erkrankungen sind: Zystische Fibrose,
Cushingsyndrom, Diabetes mellitus I & II und COPD. Medikamente wie Glucokortikoide (bei
Einnahme > 3 Monate von mehr als 5Smg Prednison), Tamoxifen und zahlreiche Chemothera-
peutika fiihren ebenfalls zu einer Osteoporose. Lifestyle-Gewohnheiten wie Rauchen, iibermé-
Biger Alkoholkonsum, Immobilitit und Vitamin-D-Insuffizienz werden als Osteoporose-be-

giinstigende Faktoren bezeichnet [Watts et al 2010].

In der klinischen Anwendung sind, bezogen auf den Patienten, eine gute Anamnese und kor-
perliche Untersuchung entscheidend, um eine Osteoporose zu detektieren. Daneben stehen auch
apparative MaBBnahmen wie Knochendichtemessungen und Rontgen/CT- Diagnostik zum Aus-
schluss von bereits stattgefundenen Frakturen zur Verfiigung. Eine Laboruntersuchung, um
eine sekundére Osteoporose herauszufiltern, sollte bei Verdacht durchgefiihrt werden. Von Be-
deutung sind dabei Parameter wie das Thyroidea-stimulierende Hormon (TSH), der Vitamin
D-Spiegel oder das PTH [Kanis et al 2008]. Bei entsprechendem Risiko sollte eine individuelle
Einschétzung des Sturzrisikos erfolgen [Robertson et al 2002]. Osteoporose ist eine vermeid-
bare und therapierbare Erkrankung, aber aufgrund der Tatsache, dass sie stumm verlduft bis
zum Erstereignis, werden viele Patienten nicht diagnostiziert oder erhalten keine effektive The-

rapie in der Frithphase der Erkrankung [S6zen et al 2017].

1.4.1 Therapie der Osteoporose

Zur Therapie der Osteoporose gibt es eine Reihe von verschiedenen Ansitzen. Fundamentale
Bestandteile aller Therapien sind dabei allgemeine MaBBnahmen wie Knochen- und Muskel-

kréaftigungsiibungen, Karenz von Alkohol und Tabakkonsum, sowie das Minimieren von Risi-
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kofaktoren fiir Stiirze. Um eine zusétzliche Resorption aufgrund von Calciummangel zu ver-
hindern, wird eine tdgliche Einnahme von 1-1,2g Calcium/ Tag fiir Patienten iiber 50 empfohlen
[Moyer 2013]. Vitamin D ist notwendig flir die Calciumaufnahme sowie fiir die Knochen-
gesundheit und die Muskelperformance. Viele dltere Patienten leiden unter einem Vitamin D
Mangel, daher kann nach Messung des Serum- Vitamin D eine Therapie mit Nahrungsergén-
zungsmitteln erwogen werden [Bischoff-Ferrari 2004]. Die medikamentdse Osteoporosethera-

pie kann in 3 unterschiedliche Wirkmechanismen unterteilt werden:

1. Anti-Katabole Osteoporosetherapie

Die bekanntesten Vertreter dieses Mechanismus sind die Bisphosphonate sowie der RANKL-
Antikorper. Bisphosphonate sind eine weitverbreitete Therapie fiir osteoporotische Patienten
[Larsson 2014]. Thre Wirkung entfalten sie iiber die Verlangsamung der Knochenresorption
durch die Inhibition der Osteoklastenaktivitét [Saag et al 1998]. Das wiederum fiihrt dazu, dass
Bisphosphonate ebenfalls in der Therapie von Osteoporose-assoziierten Frakturen eingesetzt
werden. Eine weitere anti-katabole Therapie ist der Einsatz von humanem, monoklonalem
RANKL-Antikorper. Dieser verhindert die Differenzierung von Osteoklasten-Vorlduferzellen

zu reifen Osteoklasten und vermindert dadurch die Knochenresorption [Cummings et al 2009].

2. Anabole Osteoporosetherapie

Anti-resorptive, beziehungsweise anti-katabole Medikamente stellen einen guten Therapiean-
satz dar. Trotzdem wurde viel Aufmerksamkeit in die Entwicklung von anabolen Medikamen-
ten gesteckt. Ziel ist es dabei vor allem die Knochendichte zu erhohen und die Mikroarchitektur
des Knochens wiederherzustellen. Eines der Medikamente, welches iiber diesen Mechanismus
wirkt, ist Parathormon (PTH) [Neer et al 2001]. Seine Wirkung beruht auf der Menge und der
Wirkdauer. Wenn es dauerhaft eingenommen wird, kommt es zu einer gesteigerten Knochen-
resorption. Wird es jedoch intermittierend eingenommen ldsst sich durch eine Aktivierung der
Osteoblasten der Knochenaufbau erhéhen [Hock et al 1992]. AuBlerdem konnte gezeigt werden,
dass es zum gesteigerten Recruitment und zur Differenzierung von Chondrozyten kommt [Ka-

kar et al 2007].

3. Kombination aus anti-katabolen und anabolen Effekten in der Osteoporosetherapie

Strontium-Ranelat ist ein Vertreter dieser Gruppe. In vielen europdischen Landern hat das Me-
dikament eine Zulassung in der Osteoporosetherapie. Seine Wirkungsweise funktioniert iiber

die Kombination von anti-katabolen und anabolen Effekten [Cosman et al 2014]. Der anabole
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Effekt besteht in der gesteigerten Differenzierungsrate von Pre-Osteoblasten zu Osteoblasten
sowie durch Osteoblastenmodulation [Choudhary et al 2007]. Der anti-katabole Effekt entsteht
durch die Inhibierung der Osteoklastenformation [Atkins et al 2009].

1.5 Strontium

Strontium ist ein chemisches Element. Es hat das Elementsymbol Sr und trigt die Ordnungszahl
38. Man ordnet es den Erdalkalimetallen zu. Da es sich um ein sehr weiches und reaktions-
freudiges Metall handelt, kommt es in der Natur nicht frei vor, sondern stets in Verbindungen.
Der menschliche Korper nimmt Strontium wie Calcium auf. Strontium besitzt jedoch im
menschlichen Kérper keine bekannte Bedeutung. Durch seine Ahnlichkeit zu anderen chemi-
schen Elementen ist es fiir den menschlichen Korper nicht schéddlich [Cabrera et al 1999].

Das Interesse an den Effekten von Strontium auf den Knochen hat wihrend des letzten Jahr-
zehnts massiv zugenommen. Ursédchlich dafiir ist die Entwicklung des vielversprechenden Me-
dikaments Strontium-Ranelat. Die Neuerung bei Strontium-Ranelat ist die Wirkung auf den
Knochen. Es kommt zu einer kombinierten Wirkung aus Steigerung der Knochenformation
durch Osteoblasten und gleichzeitiger Inhibierung des Knochenabbaus durch Hemmung der
Osteoklasten [Querido et al 2009]. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass es durch
Therapie mit Strontium-Ranelat bei Frauen mit postmenopausaler Osteoporose zu signifikant
weniger Frakturen fiihren kann. Ebenfalls zeigte sich eine signifikante Steigerung der Knochen-

masse [Meunier et al 2004].

1.5.1 Pharmakokinetik von Strontium

Strontium wird vom Menschen hauptsédchlich iiber den Gastrointestinaltrakt aufgenommen. Der
Aufnahmeweg ist dabei der Gleiche, iiber den Calcium in den Kdrper gelangt [Sips et al 1996].
Das aufgenommene Strontium wird nahezu komplett in neugeformter Knochenmatrix des Kno-
chens eingelagert [Boivin et al 1996]. Der wichtigste Ausscheidungsweg lduft {iber das renale
System. Ein weiterer Weg der Exkretion ist tiber den Intestinaltrakt [Leeuwenkamp et al 1990].
Beziiglich der Interpretation der Studienergebnisse von Knochenaufbau und Knochenabbau, in
Kombination mit Strontium, muss man die Ergebnisse im Kontext mit der Tatsache beurteilen,
dass die meisten Studien an Nagetieren durchgefiihrt wurden [Aerssens et al 1998]. In diesen
Studien konnte gezeigt werden, dass bei einer téglichen Einnahme von 3g Strontiummalonat
/kg Korpergewicht und Tag, der Strontiumgehalt im Knochen um 9mg/g Knochen ansteigt
[Raffalt et al 2008]. Weiterhin konnte in Experimenten mit Primaten bewiesen werden, dass

das durchschnittliche Sr/Ca- Verhiltnis im Knochen bis auf 1/10 ansteigen kann, bei oraler
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Strontiumranelat-Aufnahme. Nach Beendigung der Therapie wurde das Strontium wieder rela-
tiv schnell vom Korper ausgeschieden [Boivin et al 1996]. Wie bereits vielfach beschrieben,
verfiigt Strontium tiiber einen Dual-Mechanismus. In Studien konnte gezeigt werden, dass
Strontium beispielsweise den Calcium-sensing receptor (CaSR), welcher auf der Membran-
oberfliche von Osteoblasten und Osteoklasten lokalisiert ist, stimuliert [Fromigue et al
2009]. Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren werden Signalkaskaden ausgeldst, welche zur
Differenzierung und Aktivierung von Osteoblasten fiihren. Gleichzeitig sorgt die Stimulation
von CaSR in Osteoklasten dafiir, dass sich diese zuriickziehen und die Knochenresorption in-
hibiert wird [ Yamaguchi et al 2008]. Ein weiterer Mechanismus ist die Stimulation der OPG-
Produktion durch Osteoblasten. Dies flihrt zu einer Verminderung der Osteoklastenaktivitét

und Osteoklastenreifung iiber das RANK-RANKL-System [Atkins et al 2009].
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Abbildung 7: Mechanismen der Wirkung von Strontium auf Knochenzellen

Strontium stimuliert die Pre-Osteoblasten Replikation, was zu einer Erhéhung der Matrix Syn-
these fiihrt (griine Pfeile). Im Gegensatz dazu hemmt Strontium die Osteoklastendifferenzierung
und -aktivitdt (rote Pfeile) [angelehnt an Marie et al 20006].
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1.4 Ziel und Fragestellung

Ziel dieser Studie ist es, den osteoporotischen Knochenstatus des Menschen im Tiermodell mit
Ratten standardisiert und reproduzierbar zu rekapitulieren. Im osteoporotischen Rattenmodel
sollte ein critical-size Defekt im Bereich der distalen Metaphyse des Femurs erzeugt werden.
Um eine verbesserte Knochenheilung zu Erreichen wird die metaphsdre Fraktur mit verschie-
denen Knochenersatzmaterialien aufgefiillt. Besondere Beachtung galt dabei dem zugesetz-
ten Strontium, welches fiir seine osteoinduktive und anti-osteoporotische Wirkung bekannt

ist [Reginster et al 2007].

Zusammengefasst sollte folgende Fragestellung mit Hilfe dieser Studie untersucht werden:

Hat Strontium in der direkten Umgebung von Osteozyten Einfluss auf den Stoffwechsel
und deren Rolle bei der Knochenbruchheilung von critical-size Defekten im osteoporoti-

schen Knochen?

Folgende Subhypothesen sollen dabei zur Beantwortung bestitigt oder widerlegt werden:
1. Strontium hat einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl von Osteozyten in der direk-
ten Umgebung des strontiumhaltigen Knochenersatzmaterials.
2. Strontium hat einen direkten Einfluss auf die Expression von Markern fiir die Knochen-
formation in Osteozyten, in der direkten Umgebung von strontiumhaltigen Knochenersatz-

materialien.

Diese experimentellen Untersuchungen stellen einen weiteren Schritt hin zur klinischen An-
wendbarkeit von neuen Knochenersatzmaterialien dar. Diese sollen durch lokale osteoinduktive
Prozesse die Knochenheilung von osteoporotischen Knochen férdern. Durch die standardisierte
Nutzung von semi-automatischen Auswertungsmethoden der histologischen Farbungen konnte

der subjektive Fehler minimiert werden.
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2.Materialien und Methoden

2.1 Experimentieraufbau

75 weibliche Sprague Dawley Ratten wurden randomisiert in 5 verschiedene Versuchsgruppen
unterteilt: (1) Calciumphosphat-Zement (CPC), (2) Strontiumhaltiger Calcium-Phosphat-Ze-
ment (SrCPC), (3) Kompaktes Xerogel (B30), (4) Xerogel mit makroporésem Geriist (ScB30),
(5) Strontiummodifiziertes Xerogel mit makropordsem Geriist (ScB30Sr20). Die Ratten wur-
den einer bilateralen Ovarektomie unterzogen. Parallel dazu erhielten die Versuchstiere eine
multidefizitire Diét (vgl. 2.4.1) zur Induktion eines osteoporotischen Knochenstatus. Wahrend
eines erneuten chirurgischen Eingriffs wurde ein 4 mm keilformiger Defekt im Bereich der
Metaphyse des Femurs gesetzt (Abbildung 8). Dieser wurde mittels Plattenosteosynthese sta-
bilisiert, analog zu einem von Alt et al. [2013] etablierten Modell. Im Anschluss wurde der
Defekt mit dem jeweiligen Knochenersatzmaterial aufgefiillt. Die Probenentnahme und Eutha-
nasie erfolgten 6 Wochen postoperativ. Nach der Einbettung wurden die Préparate analysiert.
Ziel war dabei mittels Histomorphometrie und Immunhistochemie, die Osteozyten in der di-
rekten Umgebung des Knochenersatzmaterials in der Defektregion zu untersuchen (vgl. Abbil-

dung 9).

Abbildung 8: 3D-Modell des menschlichen Femurs mit Plattenosteosynthese. Ein keilf6rmiger De-

fekt (*) im Bereich der Metaphyse wurde mit Knochenersatzmaterial (**) aufgefiillt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Experimentieraufbaus

2.2 Knochenersatzmaterialien

Die nachfolgenden Knochenersatzmaterialien wurden im Rahmen des Sonderforschungsbe-
reichs/Transregio 79 von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. rer. nat. Michael Gelinsky (Zentrum
fiir Translationale Knochen-, Gelenk- und Weichgewebeforschung Universitdtsklinikum Carl
Gustav Carus und Medizinische Fakultdit der Technischen Universitdit Dresden) entwickelt.

Calciumphosphat-Zement (CPC)

Beim CPC handelt es sich um einen erstmals von Driessens et al. [1997] beschriebenen Calci-
umphosphat-Zement. Grundlage bildete ein Zement (InnoTere, Dresden, Deutschland)
mit 58% a-Tricalciumphosphat (a-Ca3(PO4)2), 24% Calciumhydrogenphosphat (CaHPOs),
8,5% Calciumcarbonat (CaCOs) sowie 8,5% Hydroxylapatit (Caio(PO4)s(OH)2). Direkt vor der
Implantation wurde das Pulver mit einem 4%-igen Phosphatpuffer (Na;HPO4) im Verhéltnis

von 0,4 ml/g von Hand vermischt.

Strontiumhaltiger Calcium-Phosphat-Zement (SrCPC)

Im Falle des SrCPC wurde, wie bereits von Schumacher et al. [2013] beschrieben, das Calci-
umcarbonat (CaCQOs3) durch Strontiumcarbonat (SrCOs3,99.994%, Alfa Aesar, Karlsruhe,
Deutschland) ersetzt, sodass das Verhéltnis St/Ca 0,123 betrug. Ebenfalls erfolgte die manuelle
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Herstellung einer Paste, mithilfe eines 4%-igen Phosphatpuffers (Na;HPO4) direkt vor der Im-

plantation. Dazu wurden Fliissigkeit und Pulver im Verhéltnis von 0,35ml/g gemischt.

Kompaktes Xerogel (B30)

B30 setzt sich aus 70% Silikat und 30% Kollagen zusammen. Dabei wurde die kollagendse
Komponente des Materials durch Dialyse (MWCO 12-14kDa, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
von bovinem Tropokollagen Typ 1 (GfN, Wald-Michelbach, Deutschland) in deionisier-
tem Wasser gewonnen. Die Fibrillenausbildung erfolgte in 30 mM neutraler Natriumphosphat-
Pufferlosung. Danach wurde das Material gefriergetrocknet (Christ Alpha 1-4 Labor-Gefrier-
trockner, Christ, Osterode, Deutschland) und in Resuspension mit 0,1M TrisHCL ph7,4 (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) gegeben bis eine homogene 30mg/ml Suspension entstand. Fiir
die Silkatkomponente wurde Tetraethoxysilane (TEOS, 99%, Sigma, Steinheim, Deutschland;
molares Verhéltnis TEOS/Wasser = %) fiir eine Stunde in saurem Milieu (0.01M HCI) hydro-
lysiert und danach im Kiihlschrank gekiihlt. Durch kréftiges Riihren wurden kalkulierte Volu-
mina der beiden Komponenten vermischt, bis das gewiinschte Verhiltnis von 70% Silikat zu

30% Kollagen erreicht wurde.

Xerogel mit makroporosem Geriist (ScB30).

Fiir das ScB30 wurde B30- Partikel <0,120mm verwendet. Diese wurden zu einer 30mg/ml
Kollagensuspension im Verhiltnis 1/1 gegeben. Danach wurde die Losung in eine zuvor ange-
fertigte Silikonform gegeben und mit 0,5K/min auf -20°C heruntergekiihlt (Espec SH-221 cli-
mate chamber, Osaka, Japan). Im Anschluss erfolgte die Gefriertrocknung (Christ Alpha 1-4
Labor-Gefriertrockner, Christ, Osterode, Deutschland). Die Kollagengeriiste wurden danach
quervernetzt durch Eintauchen in 1%- N-(3-Dimethylaminopropyl) -NO-Ethylcarbodiimid
(EDC)/N-Hydroxysuccinimid (NHS) (Sigma, Steinheim, Deutschland) und 40% Ethanol iiber
24h. Danach wurden die Scaffolds in deionisiertem Wasser gespiilt und erneut gefriergetrock-

net.

Strontiummodifiziertes Xerogel mit makroporosem Geriist (ScB30Sr20)

Die Herstellung des ScB30Sr20 erfolgte analog zur Herstellung von ScB30 jedoch wurde
das Xerogel in einer anderen Zusammensetzung hergestellt. Statt 70% Silikat enthélt es nur
50% Silikat und die unverdnderten 30% Kollagen. Hinzugekommen sind 20% Strontiumcarbo-

nat (SrCO3,99.994%, Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland).
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Im Anschluss an die Herstellung wurden alle Knochenersatzmaterialien vor der Implantation
gamma-sterilisiert mit 25kGy.

In der weiteren Auswertung werden CPC und SrCPC auch als (Knochen-)Zemente und B30,
ScB30 und ScB30Sr20 als Bioglas oder Xerogele bezeichnet.

2.3 Tiermodell
Fir die Studie wurden weibliche zehn Wochen alte Sprague Dawley [Crl:CD(SD)] Ratten

(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Bei der weiblichen Ratte ist es moglich mit-
hilfe einer beidseitigen Ovarektomie sowie einer speziellen defizitdren Didt verldsslich eine
Osteoporose zu erzeugen, die mit der humanen postmenopausalen Osteoporose vergleichbar ist
[Heiss et al 2012]. Das Versuchsvorhaben wurde beim zustindigen Regierungsprasidium Gie-
Ben vorgelegt und nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes in der aktuellen Fassung (Juli 2011)
genehmigt (Referenznummer: V 54 — 19 ¢ 20-15 (1) GI 20/28 Nr. 108/2011).

2.4 Ablauf

2.4.1 Osteoporoseinduktion

Da die Hauptursachen fiir Osteoporose beim Menschen die Menopause sowie eine calciumarme
Erndhrung darstellen [Bartl 2011], wurde bei den Versuchstieren eine bilaterale Ovarektomie
durchgefiihrt. Die Ratten erhielten eine intraperitoneale Injektion von Ketamin (62.5 mg/kg
Korpergewicht, Hostaket®, Hoechst, Wiesbaden, Deutschland) und Xylazin (7.5 mg/kg Kor-
pergewicht, Rompun®, Bayer, Leverkusen, Deutschland). Danach wurden iiber eine tiefe me-
diane Laparotomie die Ovarien prépariert und entfernt. Es wurde auf eine doppelte Ligatur der
ovariellen Gefde geachtet. Postoperative Schmerzen wurden gegebenenfalls durch Medika-
mente gestillt. Postoperativ wurde eine Knochendichtemessung mittels DXA (Lunar prodigy,
GE Healthcare, Solingen, Deutschland) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Femora sowie die
Wirbelsdule untersucht. Im Anschluss erhielten die Versuchstiere eine Calciumphosphat-, Vi-
tamin D3-, Soja- und phytodstrogenfreie Didt (10mm pellets, Altromin-C1034, Altromin Spe-
zialfutter GmbH, Lage, Deutschland). Nach 12 Wochen wurde eine erneute Knochendichte-

messung durchgefiihrt um den osteoporotischen Knochenstatus zu bestitigen.
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2.4.2 Chirurgische Intervention

Vorbereitend fiir die Operation wurden alle Tiere gewogen und in einer Narkosebox mit Sau-
erstoff (0,51/min; CONOXIA GO2X, Linde Healthcare, OberschleiBheim, Deutschland) und Is-
ofluran (4 vol. % zur Einleitung und 0.8-1 vol. % zur Erhaltung der Narkose; Isofluran -Baxter,
Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland) vollnarkotisiert. Zur Schmerzstillung erhielten die
Versuchstiere zusitzlich Piritramid (37 pg/kg/h; Dipidolor®, Janssen Pharmaceutica, Beerse,
Belgien) als intraperitoneale Injektion. Im Anschluss wurde das linke Hinterbein rasiert, aus-
giebig mit Braunol® (Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert und auf einer 37°C warmen
Heizplatte positioniert. Danach wurden die Tiere steril abgedeckt, wobei das linke Hinterbein
frei blieb. Lateralseitig des Oberschenkels wurde eine circa 4cm lange Hautinzision durchge-
fiihrt (Abb. 10A). Es erfolgte die Freipriaparation des Femurs zwischen Vastus lateralis und Bi-
zeps femoris (Abb. 10B). Eine T-formige Miniplatte (Leibinger® XS-miniplate, Stryker®,
Schonkirchen, Deutschland) mit 7 Lochern wurde manuell leicht gebogen und damit der Form
des Femurs angepasst (Abb. 10C). Die Fixation der Platte an das Femur erfolgte mithilfe von
drei 8mm langen Schrauben (Typ XS, Stryker, Freiburg, Deutschland) im distalen Bereich
der Femurkondylen sowie von vier 6mm langen Schrauben im proximalen Bereich des Schaf-
tes (Abb. 10D,E). Mit Hilfe einer oszillierenden Ultraschall-Knochensége Piezosur-
gery 3®, Ségeblatt T7S-3, Mectron, Koln, Deutschland) wurde ein keilformiger Defekt mit ei-
ner lateralen Lange von 4mm und einer medialen Lange von 0,35mm gesetzt (Abb. 10F). Das
Knochensegment wurde entfernt und die verschiedenen Knochenersatzmaterialien
(CPC, SrCPC, B30, ScB30, ScB30Sr20) eingebracht (Abb. 10H). Die Muskelfaszie wurde im
Anschluss mit resorbierbarem Nahtmaterial geschlossen. Die Haut wurde ebenfalls mit resor-

bierbarem Nahtmaterial sowie Klammernaht verschlossen (Abb. 101).
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Abbildung 10: Chirurgische Intervention zur Herstellung einer metaphysdren Osteotomie des linken
Femur. In Vollnarkose wurde eine mediale Inzision am linken Oberschenkel durchgefiihrt und das
Femur pripariert (A-C). Die T-formige Platte wurde mittels Schrauben fixiert (D, E). Danach setzen
eines keilformigen Defektes mit 4mm Lange und 0,35mm Breite an der medialen Seite des Femurs mit-
tels oszillierender Sige (F, G). Einbringen des Knochenersatzmaterials und anschliefender Verschluss

der Wunde durch Subkutannaht und Klammernaht (H,1).

2.4.3 Postoperative Versorgung

Direkt postoperativ erhielten die Versuchstiere die zweite Knochendichtemessung mittels DXA
(Lunar prodigy, GE Healthcare, Solingen, Deutschland) um die Osteoporose festzustellen. In
der Knochendichtemessung wurden das linke Femur mit Defekt, das rechte Femur sowie die
Wirbelsdule analysiert. Die Analyse wurde mithilfe des Kleintier-Modus der enCORE Sofft-
ware (GE Healthcare, v.13.40) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der DXA Messungen erfolgte
unter Beachtung der Qualitdtskontrolle und Kalibrierung im Protokoll des Herstellers.

Nach der Operation wurden die Tiere in einer warmen und gut kontrollierbaren Umgebung
gehalten bis sie wieder bei vollem Bewusstsein waren. Zur Sicherstellung, dass sich die Ver-
suchstiere nicht gegenseitig verletzen, wurden sie fiir 7 Tage in Einzelhaltung unterge-

bracht. Zur Schmerzlinderung erhielten die Tiere in diesem Zeitraum Temgesic® (0,02mg/KG
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/KGW) s.c. alle 12h. Danach erfolgte das Entfernen der Klammern und die Ratten wurden in
ihre urspriinglichen Gruppen in Typ IV Kéfigen mit erhohtem Deckel umgesiedelt. Téaglich
fanden Kontrollen des Verhaltens und Allgemeinbefindens der Tiere statt. Diese wurden von
Tierdrzten und Tierpflegern dokumentiert und beurteilt. Ebenfalls fand eine Kontrolle der Ope-
rationswunden sowie Bewegungsaktivitit und Korpergewicht statt. Im Vordergrund stand da-
bei die Belastung der operierten Extremitit um Komplikationen, wie beispielsweise Dislokati-

onen zu erkennen.

2.4.4 Euthanasie und Probengewinnung

6 Wochen nach Einbringung des Knochenersatzmaterials in das Femur der osteoporoti-
schen Versuchstiere, wurden die Ratten mittels schmerzfreier, schonender CO,-Narkose eutha-
nasiert. Im Anschluss erfolgten die Préparation und Entfernung der Femora. Den Knochen um-
gebendes Weichgewebe wurde abprépariert, ohne dabei das neu gebildete Knochengewebe zu
beschiadigen. Danach wurde die Platte samt Schrauben entfernt und die Verbindung des dista-
len mit dem proximalen Fragment iiberpriift. Der Knochen wurde als stabil eingestuft, wenn
keine Dislokation stattfand. Die Femora wurden zur weiteren Verarbeitung in 4% neutral ge-

puffertem Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) fixiert.

2.5 Probenaufarbeitung
Die Aufarbeitung der Proben, Einbettung in Technovit®, das Herstellen der Sum dicken Kno-
chenschnitte sowie die enzym- und immunhistochemischen Farbungen der Proben, erfolgten

im Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie an der Justus- Liebig- Universitit Giefen.

2.5.1 Protokoll der Technovit® 9100 Einbettung

Im Anschluss an die Fixation der Proben mittels 4% neutral gepuffertem Paraformaldehyd tiber
12 bis 48 Stunden wurden die gewonnenen Priparate in 0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer mit
einem pH- Wert von 7,2 bis 7,4 mehrfach gespiilt. Vor der Weiterverarbeitung erfolgte die Ab-
trennung des proximalen Femurs auf Hohe der distalen Metaphyse. Der distale Anteil des
Femurs wurde danach komplett in Technovit® eingebettet. Die Anpassung der Zeit zur Ent-
wisserung und Infiltration erfolgte individuell nach Probengrofe. Die Einbettung erfolgte in

verschiedenen Schritten geméf Protokoll (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Technovit® 9100 Einbettung: Zeitplan zur Dehydration und Infiltration

Schritt Losung Temperatur Dauer /Riit-
teln

1 70% Ethanol Raumtemperatur 2 Tage
2 80% Ethanol Raumtemperatur 3 Tage
3 96% Ethanol Raumtemperatur 2 Tage
4 100% Ethanol (1) Raumtemperatur 3 Tage
5 100% Ethanol (2) Raumtemperatur 3 Tage
6 100% Ethanol (3) Raumtemperatur 2 Tage
7 100% Ethanol (4) Raumtemperatur 3 Tage
8 100% p.A. Ethanol Raumtemperatur 3 Tage
9 Xylol (1) Raumtemperatur 12 Stunden
10 Xylol (2) Raumtemperatur 12 Stunden
11 Préinfiltration 1 Raumtemperatur 3 Tage
12 Préinfiltration 2 Raumtemperatur 2 Tage
13 Préinfiltration 3 +4°C 3 Tage
14 Infiltration +4°C 6 Tage
15 Polymerisation -4°C 2 Tage
16 Polymerisation +4°C 1 Tag
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Anfertigen der funktionsfahigen Komponenten:

1. Destabilisieren der Basislosung

Die Chromatographiesdule wird ~ 25-30g  AlOjs befiillt  und lang-
sam wird Technovit® 9100NEU Basislosung (Heraeus Kulzer GmbH,

Wehrheim, Deutschland) durchlaufen gelassen. Eine Saulenfiillung
reicht zur suffizienten Destabilisierung von 3-51 Basislosung. Die Lage-
rung fiir die laufende Verarbeitung sollte bei +4°C erfolgen. Fiir langere
Zeitspannen sollte die Losung zwischen -15°C und -20°C gelagert wer-

den.

2. Herstellung der Gebrauchslosungen

Préainfiltration 1:

Préinfiltration 2:

Prainfiltration 3:

Infiltration:

Polymerisation:

Stammlosung A:

Stammldsung B:

stabilisierte Basislosung und Xylol im Verhéltnis 1:1 mischen

500ml stabilisierte Basislosung und 2,5g Hérter 1 (Heraeus Kul-
zer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mischen

500ml destabilisierte Basislosung und 2,5g Hérter 1 mischen

500ml destabilisierte Basislosung mit 40g PMMA (Heraeus Kul-
zer GmbH, Wehrheim, Deutschland) und 1g Hérter 1 unter Verwen-
dung eines Magnetriihrers mischen

9 Volumenanteile Stammlosung A und 1 Volumenanteil Stammldsung
B

500ml destabilisierte Basislosung mit 80g PMMA und 3g Hérter 1 unter
Verwendung eines Magnetriihrers mischen

44ml destabilisierte Basislosung mit 4ml Hérter 2 (Heraeus Kul-
zer GmbH, Wehrheim, Deutschland) und 2ml Polymerisationsregler

(Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mischen

2.5.2 Herstellung der Knochenschnitte

Nach erfolgreicher Einbettung wurden die Technovit-Blocke zur Weiterverarbeitung in pas-

sende Grofen gesdgt. Danach wurden mithilfe eines Rotationsmikrotoms (Leica RM2155,

Deutschland) Sagittalschnitte des Defektbereiches mit einer Schnittdicke von Sum gewon-

nen. Um einen Verlust des Knochenersatzmaterials, oder eine Distorsion beim Schneidevor-

gang zu verhindern, wurde vor jedem Schnitt eine Kawamoto- Folie (Cryofilm type I C(9),

Section lab Co. Ltd. Japan) auf den eingespannten Schnittblock geklebt. Im Anschluss wurde
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die Folie samt aufliegendem Schnitt auf einen Glasobjekttrager tiberfithrt und mittels doppel-

seitigem Klebeband (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) fixiert.

2.6 Histologie

2.6.1 Standardfirbungen

2.6.1.1 MOVAT Pentachrom Firbung

Die Movat- Pentachrom Féarbung ist eine histochemische Farbung, bei der mehrere Farbstoffe
die gleichzeitige Darstellung verschiedener extrazelluldrer und intrazelluldrer Gewebskompo-
nenten erlaubt [Torzewski 2015]. Diese Pentachrom Férbung wurde erstmals 1955 von Henry
Zoltan Movat beschrieben [Movat 1955]. In den darauffolgenden Jahren wurde sie vielfach von
Anwendern weiterentwickelt. Sie ermoglicht die kontrastreiche Unterscheidung von verschie-
denen Hart- und Weichgewebskomponenten. Zellkerne werden schwarz bis graulich gefarbt,
Zytoplasma erscheint rot, Kollagen férbt sich hellgelb, kalzifizierter Knorpel ist griin, Oste-
oid rotlich und entsprechend mineralisierter Knochen dunkelgelb- orange. Dieser Fakt macht
die Farbung fiir die Studie {iberaus niitzlich, da hierdurch eine Darstellung des Materials, der

Inflammationszone und des neu gebildeten oder umgebauten Gewebes moglich wird.

Tabelle 2: Materialien fiir die Movat Pentachrom Fdrbung

Materialien

Alcianblau Losen von 1g 8GS (Chroma, Miinster, Deutsch-
land) in 99ml destilliertem H>O unter Zugabe von|

Iml Eisessigsédure

Weigert’s Eisenhdmatoxy-Mischen von Losung A und Losung B (Roth
lin GmbH, Karlsruhe, Deutschland) im Verhiltnis
1:1

Brilliant Crocein-Fuchsin [Mischen von Losung A und Losung B im Ver-
héltnis 5:1

Losung A:

0,1g Brilliant Crocein R (Chroma, Miins-
ter,Deutschland) in 99,5ml destilliertem H20 un-

ter Zugabe von 0,5 ml Eisessigséure
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Losung B:
0,1g Fuchsinsiure (Merck, Darmstadt, Deutsch-
land) in 99,5ml destilliertem H>O unter Zugabe

von 0,5 ml Eisessigsdure

PWS 5% Phosphorwolframsédure (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in destilliertem H,O
Alkalisches Ethanol 90ml 95% Ethanol und 10ml NH4OH

Saffron du Gatinais

Losen von  6g Saffron du Gatinais (Chroma,
Miinster, Deutschland) in 100ml 100% Etha-
nol und inkubieren bei 50°C fiir 48h

0,5% Essigsédure

Destilliertes H>O mit Eisessigsdure (Merck,

Darmstadt, Deutschland) mischen

Ethanol Ethanol 522 mit 1% Petrolather (Stockmeier Che-
mie, Bielefeld, Deutschland)

Xylol (Roth, Miinster, Deutschland)

Eukitt (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutsch-

land)

MEA  (2- Methoxyethyl-

acetat)

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Protokoll

l. Entplastinieren der Schnitte mittel MEA fiir 3x 5 Minuten und anschlieBende

Dehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe fiir jeweils 5 Minuten

A A AT S

Rehydrieren mit destilliertem Wasser fiir 2 x 5 Minuten
Férben in Alcianblau-Ldsung fiir 30 Minuten

Waschen der Préparate unter laufendem Wasser fiir 5 Minuten
Férben mit alkalischem Ethanol fiir 60 Minuten

Waschen der Schnitte unter laufendem Wasser fiir 5 Minuten
Spiilen mit destilliertem Wasser

Férben der Priparate in Weigert’s Eisenhdmatoxylin-Farbung fiir 14 Minuten

Spiilen mit destilliertem Wasser
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10. Waschen der Schnitte unter laufendem Wasser fiir 6 Minuten

11. Férben mit Brilliant Crocein-Fuchsin Losung fiir 6 Minuten
12. Einlegen der Préparate in 0,5% Essigsdure fiir 1 Minute

13. Entfarben des Kollagens mittels 5% PWS fiir 9 Minuten

14. Spiilung mit 0,5% Essigsédure fiir 2 Minuten

15. Einlegen der Schnitte in 100% Ethanol fiir 3x 2 Minuten
16. Férben der Priparate mit Saffron du Gatinais- Farbstoff

17. Dehydrierung in 100% Ethanol fiir 2 Minuten
18. Einlegen in Xylol fiir 2x 5 Minuten
19. Eindeckeln mit Eukitt und Deckglas

2.6.1.2 Silbernitratfirbung

Die Silbernitratfairbung wurde 1873 erstmals von Golgi beschrieben [Gosh 2020]. Diente sie
anfangs nur zum Anfédrben von neuronalen Geweben, so wurde die Anwendung der Farbung
vielfach weiterentwickelt, so dass sie heute zum Anférben von Osteozyten und deren Canali-
culi genutzt werden kann. Dabei werden die sauren Proteine der Knochenmatrix ange-
farbt [ El Khassawna et al 2017]. Im Anschluss kann zwischen spindelformigen, sphéri-
schen Osteozyten oder leeren Lakunen (im Verlauf auch Zellen mit leerer Lakuna genannt) un-

terschieden werden.

Tabelle 3: Materialien fiir die Silbernitratfirbung

Materialien

Losung A Losen von 0,5g low Bloom Gelatine (Sigma- Aldrich, St.
Louis, MA,USA) in 24,75ml bidestilliertem H>O und 2501
IAmeisensdure (Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land) und dabei Erwérmen auf 37°C

Losung B Herstellen einer 50% Silbernitratlosung durch Mischung von

destilliertem H2O mit Silbernitrat (Sigma- Aldrich, Taufkir-

chen, Deutschland)
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EDTA (Ethylendiamintetraes-

sigsdure)- Losung

Herstellen einer 20% EDTA Losung durch Mischen von Na-
EDTA (Roth, Miinster, Deutschland) mit destilliertem|
H>O unter Zugabe von Natronlauge bis ein pH von 7.4 er-

reicht ist

PBS (Phosphatgepufferte Salz-

Mischen von 8g NaCl (Sigma- Aldrich, Steinheim,

16sung) Deutschland) mit 0,2g KCI (Sigma- Aldrich, Steinheim,
Deutschland) und 1,42g Na HPO4 (Merck, Darmstadt,
Deutschland) bis pH von 7,4 erreicht ist und Auffiillen
mit destilliertem H>,O zu 1000ml

Ethanol Ethanol 522 mit 1% Petrolédther (Stockmeier Chemie, Biele-
feld, Deutschland)

INatriumthiosulfat (Roth, Miinster, Deutschland)

Xylol (Roth, Miinster, Deutschland)

Eukitt (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland)

MEA (2- Methoxyethylacetat)

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Protokoll
1. Entplastinieren der Schnitte mittel MEA fiir 3x 5 Minuten
2. Entkalken in EDTA Ldsung fiir einen Tag
3. Waschen in PBS
4. Dehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe fiir jeweils 5 Minuten
5. Rehydrieren mit destilliertem Wasser fiir 2 x 5 Minuten
6. Losung A und Losung B im Verhéltnis 1:2 mischen, auf die Priparate geben
und 45Minuten einwirken lassen
7. Spiilen mit destilliertem Wasser fiir 5 Minuten
8. Einlegen der Schnitte in 5% Natriumthiosulfat fiir 10 Minuten
9. Spiilen mit destilliertem Wasser fiir 5 Minuten
10. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe fiir jeweils 5 Minuten
11. Einlegen in Xylol fiir 2x 5 Minuten

38



12. Eindeckeln mit Eukitt (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und
Deckglas

2.6.2. Immunhistochemische Firbungen

Bei den immunhistochemischen (IHC) Féarbungen erfolgt die histologische Lokalisierung und
Identifizierung eines Stoffes durch Antigen-Antikorper- Reaktion. An den Antikdrper ist ein
Farbstoff gekoppelt, welcher eine Farbreaktion hervorruft und damit die Antigene sichtbar
macht. Man unterscheidet dabei die direkte und indirekte Farbemethode. Bei der direkten Fér-
bemethode ist der Farbstoff an den Priméir- Antikorper gekoppelt. Bei der indirekten Farbeme-
thode bindet der Primér- Antikdrper an das nachzuweisende Antigen. Im Anschluss daran wird
ein markierter Sekundéir-Antikorper hinzugegeben, der an den Immunglobulinteil des Primér-
Antikorpers bindet. Hierdurch ldsst sich die Sensitivitdt steigern [Liillmann- Rauch 2012].

Fiir diese Studie  wurde das Avidin-biotin-peroxidase complex (ABC)- Sys-
tem (Vectastain Elite ABC KIT, Vector Laboratories, Burlingame, CA) als Vertreter der indi-
rekten IHC-Farbung verwendet. Der Sekundérantikdrper wird biotinyliert und bindet mithilfe
eines Biotin-Avidin-Enzymkomplexes an den Primdrantikdrper. Dabei bildet sich ein stabiles
Gittergeflecht aus, welches mithilfe eines Substrates zu Farbung sichtbar gemacht werden kann
[Hsu et al 1981]. Um zu verhindern, dass die Komplexe unspezifische Bindungen mit dem
Gewebe eingehen, wurden diese vorher blockiert. Im Anschluss erfolgte eine Gegenfarbung
mit Hamatoxylin. Ein Teil der immunhistochemischen Farbungen ist nicht osteozytenspezi-
fisch bzw. exprimieren auch andere Zellen diese Marker. Dies sind zum Beispiel Osteoblasten.
Um Sicherzustellen, dass lediglich positiv markierte Osteozyten in der histomorphometrischen
Auswertung berticksichtig werden, wurde die Lage bei darauffolgenden Silbernitrat-gefarbten

Schnitten bestétigt.

Tabelle 4: Materialien fiir die immunhistochemische ABC- Fdrbung

Materialien

TBS Mischen von 60,57g TRIS PUFFERAN (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) mit 87,66g NaCl (Sigma- Aldrich, Stein-
heim,Deutschland) unter Zugabe von 25% HCIl (Merck,
Darmstadt, Deutschland) bis pH von 7,4 erreicht ist und
IAuffiillen mit destilliertem H>O zu 1000ml
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Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Tris- Waschpuffer Mischen von 100ml TBS und 0.025g Triton X-100 unter
Zugabe von 900ml destilliertem H>O

MEA (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol Ethanol 522 mit 1% Petroldther (Stockmeier Chemie,
Bielefeld, Deutschland)

P AP-Stift (Science Services GmbH, Miinchen, Deutschland)

'Vectastain ELITE ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)

Xylol (Roth, Miinster, Deutschland)

DePex (Serva, Heidelberg, Deutschland)

Nova Red Substratkit fiir Peroxidase, (Vector Laboratories, Burlin-

igame, CA, USA)

Biotinylierter Sekundérantikorper [Ziege Anti Kaninchen, 1:500 (DAKO, Glostrup, Dane-

mark)
Verdiinnungspuffer (Dako Antibody Diluent with Background Reducing
Components, Glostrup, Ddnemark)
Primérantikorper Vgl. Kapitel 2.6.2.1- 2.6.2.6
Protokoll:
l. Entplastinieren der Schnitte in MEA fiir 3x 5 Minuten
2. Rehydrieren in absteigender Ethanol-Reihe fiir jeweils 5 Minuten
3. Spiilen mit Waschpuffer fiir 3x 5 Minuten
4. Trocknen der Priaparate und Umranden der Schnitte mit PAP- Stift
5. Hinzugeben der Primérantikdrper im getesteten Verdiinnungsverhiltnis mit

Verdiinnungspuffer fiir 12 Stunden in einer 4°C Feuchtkammer

6. Vorsichtiges Entfernen der Antikorperldsung mittels Pipette und Abspiilen mit
Waschpuffer

7. Spiilen mit Waschpuffer fiir 3x 5 Minuten

8. Inkubieren mit biotinyliertem Sekundirantikoérper fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur
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9. Spiilen mit Waschpuffer fiir 2x 5 Minuten

10.  Inkubieren mit Vectastain ELITE ABC fiir 30 Minuten in Feuchtkammer

11.  2x Spiilen mit Waschpuffer

12. Spiilen in destilliertem H>O fiir 5 Minuten

13.  Férben mit Nova Red fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur

14.  Spiilen in bidestilliertem H>O fiir 5 Minuten gefolgt von Spiilen in destilliertem
H>O fiir 2x 5 Minuten

15.  Gegenfiarbung mit Hamatoxylin fiir 5 Sekunden bei Raumtemperatur
16.  Spiilen unter flieBendem Wasser fiir 10 Minuten
17.  Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe fiir jeweils 5 Minuten

18. Einlegen in Xylol fiir 2x 5 Minuten
19. Eindeckeln mit DePex und Deckglas

2.6.2.1 Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2)

Bone morphogenetic protein wurde 1965 zum ersten Mal nachgewiesen als Protein, welches
Knochenbildung induziert [Urist et al 1965]. BMP-2 gehort neben circa 20 weiteren BMPs zur
Superfamilie der Transforming growth factor- beta (TGF-beta) Wachstumsfaktoren [Woz-
ney et al 1992]. BMPs spielen eine zentrale Rolle bei der Osteogenese und dem Knochenum-
bau. Die Wirkungsweise erklirt sich iiber den TGF-f Signalweg [Harland 1994] sowie iiber
den Hedgehog Signalweg [Yoshino et al 2016] und direkte Zytokin- Zytokin Interaktion [van
der Kraan et al 2015]. Cheng et al konnten 2003 nachweisen, dass BMP-2 zu einem der poten-
testen Vertreter der Familie der BMPs gehort. Aus diesem Grund wurde dieser Marker fiir diese
Studie ausgewihlt, um Osteoinduktivitdt zu erfassen. Die Schnitte wurden mit BMP-2 Pri-
méirantikorper (Acris AP20597PU-N, Herford, Deutschland) in einer Verdiinnung von 1:200

mit Antikorper-Verdiinnungspuffer versetzt.

2.6.2.2 Osteoprotegerin (OPG)

Osteoprotegerin (OPG) oder auch Osteoklastogenese inhibierender Faktor (OCIF) ist ein Zyto-
kinrezeptor aus der TNF —Rezeptorfamilie. OPG ist eine 16sliche Rezeptorattrappe fiir
RANKL, den aktivierenden Liganden des RANK. Damit spielt es eine wichtige Rolle im Kno-
chenstoffwechsel, da OPG die Reifung von Vorlduferzellen zu reifen Osteoklasten inhibie-

ren kann [Clem et al. 2008]. Fiir diese Studie wurde OPG im Verhéltnis zu RANKL untersucht,
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um festzustellen, ob knochenaufbauende/nicht-knochenabbauende Prozesse die knochenabbau-
enden iiberwiegen. Dazu wurde ein OPG-Primérantikdrper (Kaninchen Anti-OPG Polyklona-
ler Antikorper, Abbiotec, San Diego, CA, USA) in einer 1:300 Verdiinnung mit Verdiinnungs-
puffer inkubiert.

2.6.2.3 Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)

Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) oder auch Osteoklasten diffe-
renzierender Faktor (ODF) ist ein Membranprotein der TNF-Rezeptorfamilie. RANKL beein-
flusst das Immunsystem und kontrolliert die Knochenregeneration und den Knochenabbau. Da-
bei hat er Einfluss auf die Regulation der Apoptose von Zellen [Hanada 2011]. Das von haupt-
sachlich Osteoblasten gebildete  Protein  aktiviert den Receptor activator of nuclear fac-
tor kappa-B (RANK), welcher membranstdndig an Osteoklasten gebunden ist. Dadurch kommt
es zur Steigerung der Osteoklastenaktivitit und des Knochenabbaus. In dieser Studie sollte das
Verhiltnis von OPG zu RANKL untersucht werden. Hierfiir wurden die Schnitte mit 0,6 pg/ml
RANKL-Primérantikérper  (Polyklonaler Antikdrper CD254/RANKL-Aff-Purified ,Acris,
Herford, Deutschland) versetzt.

2.6.2.4 Dickkopf related protein 1 (DKK1)

Das Dickkopf related protein 1 (DKK1) ist ein Glykoprotein, welches eine antagonistische
Funktion auf den Wnt/f-catenin Signalweg im Knochen hat. Im Knochenstoffwechsel wird
DKK1 von Osteoblasten und  hauptsidchlich  von Osteozyten sezerniert [Paic et al.
2009]. DKKI1 inhibiert die Wnt- Corezeptoren LRP 5 und 6. Weiterhin hat DKK1 eine hohe
Affinitdt fiir die Transmembranproteine Kremenl und 2, welche ebenfalls den Wnt Signalweg
modulieren [Niehrs 2006]. Der Wnt-Signalweg nimmt Einfluss auf die Osteoblastenmatura-
tion sowie auf das Uberleben von Osteoblasten und Osteozyten, wihrend gleichzeitig die Os-
teoklastogenese unterdriickt wird [Plotkinet al. 2016]. Die Prdparate wurden mit
0,5 pg/ml DKK1-Primdrantikorper (Schaf Anti DKKI1 Polyklonaler Antikdrper, Abcam,
Cambridge, England) inkubiert.

2.6.2.5 Matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE)

Matrix extracellular phosphoglycoprotein oder Osteoblasten/Osteozyten Faktor 45 ist ein Pro-
tein, welches durch das MEPE- Gen kodiert wird [Rowe et al. 2000]. MEPE wird hauptsichlich
von Osteozyten exprimiert [Agiro et al 2001]. Eine enzymatische Degradation von MEPE er-

zeugt ein acidic serine aspartate-rich MEPE(ASARM)- assoziiertes Peptid, welches die Kno-
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chenmineralisation inhibiert [Rowe et al 2012]. Als Marker fiir inhibierte Knochenmineralisa-
tion wurde MEPE fiir diese Studie ausgewidhlt. Die Farbung der Schnitte er-
folgte mit MEPE Primérantikorper (Sigma- Aldrich, St. Louis, MA, USA) in einer Verdiinnung
von 1:150 mit Antikorper-Verdiinnungspuffer.

2.6.2.6 Sklerostin (SOST)

Sklerostin ist ein sekretorisches Glykoprotein, welches durch das SOST- Gen kodiert wird. Es
wird hauptsichlich von reifen Osteozyten gebildet. Sklerostin bindet an die LRP 5/6 Rezepto-
ren des Wnt-Signalwegs und antagonisiert diesen dadurch. Weiterhin bindet Sklerostin an
LRP4, welches fiir die inhibitorische Wirkung am Wnt/B-catenin Signalweg sorgt. Mangelnde
SOST-Expression oder Sekretion von Sklerostin sorgt beim Menschen fiir Sklerosteose, einer
Hyperplasie der R6hrenknochen und des Schédels, welche mit erhéhter Knochenmasse einher-
geht. Eine Uberexpression von Sklerostin fiihrt hingegen zu einer verminderten Knochenmasse
[Plotkin et al. 2016]. Daher ist die Sklerostinaktivitit ein Marker fiir Knochenumbau. Die Pra-
parate wurden mit Sklerostin-Primérantikdrper (Kaninchen Anti-Sklerostin Polyklonaler An-
tikorper, Abcam, Cambridge, England) in einer 1:1000 Verdiinnung mit Verdiinnungspuffer

inkubiert.

2.7 Histomorphometrie

Nach dem Firben erfolgte die Dokumentation der Ergebnisse mittels Leica Mikroskop (Leica
DMS5500 Fotomikroskop, ausgestattet mit einer DFC7000 Kamera, LASX Software Version
3.0; Leica Microsystem Ltd., Wetzlar, Deutschland). Die Firbungen wurden in Ubersichtsauf-
nahmen in 5x Vergrof3erung fotografiert. Fiir die exemplarische Dokumentation von Ausschnit-
ten wurden Bilder mit 100x VergroBerung in Olimmersion gemacht. Zur Auszihlung der Os-
teozyten sowie der immumbhistochemisch markierten Osteozyten wurden standardisiert Bilder
mit 20x Vergroferung aufgenommen. Danach erfolgte die histomorphometrische Auswertung
der Prédparate durch Auszihlen von positiv angeféirbten Zellen der jeweiligen Farbung im Be-
reich des ROI. Zellen die durch das Einbetten, Schneiden oder Farben zerstort wurden, wurden
nicht beriicksichtigt.

Fiir die Movat —Pentachrom Férbung erfolgte eine semi-automatische Auswertung mithilfe der
Bildbearbeitungssoftware ImageJ (ImageJ 1.45s, = Wayne Rasband, = National  Institu-
tes of Health, Bethesda, MD, USA), wobei das dunkelgelb- bis orangegefirbte Gewebe den
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ossifizierten Knochen reprisentiert. Das griin gefirbte Gewebe dagegen wurde als entminera-
lisiertes Gewebe gewertet. Die detaillierte Auflistung der Arbeitsschritte findet sich in Appen-
dix 1.

Region of interest (ROI)

Die Region of interest der Farbungen wurde so adaptiert, dass der Bereich vom Implantat-/Ge-
webeinterface abgebildet wird. Dazu zéhlt das eingebrachte Material sowie die initial zugefligte
keilféormige Defektregion (4mm lateralseitig und 0,35mm medialseitig des linken distalen
Femurs) um dort die Knochenneubildung und den Knochenumbau zu untersuchen.

Fiir die Movat- Pentachrom Féarbung war der direkte Implantat-/Gewebelibergang von beson-
derem Interesse, daher wurde die Region of Interest bei 250 Pixeln (100um) rund um das ein-

gebrachte Material festgelegt.

Abbildung 11: Festlegen des ROI entsprechend der chirurgisch zugefiigten keilformigen De-
fektregion (Mafistabsleiste = Imm). Bei der Movat-Pentachrom Férbung wurde das ROI bei
100um rund um das eingebrachte Material festgelegt (Mafstabsleiste = Imm).
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2.8 Statistik

Fiir die Analyse der aus den verschiedenen Farbungen gewonnenen Daten wurde in Koopera-
tion mit dem Institut fiir medizinische Informatik GieBen die Statistiksoftware SPSS (IBM
SPSS Statistics 26, IBM, Ehningen, Deutschland) verwendet. Im Histiogramm zeigte sich eine
Verschiebung der Werte, sodass um eine Normalverteilung zu erreichen, die gewonnen Daten
vor der statistischen Auswertung logarithmiert wurden. Danach zeigten sie sich im Histogramm

sowie im QQ-Plot normalverteilt.

Aufgrund der Datenerhebung erfolgte die Auswertung mit Hilfe eines gemischten Modells
(Mixed Model Analysis), bei der feste und zufiéllige Effekte modelliert werden. Dies ist not-
wendig, da im Datensatz wiederholte Messungen vorliegen. Hintergrund ist, dass durch die
Zéhlung von verschiedenen Items fiir das gleiche Individuum die Messungen nicht unabhingig
sind. Diese Beziehung der Werte untereinander wird durch die Angabe entsprechender Kova-
rianzmatrix (AR1) beriicksichtigt.

Fiir die Beurteilung der statistischen Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p<0.05 fest-
gelegt. Die Angabe der berechneten Werte erfolgt nach dem Schema [ Mittelwert + Standardab-

weichung; Minimum: Maximum)].
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Verlaufsbeobachtung

Die Anzahl der tiberlebenden Tiere fiir den kompletten Beobachtungszeitraum betrug fiir die
CPC-Gruppe 13 Tiere (86,6%), fir die StTCPC-Gruppe 15 Tiere (100%), fiir die B30-Gruppe
14 Tiere (93,3%), fiir die ScB30-Gruppe 12 Tiere (80%) und fiir die ScB30Sr20-Gruppe 13
Tiere (86,6%). Drei Tiere sind durch die Narkose verstorben. Zwei Versuchstiere starben direkt
oder kurz nach der Ovarektomie und drei Tiere starben direkt oder kurz nach der Femurosteo-
tomie mit Plattenosteosynthese. Insgesamt iiberlebten 67 von 75 Versuchstieren im kompletten
Beobachtungszeitraum (Abb. 12A).

Postmortal zeigten sich nach Entfernung des Weichgewebes stabile Verhiltnisse bei 74,6% der
Plattenosteosynthesen. Plattenbriiche konnten in fast allen Subgruppen beobachtet werden. In
der CPC-Gruppe waren sieben von 13 Platten gebrochen (53,8%). In der SrCPC- Gruppe hatten
vier von 15 Tieren einen Plattenbruch (26,7%). Ebenfalls fiinf von 14 Platten waren in der B30-
Gruppe gebrochen (35,7%). In der ScB30-Gruppe zeigte sich lediglich eine von 12 Platten ge-
brochen (8,3%) und in der ScB30Sr20-Gruppe waren alle 13 Platten intakt (0%) (Abb.12B).
Fiir die weitere Bearbeitung wurden lediglich Femora mit stabilen Verhéltnissen genutzt. Mak-
roskopisch waren die Implantationsstelle und der Defektbereich noch erkennbar. Die Implan-
tate selbst waren jedoch nur noch teilweise erkennbar (Abb. 13). In den Gruppen mit CPC und
SrCPC als Knochenersatzmaterial war das Implantatmaterial noch vorhanden. Dieser Umstand
wurde fiir die Analyse der Materialdegradation (vgl. Kap. 3.2.1) genutzt. Bei den Gruppen B30,
ScB30 sowie ScB30Sr20 kam es zu einem fast vollstindigen Abbau des Materials, so dass

makroskopisch kaum Riickstinde gefunden werden konnten.
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A Anzahl der Versuchstiere (n=75) B Plattenbriiche

CPC(n=13) SrCPC (n= 15) B30 (n=14)
mintakt ® gebrochen mintakt mgebrochen mintakt m gebrochen
ScB30 (n=12) ScB30Sr20 (n=13)

u (iberlebende (n=67)

u verstorben wahrend Narkose ( n=3)
u verstorben bei Ovarektomie (n=2) mintakt ® gebrochen m intakt

» verstoben wahrend Plattenosteosynthese (n=3)

Abbildung 12: Anzahl der Versuchstiere im Verlauf des Experiments (A) sowie Anzahl der in-
takten und gebrochenen Platten in den einzelnen Subgruppen (B)

B30 ScB30 ScB305r20

Abbildung 13: Implantatriickstinde (*) in den einzelnen Subgruppen. Movat-Pentachrom-F'r-
bung in fiinffacher Vergroferung (D= Diaphyse, S= beispielhaft fiir Schraubenkandle) mit
Mapstabsleiste 2mm.
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3.2 Histomorphometrie der Standardfarbungen

3.2.1 Implantatdegradation

Bei allen Gruppen fanden sich noch mikroskopische Materialreste, da jedoch die Anteile in den
Gruppen B30, ScB30 und ScB30Sr20 unerheblich gering waren, wurde zur Analyse des Ein-
flusses von Strontium auf die Abbaubarkeit des Materials CPC mit StCPC verglichen (Abb. 13
& 14). Es konnte gezeigt werden, dass sich im Bereich des ROI minimal weniger Restmaterial
von CPC befand im Gegensatz zu StCPC. Die histomorphometrische Auswertung ergab jedoch

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 14: Histomorphometrische Analyse der Implantatdegradation zwischen den Grup-
pen CPC und SrCPC in der MOVAT-Fdrbung. Im Mittel fand sich deutlich weniger CPC als
SrCPC, jedoch waren diese Unterschiede nicht signifikant (p=0,636).

3.2.2 Knochengewebe

Die histomorphometrische Auswertung der Fliche des Gesamtknochens (um?) im Bereich des
ROI zwischen den Gruppen zeigte eine mimimal kleinere Flache fiir CPC [ Mittelwert+ Stan-
dardabweichung] [ 117930,75+ 14953,674] im Vergleich zu SrCPC [ 118444,71+ 21666,003]
(Abb. 15). Diese Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (p= 0,289).
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Abbildung 15: Histomorphometrische Analyse des Gesamtknochengewebes im Bereich des
ROI zwischen den Gruppen CPC und SrCPC in der MOVAT-Fdrbung. Es zeigt sich deutlich
mehr Gesamtknochenfldche bei SrCPC im Vergleich zu CPC, jedoch sind die Unterschiede
nicht signifikant (p=0,289)

3.2.3 Neugebildetes Bindegewebe

Bei der histomorphometrischen Analyse der neugebildeten Bindegewebe im Bereich des ROI
konnten keine signifikanten Wechselwirkungen der Gewebe mit Strontium festgestellt werden
(p= 0,459), obwohl mit Hilfe von Strontium minimal mehr Knorpel gebildet wurde (Abb. 16)
Ebenfalls gab es keine signifikanten Unterschiede bei der alleinigen Betrachtung der beiden
Subgruppen CPC und SrCPC (p= 0,670). Es zeigten sich jedoch statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den einzelnen neugebildeten Geweben. So wurde deutlich mehr Osteoid [
Mittelwert+ Standardabweichung; Minimum: Maximum] [ 50210,27+ 6112,69; 35420: 57832]
im Vergleich zu Knorpel [ 986,63+ 619,40; 191: 2326] gebildet (p< 0,001), wéhrend sich eben-
falls Kollagengewebe [ 67060,90+ 15594,64; 44640: 96914] in den Versuchstieren im Ver-
gleich zu Knorpel signifikant mehr (p< 0,001) bildete. Einzig der Unterschied zwischen neu
gebildetem Osteoid und Kollagengewebe war nicht statistisch signifikant (p= 0,212). (Eine ge-
naue Aufschliisselung iiber die einzelnen Individuen sowie iiber die Darstellung der Fliche in

L’ findet sich in Appendix 2)
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Abbildung 16: Histomorphometrische Analyse der verschiedenen Bindegewebe im Bereich des
ROI zwischen den Gruppen CPC und SrCPC in der MOVAT-Fdrbung. Es zeigten sich signifi-
kante Unterschiede zwischen Osteoid und Knorpel (p<0,001) sowie zwischen Kollagengewebe
und Knorpel (p<0,001). Zwischen Osteoid und Kollagengewebe zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede (p=0,212). Obwohl unter Einfluss von Strontium minimal mehr Knorpel ge-
bildet wurde, hatte Strontium keinen signifikanten Einfluss auf die verschiedenen Gewebe

(p=0,459).

3.2.4 Osteozytenzihlung

Die statistische Auswertung der Anzahl der Osteozyten erfolgte iiber die Zdhlung der charak-
teristisch angefiarbten Osteozyten im Bereich des zuvor festgelegten ROI. Dabei wurden diese
3 Zustandsarten unterschieden: spindelformige Zellen, runde Zellen und Zellen mit leeren
Lakunen. Die Darstellung der Graphen zeigt die logarithmierten Mittelwerte, um eine Normal-
verteilung zu erreichen. Insgesamt zeigt sich fiir alle Gruppen ein relativ dhnlicher Verlauf,
beziiglich der Zustandsarten. Jede Gruppe enthélt am meisten spindelférmige Zellen, gefolgt
von den runden Zellen und Zellen mit leeren Lakunae. Einzig in den Gruppen CPC und
ScB30Sr20 fanden sich mehr leere Zelllakunae als runde Zellen (Abb. 17). Zu beobachten ist,
dass die Gesamtzellzahl von CPC, SrCPC und ScB30Sr20 auf einem dhnlich héheren Niveau
liegt im Vergleich zu B30 und ScB30. Dieser Unterschied stellt sich jedoch in der statistischen
Analyse als nicht signifikant dar (p=0,190). Beziiglich der Anzahl der verschiedenen Zustands-

arten und den einzelnen Gruppen lésst sich keine statistische Interaktion nachweisen (p=0,564).
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In der statistischen Analyse konnten allerdings signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Zustandsarten an sich festgestellt werden. Bei der genaueren Analyse der Daten zeigen sich
deutlich hohere Werte fiir spindelférmige Zellen [ 4,118+ 0,237; 3,628: 4,608], im Vergleich
zu runden Zellen [ 2,969+ 0,240; 2,474: 3,464] (p<0,001) und leeren Zelllakunae [ 2,655+
0,242; 2,156: 3,153] (p<0,001). Die Unterschiede zwischen runden Zellen und den leeren Zell-
lakunae waren nicht signifikant (p=0,148).
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Abbildung 17: Histomorphometrische Analyse der logarithmierten Anzahl der Osteozyten in
den 3 verschiedenen Zustandsarten im Bereich des ROI in der Silbernitratfirbung fiir jede
Gruppe (A: CPC, B: SrCPC, C: B30, D: ScB30, E: ScB30Sr20; A und B mit 20um Mafsstabs-
leiste, C-E mit 50um Maf3stabsleiste, Pfeile: Osteozyten). Es zeigten sich keine statistisch sig-
nifikanten Interaktionen zwischen den verschiedenen Zustandsarten und dem jeweiligen Mate-
rial (p=0,564). Ebenfalls keinen Unterschied ergab der isolierte Vergleich der einzelnen Grup-
pen (F) untereinander (p=0,190). Letztendlich konnten aber statistische Unterschiede in der
Anzahl der verschiedenen Zustandsarten festgestellt werden (p<0,001).
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In einer weiteren Analyse wurden die Strontium-gedopten Materialien mit den jeweiligen Kon-
trollgruppen CPC und Bioglas (B30, ScB30) verglichen (Abb. 18). Bezogen auf die mittlere
Anzahl der Zellen ist der Verlauf dhnlich wie in Abb. 17. Auf der Seite von CPC ist ein fast
kongruenter Verlauf der Graphen erkennbar, jedoch zeigen sich analog zu Abb. 17 weniger
leere Zelllakunae unter Anwesenheit von Strontium. In der Gruppe des Bioglas zeigten sich
multiple Unterschiede zwischen den Graphen. Zunéchst liegt die mittlere Anzahl fiir jede Zu-
standsart unter Einfluss von Strontium {iber denen ohne Strontium. Weiterhin kann ein Anstieg
der leeren Zelllakunae, iiber die Anzahl der runden Zellen, unter Einfluss von Strontium beo-
bachtet werden. In dieser Auswertung zeigten sich aber keine signifikanten Interaktionen zwi-
schen dem Strontiumgehalt und den einzelnen Gruppen (p= 0,094). Des Weiteren konnten
keine signifikanten Unterschiede innerhalb des Strontriumgehalts (p=0,230) und keine signifi-
kanten Verdanderungen im Vergleich von CPC mit Bioglas (p=0,301) nachgewiesen werden.
Lediglich die unterschiedlichen Zustandsarten untereinander zeigten wiederum signifikante

Unterschiede (p<0,001).
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Abbildung 18: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von Osteozyten in den 3
Zustandsarten im Vergleich von CPC (mit/ohne Strontium) sowie Bioglas (B30, ScB30,
ScB30Sr20, mit/ohne Strontium). Es ergeben sich keine signifikanten Interaktionen zwischen
den Gruppen und dem Strontiumgehalt (p=0,094). Ebenfalls nicht signifikant waren die Unter-
schiede im einfachen Vergleich des Strontiumgehaltes (p=0,230) sowie im Vergleich der Grup-
pen CPC und Bioglas (p=0,301). Letztendlich zeigten sich aber signifikante Unterschiede in
der Anzahl der verschienden Zustandsarten (p<0,001).
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3.3 Histomorphometrie der immunhistochemischen Fiarbungen

3.3.1 Matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE)

Wie bereits in Kap. 2.6.2.5 beschrieben, sorgt das von Osteozyten produzierte Glykoprotein,
mit seinem Signalweg, fiir eine Inhibition der Matrixmineralisation. Bei der Analyse der Daten
konnte gezeigt werden, dass es unter Einfluss von Strontium beim CPC zu einer deutlichen
Reduktion der MEPE-positiven Osteozyten kam (Abb. 19). Auf einem dhnlichen Level befin-
den sich ebenfalls B30 und ScB30. Lediglich bei ScB30Sr30 konnten im Vergleich zu den
beiden zuletzt genannten Gruppen mehr MEPE-positive Osteozyten nachgewiesen werden. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen stellen sich als statistisch signifikant dar
(p=0,015). Bei der genaueren Analyse der Daten konnte gezeigt werden, dass CPC [ 35+ 7,39]
gegeniiber B30 [ 2,667+ 4,62] (p=0,018), SrCPC [ 3%+ 11,01] (p=0,048) und ScB30 [ 3,25+
3,77] (p=0,016) signifikant ist. Beim Vergleich von CPC und ScB30Sr20 [ 10,8+ 6,83] kann

jedoch maximal von einer Tendenz ausgegangen werden (p=0,077).
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Abbildung 19: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von MEPE- positiven Os-
teozyten im Bereich des ROI. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen stellen sich
statistisch signifikant dar (p= 0,015). CPC enthdilt signifikant mehr MEPE-positive Osteozyten
vergleichen mit B30 (p=0,018), SrCPC (p=0,048) und ScB30 (p=0,016). Beim Vergleich mit
ScB30Sr20 kann von einer Tendenz gesprochen werden (p=0,077).
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In einer weiteren Analyse wurden erneut CPC jeweils mit und ohne Strontium und Bioglas
(B30, ScB30, ScB30Sr20) mit und ohne Strontium verglichen (Abb. 20C). Ohne Strontium
bestehen Unterschiede zwischen den beiden Materialgruppen. Unter dem Einfluss von Stron-
tium egalisieren sich diese Unterschiede und beide Materialgruppen gleichen sich an, wobei
der Wert von CPC noch unter dem von Bioglas liegt. Die statistische Analyse zeigt eine signi-
fikante Interaktion zwischen Strontiumgehalt und den Materialien (p=0,001). Ebenfalls signi-
fikant sind die Unterschiede zwischen den Materialgruppen untereinander(p=0,006) und dem
Strontiumgehalt an sich(p=0,037). Die genauere Untersuchung der Interaktionen ergibt jedoch
nur statistisch signifikante Werte fiir den Vergleich der beiden Materialien ohne Strontium (p=

0,001).
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Abbildung 20: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von MEPE- positiven Os-
teozyten (Pfeile) im Bereich des ROI (A: CPC, B: SrCPC mit 20um Mafistabsleiste). Die deut-
lichen Unterschiede zwischen den Materialgruppen ohne Strontium scheinen sich durch die
Anwesenheit von Strontium zu egalisieren(C). Bei der statistischen Analyse zeigt sich eine sig-
nifikante Interaktion zwischen Strontiumgehalt und Materialklasse (p=0,001). Ebenfalls signi-
fikant sind die Unterschiede zwischen den Materialgruppen (p=0,006) und dem Strontiumge-
halt (p=0,037).

3.3.2 Sklerostin (SOST)
Bei Sklerostin handelt es sich um ein von reifen Osteozyten sezerniertes Glykoprotein, welches

den Knochenumbau reguliert (vgl. Kap. 2.6.2.6) und durch das SOST-Gen kodiert wird. Bei

54



der Auswertung (Abb. 21) der Daten wurde ein Logarithmus verwendet um eine Normavertei-
lung zu erreichen. Es zeigte sich danach, dass CPC die meisten Sklerostin-positiven Zellen
aufweist [ 19+ 5,66]. Unter Anwesenheit von Strontium sinkt der Wert deutlich [ 8% 3,46].
Dennoch finden sich immer noch mehr positive Osteozyten als in den Bioglasgruppen. Vergli-
chen mit B30 [ 0,75+ 1,5] kommt es bei ScB30 [ 9,5+ 9,712] und ScB30Sr20 [ 4+ 5,96] zu
einem deutlichen Anstieg. Insgesamt sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

als statistisch signifikant (p= 0,049) anzusehen.
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Abbildung 21: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von Sklerostin- positiven
Osteozyten im Bereich des ROI. In der CPC-Gruppe finden sich die meisten positiven Zellen.
Durch die Anwesenheit von Strontium kommt es zu einer deutlichen Reduktion der Anzahl. Ver-
glichen mit B30 finden sich in den Gruppen ScB30 und ScB30Sr20 deutlich mehr SOST-positive
Osteozyten. Diese bleiben jedoch unter den Werten von CPC bzw. SrCPC. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen sind statistisch signifikant (p=0,049).

Bei der Analyse der Daten zeigen sich im Vergleich von CPC mit Bioglas, jeweils mit und ohne
Strontium, deutliche Unterschiede (Abb. 22C). Die Werte von CPC liegen auf einem hoheren
Niveau als bei Bioglas. Unter Anwesenheit von Strontium nihern sich diese aneinander an,
CPC verbleibt aber auf einem hoheren Niveau. Die Werte fiir Strontium-gedoptes Bioglas sind
geringfiigig kleiner als die ohne Strontium. Die statistische Analyse der Daten konnte keine
signifikante Interaktion zwischen Strontium und der Materialgruppe zeigen (p=0,576). Eben-

falls konnte kein relevanter Unterschied beim Strontiumgehalt an sich gezeigt werden
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(p=0,524). Es zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede zwischen Zement
[13,5+ 4,56] und Bioglas [ 4,75 + 5,72] (p=0,022).
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Abbildung 22: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von Sklerostin- positiven
Osteozyten im Bereich des ROIL Die deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Material-
gruppen wurden geringer unter der Anwesenheit von Strontium (A: CPC, B: SrCPC mit 20um
Mapstabsleiste). In beiden Gruppen reduziert sich die Anzahl der Sklerostin-positiven Zellen
unter Anwesenheit von Strontium(C). Es konnten keine signifikanten Interaktionen (p=0,576)

zwischen Material und Strontium oder Unterschiede im Strontiumgehalt (p=0,524) gezeigt
werden. Die Unterschiede zwischen beiden Materialgruppen sind jedoch signifikant (p=0,022).

3.3.3 Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2)

Beim Bone morphogenetic protein 2 handelt es sich um einen potenten Wachstumsfaktur (vgl.
Kap. 2.6.2.1), welcher unter anderem von Osteozyten sezerniert wird. Durch seine Wirkungs-
weise kommt es zur Induktion osteoanaboler Prozesse. Die Analyse der logarithmierten Daten
zeigt deutlich mehr BMP-2- positive Osteozyten in der CPC-Gruppe als in der B30 oder ScB30
Gruppe (Abb. 23). Durch den Zusatz von Strontium zeigen sich im Vergleich dazu deutlich
mehr BMP-2- positive Osteozyten. Beim direkten Vergleich der Werte liegt jedoch CPC
[ 26,25+ 13,33] iiber den Werten von SrCPC [ 19,83 + 10,26]. Die beschriebenen Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen sind nicht statistisch signifikant (p>0,1).
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Abbildung 23: Histomorphometrische Analyse der mittleren logarithmierten Anzahl von BMP-
2- positiven Osteozyten im Bereich des ROI Die strontiumhaltigen Gruppen SrCPC und
ScB30Sr20 enthalten mehr positive Zellen im Vergleich zu B30 und ScB30. Es zeigt sich aufier-
dem, dass CPC mehr positive Osteozyten enthdlt als SrCPC. Die Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen sind jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,197).

Analysiert man die Daten nach Strontiumgehalt und teilt sie in die Gruppen CPC (CPC, StCPC)
und Bioglas (B30, ScB30, ScB30Sr20), so kann gezeigt werden, dass analog zu Abb. 19, die
Anzahl an BMP-2-positiven Osteozyten unter Anwesenheit von Strontium geringer wird. In
der Bioglasgruppe kommt es hingegen zu einem deutlichen Anstieg der BMP-2- positiven Zel-
len durch den Einfluss von Strontium (Abb. 24C). Insgesamt ndhern sich beide Gruppen anei-
nander an, sobald sie Strontium enthalten. Statistisch konnten keine signifikanten Interaktionen
zwischen Material und Strontiumgehalt festgestellt werden (p=0,182). Ebenfalls nicht signifi-
kant waren die Unterschiede beim isolierten Vergleich des Strontiumgehaltes. Interessanter-
weise bestehen ohne Strontium zwischen den beiden Materialien signifikante Unterschiede

(p=0,041). Unter Anwesenheit von Strontium jedoch nicht mehr (p= 0,805).
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Abbildung 24: Histomorphometrische Analyse der logarithmierten mittleren Anzahl von BMP-
2- positiven Osteozyten (Pfeile) im Bereich des ROI (A: CPC, B: SrCPC mit 20um Ma/f3stabs-
leiste). CPC liegt auf einem deutlich hoheren Niveau als Bioglas ohne Strontium(C). Durch
Strontium ndhern sich beide Graphen aneinander an, so dass Bioglas deutlich mehr BMP-2-
positive Zellen aufweist, unter Anwesenheit von Strontium. Die Unterschiede beider Gruppen
ohne Strontium sind signifikant (p=0,041), wohingegen mit Strontium die Unterschiede egali-
siert werden (p= 0,805).

3.3.4 Dickkopf 1 (DKK1)

Dickkopf 1 ist ein Glykoprotein, welches inhibierenden Einfluss auf den Wnt/f-catenin Signal-
weg hat. Dadurch bewirkt DKK1 unter anderem eine Verminderung der Osteoblastendifferen-
zierung und fordert den Knochenabbau durch Osteoklasten. Die Analyse der logarithmierten
DKK1-positiven Osteozyten hat gezeigt, dass Gruppen ScB30Sr20, ScB30 und B30 auf einem
dhnlich niedrigen Niveau liegen (Abb. 25). Dagegen liegt StCPC bereits auf einem hdheren
Niveau. Verglichen mit den anderen Gruppen finden sich am meisten DKK 1-positive Osteozy-
ten in der CPC-Gruppe. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind nicht signifi-

kant (p= 0,986).
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Abbildung 25: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von DKKI- positiven Os-
teozyten im Bereich des ROI. Die Werte fiir ScB30Sr20, B30 und ScB30 liegen auf einem dhn-
lich niedrigen Niveau. Lediglich SrCPC und CPC heben sich davon ab. Insgesamt zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede (p=0,986).

Bezogen auf die Analyse der logarithmierten Daten zwischen CPC und Bioglas, zeigen sich
deutliche Unterschiede (Abb. 26C). Der Graph von CPC verlduft auf einem hoheren Niveau,
als der Graph von Bioglas. Unter Einfluss von Strontium kommt es in beiden Gruppen zur
Verminderung der Anzahl von DKK1- positiven Osteozyten. Die statistische Analyse konnte
keine signifikanten Interaktionen zwischen Strontiumgehalt und Material (p= 0,917) oder Un-
terschiede zwischen den Materialien (p= 0,595) zeigen. AuBBerdem konnten keine Unterschiede

zwischen dem Strontiumgehalt (p=0,828) festgestellt werden.
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Abbildung 26: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von DKKI- positiven Os-
teozyten im Bereich des ROI (A: CPC, B: SrCPC mit 20um Mapstabsleiste). Der Graph von
CPC liegt im Vergleich zu Bioglas auf einem deutlich héheren Niveau(C). In beiden Materia-
lien liefSen sich unter Anwesenheit von Strontium weniger DKK I -positive Osteozyten nachwei-

sen. Es konnten jedoch keine signifikanten Interaktionen (p=0,917) festgestellt werden.

3.3.5 Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)

Beim RANKL handelt es sich um ein hauptsidchlich von Osteoblasten, aber auch von Osteozy-
ten produziertes Membranprotein. Dieses ist von wichtiger Bedeutung bei der Aktivierung von
Osteoklasten. RANKL fiihrt somit zu einer Steigerung des Knochenabbaus. Die graphische
Auswertung der logarithmierten Daten bezogen auf RANKL-positive Osteozyten zeigt mehr
Osteozyten in den Gruppen von CPC und SrCPC, verglichen mit B30 oder ScB30 (Abb. 27).
Der Strontiumgehalt vermindert die Anzahl von positiven Osteozyten in der strontiumhaltigen
CPC-Gruppe. In der ScB30Sr20 lieBen sich im Vergleich zu allen anderen Gruppen die meisten
positiven Osteozyten nachweisen. Die Verdnderungen in den einzelnen Gruppen sind jedoch

nicht statistisch signifikant (p=0,313).
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Abbildung 27: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von RANKL- positiven Os-
teozyten im Bereich des ROI. CPC und SrCPC enthalten mehr positive Osteozyten als die Grup-
pen B30 und ScB30. ScB30Sr20 enthdlt verglichen mit allen anderen Gruppen am meisten po-
sitive Osteozyten. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen sind nicht signifikant

(p=0,313).

Vergleicht man die Gruppen CPC und Bioglas mit und ohne Strontium (Abb. 28C) kann gezeigt
werden, dass beide Graphen komplett entgegengesetzt verlaufen. CPC hat ohne Strontium deut-
lich mehr RANKL- positive Osteozyten im Vergleich zu Bioglas. Unter Anwesenheit von
Strontium sinkt dieser Wert deutlich, wihrend in der Bioglas -Gruppe hingegen dieser Wert
merklich ansteigt, so dass er unter Einfluss von Strontium liber dem Wert von CPC liegt. In der
statistischen Analyse konnten keine signifikanten Interaktionen zwischen Strontiumgehalt und
Material (p= 0,096), Unterschiede zwischen den Materialien (p= 0,789) oder Unterschiede im
Strontiumgehalt (p=0,291) festgestellt werden.
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Abbildung 28: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von RANKL- positiven Os-
teozyten (Pfeile) im Bereich des ROI (A: CPC, B: SrCPC mit 50um Mafsstabsleiste). Bei CPC
konnten ohne Strontium mehr positive Osteozyten nachgewiesen werden(C). Unter Einfluss von
Strontium kehren sich die Graphen jedoch um, so dass CPC mit Strontium weniger positive
Zellen enthdlt, als der Ausgangswert oder als Bioglas mit Strontium. Es konnten jedoch keine

signifikanten Interaktionen (p=0,096) festgestellt werden.

3.3.6 Osteoprotegerin (OPG)

Osteoprotegerin (OPG) ist eine 16sliche Rezeptorattrappe fiir RANKL, welche von Osteoblas-
ten und Osteozyten produziert und sezerniert wird. OPG hemmt den Knochenabbau, da die
Reifung von Vorlduferzellen zu reifen Osteoklasten inhibiert wird [Clem et al. 2008].

Beim graphischen Vergleich (Abb. 29) der logarithmierten Daten der Gruppen, fallen Analo-
gien zu RANKL (Abb. 27) auf. Es zeigen sich mehr OPG-positive Osteozyten in den Gruppen
von CPC und SrCPC, verglichen mit B30 oder ScB30. Der Strontiumgehalt vermindert die
Anzahl von positiven Osteozyten in der strontiumhaltigen CPC-Gruppe. ScB30Sr20 enthélt
zwar mehr positive Zellen als B30 und ScB30, bleibt aber unter dem Niveau von CPC und
SrCPC. Statistisch sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen mit p=0,041signifi-
kant. Eine Vergleichsanalyse der einzelnen Gruppen untereinander zeigte allerdings keine Sig-

nifikanz (Appendix 3).
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Abbildung 29: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von OPG- positiven Oste-
ozyten im Bereich des ROI. CPC und SrCPC liegen deutlich iiber dem Niveau von B30 und
ScB30. Unter dem Einfluss von Strontium kann bei CPC eine leichte Verminderung der OPG-
positiven Zellen beobachtet werden. ScB30Sr20 liegt zwar iiber dem Niveau von B30 und
ScB30, bleibt jedoch unter dem von CPC und Sr-CPC. Die Unterschiede zwischen den einzel-
nen Gruppen sind mit p=0,041 signifikant.

Stellt man die beiden Gruppen CPC und Bioglas grafisch dar, so erkennt man deutliche Unter-
schiede zwischen den Materialgruppen (Abb. 30C), da CPC signifikant mehr (p=0,017) OPG-
positive Osteozyten im Vergleich zu Bioglas aufweist. Durch die Anwesenheit von Strontium
kommt es zur deutlichen Anniherung der beiden Graphen durch ein leichtes Absinken von CPC
und einen deutlichen Anstieg des Graphen fiir Bioglas. Die Anndherung ergibt keine signifi-
kanten Unterschiede mehr (p=0,880). Es konnte keine statistisch relevante Interaktion zwischen
Material und Strontiumgehalt festgestellt werden (p=0,105). Ebenfalls ohne Signifikanz ist der
Unterschied im Strontiumgehalt (p=0,245). Die Unterschiede zwischen den beiden Materialien

weisen hingegen einen deutlichen Trend auf (p=0,070).
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Abbildung 30: Histomorphometrische Analyse der mittleren Anzahl von OPG- positiven Oste-
ozyten (Pfeile) im Bereich des ROI (A: CPC, B: SrCPC mit 50um Mafsstabsleiste). Zwischen
den beiden Gruppen (C) bestehen ohne Strontium signifikante Unterschiede (p=0,017), welche
sich jedoch unter Anwesenheit von Strontium egalisieren (p=0,880). Insgesamt kann von einem
Trend bei den Materialunterschieden (p=0,070) ausgegangen werden. Die Unterschiede beim
Strontiumgehalt stellen sich nicht signifikant dar (p=0,245).

3.3.7 RANKL/OPG- Quotient

Wie bereits in 2.3.5 und 2.3.6 beschrieben, haben RANKL und OPG antagonistische Funktio-
nen. RANKL sorgt fiir die Aktivierung und Reifung der Osteoklasten und fordert damit den
Knochenabbau, wiahrend OPG hingegen selbigen hemmt und damit den Knochenabbau ver-
mindert. Eine Analyse dieses Quotienten zeigt demnach, ob hemmende oder férdernde Ein-
fliisse fiir den Knochenabbau tiberwiegen. Wie in Abb. 31 grafisch dargestellt, liegen die Werte
fiir CPC und SrCPC deutlich unter den Werten von B30, ScB30 und ScB30Sr20, wobei sich
die letzteren 3 Gruppen sehr wenig voneinander unterscheiden. Insgesamt zeigen sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen allen Gruppen (p=0,104).
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Abbildung 31: Darstellung des Quotienten aus der histomorphometrische Analyse der mittle-
ren Anzahl von RANKL- positiven Osteozyten, geteilt durch die mittlere Anzahl von OPG-po-
sitiven Osteozyten im Bereich des ROI. CPC und SrCPC bleiben deutlich unter den Werten von
B30, ScB30 und ScB30Sr20, wobei die letzteren sich nahezu gleichen. Insgesamt sind die Un-
terschiede zwischen den einzelnen Gruppen nicht signifikant (p=0,104).

Teilt man fiir die Analyse der Daten die Gruppen in Zement und Bioglas, so zeigen sich signi-
fikante Unterschiede (p=0,009) zwischen den beiden Materialgruppen (Abb. 32). Bioglas liegt
deutlich tiber den Werten von Zement. Durch die Anwesenheit von Strontium kommt es zu
einem weiteren Divergieren der Graphen. Die Analyse von Interaktionen zwischen Material
und Strontiumgehalt zeigte keine signifikanten Unterschiede (p=0,621). Gleiches gilt fiir den
Strontiumgehalt an sich (p=0,972).
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Abbildung 32: Darstellung des logarithmierten Quotienten aus der histomorphometrische
Analyse der mittleren Anzahl von RANKL- positiven Osteozyten, geteilt durch die mittlere An-
zahl von OPG-positiven Osteozyten im Bereich des ROI Bioglas liegt auf einem deutlich ho-
heren Niveau als Zement. Durch die Anwesenheit von Strontium kommt es zu einem weiteren
Divergieren der Graphen, so dass sich signifikante Unterschiede zwischen beiden Materialien
ergeben (p= 0.009). Signifikante Interaktionen zwischen Material und Strontiumgehalt
(p=0,621) oder Unterschiede im Strontiumgehalt (p=0,972) konnten nicht nachgewiesen wer-

den.
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4. Diskussion

Durch den demografischen Wandel vervielfacht sich das Risiko fiir systemische Erkrankungen
des Skelettsystems bei dlteren Patienten deutlich. Eine signifikante Steigerung von Osteopo-
rose-Erkrankten ist die Folge [Héussler et al 2007]. Es konnte gezeigt werden, dass ein Grofteil
der Patienten im Laufe ihres Lebens eine Fraktur ohne adidquates Trauma entwickeln [BaB-
gen et al 2012]. Als Folge davon steht die moderne Medizin im klinischen Alltag vor neuen
Herausforderungen. Es gilt neue Therapieansitze fiir die Versorgung von hiufig komplexen
Knochendefekten zu entwickeln, welche nicht selten nur schlecht oder gar nicht heilen und mit
einem Substanzverlust einhergehen [Hollinger et al 2007]. Durch den Einsatz von innovativen
Knochenersatzmaterialien konnen diese Defekte gefiillt werden und das umgebende Knochen-
gewebe zur Heilung angeregt werden. Diese neuen Biomaterialien miissen jedoch zahlreiche
Voraussetzungen erfiillen, damit eine klinische Anwendbarkeit infrage kommt. Die in dieser
Arbeit verwendeten Knochenersatzmaterialien konnten bereits gute Ergebnisse in Bezug auf
Festigkeit, Resorbierbarkeit und Biokompatibilitét liefern [Quade et al 2017, Rohnke et al 2017,
Schumacher et al 2017, Heinemann et al 2011]. Neben der Funktion der Defektauftiillung
wurde in dieser Arbeit erstmalig der Einfluss der verschiedenen Knochenersatzmaterialien so-
wie der Einfluss des Strontiumgehaltes auf die Osteozyten untersucht.

Im Folgenden soll nun weiter ausgefiihrt werden, in wie fern die neuen Biomaterialien und die
Anwesenheit von Strontium, in der Umgebung von Osteozyten, Einfluss auf deren Stoffwech-
sel, Anzahl und Interaktionen mit anderen Zellen haben. Hierzu werden die Ergebnisse der

histomorphometrischen Auswertungen vergleichend diskutiert.

4.1 Ratte als Kleintiermodell

Der Einsatz von Versuchstieren fiir wissenschaftliche Arbeiten ist sehr kritisch zu diskutieren.
Bei der Planung von wissenschaftlichen Versuchen sollte immer dem ,,3R-Prinzip* von Russel
und Burch [1959] sorge getragen werden. Wenn moglich sollten Tierversuche im Allgemeinen
durch den Einsatz von Alternativmethoden vermieden werden (Replace). Aktuell gibt es jedoch
keine alternativen Modelle die den komplexen Vorgang der osteoporotischen Frakturheilung
im Ganzen abbilden konnen. Wenn Versuchstiere zum Einsatz kommen, sollte sich ihre Zahl

auf ein Minumum reduzieren (Reduce) und es sollte darauf geachtet werden, dass sie moglichst
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wenig Leid empfinden (Refine). Diese Mallnahmen miissen bei der Versuchsplanung Beriick-
sichtigung finden und werden durch strenge Regularien der zustidndigen Behorden und der
Ethikkomission kontrolliert.

In den letzten Jahren riickten zunehmend Kleintiere in den Mittelpunkt von Studien zur Frak-
turheilung [Histing et al 2011]. Wie Egermann et al [2005] herausgearbeitet hat, bieten kleine
Nagetiere, wie beispielsweise Ratten, eine Reihe von Vorteilen gegeniiber grofleren Versuchs-
tieren wie Schafen oder Kaninchen. Die Kosten fiir die Haltung der Tiere, der pflegerische
Aufwand und die Nahrungsmengen sind deutlich geringer. Zudem ermdglicht eine relativ kurze
Tragezeit der Ratte eine Anzucht von vielen Versuchstieren in kurzer Zeit. Ein weiterer Vorteil
in der spiteren Auswertung der Ergebnisse ist die Tatsache, dass zahlreiche monoklonale An-
tikorper fiir die Untersuchung diverser Faktoren existieren und bei bestimmten Fragestellungen
Knock-out-Ratten in relevanter Stiickzahl verfiigbar sind. Eine Limitation des Modells besteht
darin, dass Ratten einer intensiveren Kontrolle beziiglich der Abstammung, des Alters und des
Geschlechts bediirfen, damit standardisierte und definierte Studienbedingungen erreicht wer-
den. AuBBerdem ist die Knochenstruktur von Ratten primitiver als die von Menschen [Histing et
al 2011]. Nichtsdestotrotz ist die Knochenheilung von Ratten iiber Resorptionslakunen ver-
gleichbar mit dem Haverschen Knochenremodeling in groBeren Sdugetieren und Menschen
[Nunamaker 1998]. Insgesamt kann man in Versuchstieren wie Ratten die pathologischen Pro-
zesse, welche in Patienten ablaufen, sehr nah nachbilden. Daraus ergibt sich, dass Ratten ein
valides Werkzeug sind um den komplexen Prozess der Knochenheilung zu verstehen [McCann

et al 2007].

4.2 Klinische Relevanz des gewihlten Modells

Bei der tierexperimentellen Untersuchung der Knochenersatzmaterialien sollte bei der Planung
des Versuchsaufbaus, auf die angedachte klinische Nutzung des Materials geachtet werden. Die
in dieser Arbeit verwendeten Materialien sollen spéter Frakturdefekte von Patienten fiillen, zu-
sitzliche Stabilitit bieten und das Knochenremodelling anregen. Thompson et al [1995] emp-
fehlen dazu die Begutachtung der Effizienz und Sicherheit in zwei verschieden Spezies. Neben
einem Modell mit ovarektomierten Ratten sollten im Nachgang die Ergebnisse in einem Nicht-
Nagetier-Modell bestitigt werden.

Die in vivo — Testung von Knochenersatzmaterialien erfolgt hiufig in einfachen Bohrlochde-
fekten des Femurs [Theiss et al 2005]. Die Wahl des Femurs ist zwar aufgrund der schnellen

Reparaturfahigkeit sinnvoll [Mukherjee et al 2008], jedoch stellen Bohrlochdefekte keinen re-
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préasentativen Defekt beim Vorliegen einer osteoporotischen Fraktur dar [Alt al 2013]. Die Me-
taphyse der langen R6hrenknochen, beispielsweise des Femurs, ist von der Osteoporose deut-
lich betroffen und Frakturen erscheinen héufiger in diesen Bereichen [Riggs et al 1995]. Daher
liegt die Stérke des in dieser Arbeit verwendeten Modells, in der Moglichkeit, die Knochener-
satzmaterialien in einer klinisch relevanten Situation zu untersuchen [Alt et al 2013]. Weiterhin
konnte durch Heiss et al [2012] sowie Schlewitz et al [2013] gezeigt werden, dass durch eine
Ovarektomie und spezielle Diét, zuverldssig und reproduzierbar eine Osteoporose in den Ratten
erzeugt werden kann, welche die Osteoporose bei Patienten imitiert. Neben DXA-Messungen
konnte die erfolgreiche Induktion der Osteoporose ebenfalls in pCT- Analysen nachgewiesen
werden [El Khassawna et al 2015]. Die Materialien werden in einen Frakturdefekt der meta-
physédren Region appliziert. Die Versorgung erfolgt iiber eine T-formige Platte am distalen
Femur analog zur Versorgung humaner Frakturen in diesem Bereich. Thormann et al [2013]
konnten bereits zeigen, dass der 4mm keilformige Defekt als critical-size defect fiir diesen Ver-
suchsaufbau zu werten ist. Folglich konnen daraus gute Schliisse iiber die potentiell férdernden
Effekte der verschiedenen Knochenersatzmaterialien gezogen werden.

Im Rahmen des Versuchs kam es zu vereinzelten Plattenbriichen. Dies konnte als potenzieller
Nachteil fiir das Modell angesehen werden. Es zeigt aber eher die klinische Realitit, bei der es
ebenfalls immer wieder zu Materialbriichen, verzégerter Knochenbruchheilung oder gar Pseu-
darthrosen kommt [Giannoudis et al 2006]. Insgesamt konnte davon ausgegangen werden, dass
Strontium einen protektiven Effekt hat, da es unter Anwesenheit von Strontium lediglich zu

14,28% Plattenbriichen im Vergleich zu 33,33% ohne Strontium kam.

4.3 Biomaterialdegradation

Entscheidend fiir eine gute Wirksamkeit von zugesetzten Medikamenten oder Wirkstoffen in
Knochenersatzmaterialien ist die Degradationsfahigkeit, sowie die Dauer, welche vom jeweili-
gen Organismus fiir den Abbau des Materials bendtigt wird. Geschieht der Abbau zu schnell,
konnten unter Umsténden toxische Effekte an den Tag treten. Geschieht der Abbau hingegen
zu langsam, so kann eventuell kein Vorteil des zusetzten Wirkstoffs nachgewiesen werden.
Zusitzlich beeinflussen die Wirkstoffe selbst unter Umstidnden den Abbau, sodass dies eben-
falls beim Design des Werkstoffs bedacht werden muss. Faktoren, die den Abbau von Implan-
taten beeinflussen, sind beispielsweise die Zusammensetzung, die rdumliche Struktur der Ma-

terialien, die Oberfldche/ Beschichtung sowie die Porositét [Yildirimer 2016].
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Nach Implantation des Materials kommt es durch den Kontakt von kdrpereigenem Gewebe mit
dem Knochenersatzmaterial zu einer biologischen Antwort [Anderson 2007], welche er-
wiinschterweise in der Osteointegration endet. Dabei handelt es sich um einen immun-modu-
lierten, multifaktoriellen und komplexen Heilungsvorgang, in den zahlreiche Zellen und Medi-
atoren eingebunden sind. Es kommt unter anderem durch eine Komplementsystem-Aktivie-
rung und Oberfldchenprotein-Prasentation zum Aufbau einer Fibrinmatrix, gefolgt von der
Rekrutierung von Granulozyten, mesenchymalen Stammzellen und Makrophagen/Monozyten.
Diese sorgen mit einem dtzenden Mix aus Fliissigkeit, lonen und Proteinen fiir die Degradation
des Materials. Um andere Zellen dabei nicht zu schddigen erfolgt dieser Prozess abgeschlossen
von der direkten Umgebung. Die Immunzellen nehmen anschlieBend das Fremdmaterial auf
und Fusionieren zu sogenannten ,,foreign body giant cells* (FBGC). Zeitgleich beginnen Kno-
chenzellen mit der Synthese und dem Remodelling von Hydroxylapatit [Trindade et al 2014].
Schlussfolgernd aus diesem Sachverhalt ergibt sich fiir die Zusammensetzung und Biodegra-
dation des Knochenersatzmaterials, dass es aus korpereigenem oder dhnlichem Material beste-
hen sollte, um keine {iberschieende Immunantwort zu produzieren und auerdem so langsam
abgebaut werden sollte, dass es durch gesundes Gewebe ersetzt werden kann [Ray 2014]. Durch
die Optimierung der Materialdegradation kommt es zudem zu einer schnelleren klinischen Er-
holung der Patienten [Sethuraman et al. 2016].

Makroskopisch und mikroskopisch konnten in den Bioglas-Gruppen B30, ScB30 und
ScB30Sr20 nach 6 Wochen kaum Materialriickstinde beobachtet werden (vlg. Abb. 13), daher
erfolgte die Untersuchung des Einflusses von Strontium nur bei CPC und SrCPC. Ray et al.
[2016] konnten jedoch zeigen, dass B30 signifikant weniger abgebaut wurde, im Vergleich zu
den anderen beiden Gruppen. Zusitzlich zeigten sich in der B30-Gruppe Vakuolen, Detritus
und Schaumzellen.

Bei der Untersuchung der Materialdegradation zwischen CPC und SrCPC hatte Strontium eher
einen minimal negativen Einfluss auf die Abbaubarkeit des Materials. Ray [2014] beschreibt
dagegen einen minimal héheren Abbau von SrCPC, verglichen mit CPC. Daraus ergibt sich,
dass der Einfluss von Strontium auf die Abbaubarkeit von CPC eher gering ist, wohingegen
sich Strontium in anderen Materialien wie Bioglas positiv auswirken kann. Man kann daraus
die Schlussfolgerung aufstellen, dass es sich bei CPC nicht um die ideale Trigersubstanz fiir
die lokale Freisetzung von Strontium handelt. Weiterhin ergibt sich, dass das Design der Tri-
gersubstanz einen entscheidenderen Einfluss auf die Abbaubarkeit hat, als der Zusatz von

Strontium.
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4.4 Knochen- und Gewebebildung

Der Einfluss von Strontium auf die Knochen- und Gewebebildung wurde bereits in zahlreichen
Studien an verschiedenen Tiermodellen untersucht. Dabei wurden verschiedene Spezies sowie
ein unterschiedlicher Knochenstatus untersucht [Ibrahim et al 2018, Pelletier et al 2012, Boivin
1996]. Untersuchungen bei osteopenen Knochen [Malaise et al 2007] oder Ovarektomie-indu-
zierter Osteoporose [Bain 2009], sowie osteonekrotischer Knochen [Chen et al 2018] konnten
zeigen, dass es zu einem Anstieg der Knochenbildungs-Marker kommt. Parallel werden die
Marker fiir Knochenresorption supprimiert, was in der Konsequenz zu einer Zunahme des Kno-
chens flihrt. Der Durchmesser der langen Réhrenknochen wird gesteigert, die Knochendichte
nimmt in der DXA- Untersuchung zu und die Mikroarchitektur wird in der histomorphometri-
schen Untersuchung verbessert.

Die Knochendichtezunahme durch Strontium bzw. Strontiumranelat geht einher mit einer Re-
duktion des Frakturrisikos [Seeman 2006].

Diese Arbeit untersucht nun die Effekte von lokalem Strontium aus einem Knochenersatzma-
terial, bei traumatisch induzierten osteoporotischen Frakturen. Es lieB3 sich eine leichte Steige-
rung der Knochenformation durch Strontium nachweisen, welche nicht signifikant war. Alenzi
et al. [2019] erzielten dhnliche Ergebnisse bei ihrer Studie mit Strontiumranelat-beschichteten
Titanplatten. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und der Strontiumgruppe beziiglich der Knochen-Implantat-Kontaktfliche und der Gesamtkno-
chenfldache. Gleichwohl muss man die Vergleichbarkeit einschrianken, da lediglich die Platten
mit Wirkstoff (Strontium) beschichtet wurden und Strontium nicht in den Knochen eingebracht
wurde.

In dieser Arbeit konnte im Bereich des ROI signifikant mehr Osteoid und Knorpelgewebe nach-
gewiesen werden. Dies unterstiitzt die Tatsache, dass zum Zeitpunkt der Euthanasie die Kno-
chenheilung bereits relativ weit fortgeschritten war und sich ein harter Kallus aus Geflechtkno-
chen durch enchondrale Ossifikation entwickelt hat. Zusitzlich fiihrt eine stabile Frakturver-
sorgung mittels Plattenosteosynthese zu einem klaren klinischen Vorteil, denn in der Arbeit
von Estai et al [2011] kam es aufgrund von inaddquater Versorgung von osteoporotischen Frak-
turen mittels K-Draht eher zu einer verzogerten Knochenbruchheilung mit ldnger bestehendem,
weichem Kallus und damit verbundenen hohen Anteilen von Knorpelgewebe. Die Limitation
dieser Arbeit liegt darin, dass der Schwerpunkt der Auswertung auf den direkten Implantat-
/Gewebeiibergang gelegt wurde. Der tatsdchliche Defektbereich ist jedoch wesentlich grofer
(Abb.11), daher Bedarf es weiterer Untersuchungen mit einem ROI das den kompletten Frak-
turbereich abbildet.
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4.5 Freisetzung von Strontium

Die Freisetzung einer biologisch aktiven Dosis von Strontium aus dem Knochenersatzmaterial
ist notwendig, um eine erhohte Knochenformation in der Implantat-Interface-Region bzw. im
umgebenden Gewebe zu erreichen. Dies wurde bereits von Schumacher et al [2013] in vitro
belegt. Offermanns et al. [2016] und Andersen et al. [2013] konnten in ihren Studien mit Wistar
Ratten iiber die lokale Freisetzung von Strontium aus der Oberfliche von Titanimplantaten
nachweisen, dass durch Strontium eine Steigerung des Knochen-Implantat-Kontaktes und des
Implantat-umgebenden Knochengewebes erfolgte. Bereits 2009 konnte Ni et al. mittels TOF-
SIMS-Analyse und EDX die Freisetzung von Strontium aus Sr-haltigem Hydroxyapatitzement
in das umgebende Gewebe in vivo nachweisen. Ray et al. [2016] und Thormann et al. [2013]
konnten eine hohe Freisetzung von Strontium in der direkten Implantatumgebung von CPC
bzw. Bioglas bis zu einer Entfernung von 6mm zum Implantat nachweisen. Es ist anzunehmen,
dass das freigesetzte Strontium in den neu aufgebauten Knochen eingelagert wird [Ray 2014].
Es konnte jedoch noch nicht eindeutig geklart werden, ob im Verlauf das eingelagerte Stron-
tium durch Calcium ersetzt wird. Dariiber hinaus handelt es sich bei der TOF-SIMS- Analyse
um ein komplexes Modell, in dem einige Daten extrapoliert werden, was zu statistischen Feh-

lern fithren kann.

4.6 Osteozyten

Osteozyten sind langlebiger und bei weitem zahlreicher als die kurzlebigen Osteoblasten und
Osteoklasten. Eingemauert zwischen ihrem lakunér-kanalikulirem System und der minerali-
sierten Matrix, haben sie den idealen Platz um den Bedarf des Knochens an Regenerationspro-
zessen zu detektieren und zur choreographieren [Manolagas et al 2013].

Zwischen 2000 und 2020 wurde in zahlreichen Studien das Knochen-Remodeling auf zellulérer
Ebene untersucht. Der Fokus lag dabei hauptsidchlich auf dem Verhalten von Osteoblasten und
Osteoklasten, sowie deren Vorlduferzellen, wobei die Rolle der Osteozyten weitgehend unent-
deckt blieb [Graham et al 2013]. Dies gilt insbesondere fiir Erkrankungen wie Osteoporose oder
die Vorgédnge bei der Knochenbruchheilung. Wihrend die Osteoporose durch abnehmende
Knochendichte, Dicke der Kortikalis und des trabekuldren Knochens gekennzeichnet ist [See-
man 2013], zeigen sich auch Verdnderungen bezogen auf die Osteozyten. Es kommt zu einer
deutlichen Verringerung der Dichte von Osteozyten und osteozytidren Lakunae um 20-30%
[Mori et al 1997, Vashishth 2000]. AuBBerdem kommt es zum altersbedingten Schrumpfen der
Osteozyten um 15-20% des Zellkorpervolumens [Tiede-Lewis et al 2019], wobei Osteozyten

der weiblichen Studienteilnehmer scheinbar lediglich in ihrer Lakuna schrumpften, bei den
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ménnlichen Teilnehmern schrumpften jedoch der Zellkorper und die Lakuna der Osteozyten.
Ein weiterer Aspekt ist die Form der Osteozyten. Wéahrend gesunde junge Osteozyten eher eine
flache Spindelform aufweisen, weisen Osteozyten im osteoporotischen Knochen eher eine
sphirische Form auf [van Hoove et al 2009]. Neben der Abnahme der Lakunae und Osteozyten
sowie der Verdnderung der Form kommt es zur Reduktion der Canaliculi und der Dendriten
[Kobayashi et al 2015]. Untersuchungen der Anzahl von osteozytiren Canaliculi in den Femora
von élteren Frauen (75-95 Jahre) verglichen mit jiingeren Frauen (20-40 Jahre) ergaben 30%
weniger Canaliculi. Weiterhin verfligten die Canaliculi iiber weniger Verzweigungen und wa-
ren nicht in der Lage die Grenzen von Osteonen zu iiberschreiten [Milovanovic et al 2013]. Die
Apoptose von Osteozyten kann durch verschiedene Stimuli induziert bzw. gesteigert werden.
Dazu zédhlen neben Mikroverletzungen [Kennedy et al 2012] auch Immobilitit [Augirre et al
2006], Glucokortikoide [Kogianni et al 2013], Ostrogenmangel [Lirani-Galvao et al 2009] und
oxidativer Stress [Kobayashi et al 2015]. Diese Stimuli finden sich vor allem bei der (gluco-
kortikoidinduzierten-) Osteoporose. Es entsteht eine Abwiértsspirale durch die verminderte Os-
teozytenkonnektivitit und den gesteigerten Zelltod, die zu einer weiteren Reduktion von Oste-
ozyten fiihrt.

Ziel neuer Therapien ist daher die Osteozytenkonnektivitit zu fordern und zu erhalten sowie
die gesteigerte Apoptose zu verhindern. Es ist bekannt, dass Strontium die Osteoblastendiffe-
renzierung verbessert und es zur gesteigerten Expression von osteozytdren Markern kommt.
Bernhardt et al [2019] konnten in vitro zeigen, dass Strontium den Schrumpfungsprozess von
Osteozyten verhindern kann. Ein Einfluss auf die Morphologie wurde hingegen nicht ausgeiibt.
Diese Arbeit konnte bei der histomorphometrischen Auswertung der Osteozyten die Daten vor-
rangegangener Studien in vivo bestétigen. Es zeigt sich in allen Gruppen ein relativ hoher Anteil
von Osteozyten mit leeren Lakunae sowie sphirischen Osteozyten (Abb. 17,18). Dies bestitigt
die Studien von Meakin et al [2014], die von 32-34% leeren Lakunae im osteoporotischen Kno-
chen sprechen sowie von El Khassawna et al [2015]. Daher ist dies als weiterer Beweis fiir die
erfolgreiche Induktion einer Osteoporose in den Ratten anzusehen. Tiede-Lewis [2019] merkt
dazu jedoch kritisch an, dass ein Teil durch den Schrumpfungsprozess bei der Einbettung be-
dingt sein kann.

In dieser Arbeit waren am signifkant hdufigsten in allen Gruppen spindelformige und damit
vitale Osteozyten zu finden (Abb. 17,18). Dies steht im Einklang mit der zum Zeitpunkt der
Euthanasie fortgeschrittenen Knochenbruchheilung mit Ausbildung von Geflechtknochen (har-
ter Kallus).
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Der Einfluss von Strontium auf die Anzahl der Osteozyten scheint sich eher gering auszuwir-
ken. Dies ldsst zumindest die Betrachtung der Graphen von CPC und Sr-CPC annehmen (Abb.
18). Wie aber bereits erwdhnt, kommt es bei CPC aufgrund der Beschaffenheit des Knochen-
ersatzmaterials zu einem deutlich langsameren Abbau des Materials und damit zur Freisetzung
von Strontium ins umliegende Gewebe. Bei der Betrachtung der Bioglasgruppen sind die Un-
terschiede groBer. Es finden sich insgesamt mehr Zellen aller Formen, wobei es eine deutliche
Steigerung der spindelférmigen Osteozyten durch Strontium gibt (Abb. 18). Dies ldsst auf eine
Steigerung der Knochenformation schlieBen, welche bereits hinreichend belegt ist [Marx et al
2020]. Die ebenfalls vorhandene Steigerung der Anzahl von runden Zellen bzw. leeren Zell-
lakuna ist kritisch zu diskutieren. Ursédchlich hierfiir konnten Umbauvorgénge im Zuge des
Knochenremodelings sein oder Zeichen einer Instabilitit und den damit verbundenen Mikro-
verletzungen des Knochens, aufgrund des zu schnellen Abbaus des Knochenersatzmaterials.
Weiterhin wire es denkbar, dass Strontium dhnlich wie bei Osteoklasten iiber den Calcium-
Sensor Einfluss auf die Apoptose nimmt [Hurtel- Lemaire et al 2008]. Insgesamt ist die Stu-
dienlage beziiglich des Einflusses von Strontium auf Osteozyten schlecht und es bedarf weiterer
Untersuchungen, um diese Thesen zu iiberpriifen. Hinsichtlich der Auswertung der Osteozyten
im Bereich des ROI muss die Aussagekraft kritisch diskutiert werden, da die ROI anhand des
klinischen Defektes festgelegt wurde. Dieses Verfahren ist zwar als etabliert anzusehen [Ray
2014, Ray et al 2016, Thormann et al 2013], da die Defekte annéhernd gleich grof3 waren, eine
Auswertung normalisierter Osteozyten pro mm? Knochenfliche erfolgte jedoch nicht. Hier
konnten auch neue Einbettungstechniken und vollautomatisierte Auswertungsmethoden ent-
scheidend sein, um eine genauere Auswertung der Osteozyten mit ihren Lakunae sowie der

Dendriten zu ermdglichen.

4.7 Marker der Knochenformation

Die Wirkung von Strontium auf Osteoblasten und Osteoklasten wurde in Studien bereits viel-
fach untersucht. /n vitro- Studien zeigen, dass Strontium die Osteoblastenfunktion stimuliert
und die Osteoklasten-Funktion inhibiert [Marx et al 2020]. In in vivo- Studien mit Miusen
wurde nachgewiesen, dass Strontium einen positiven Effekt auf die Proliferation, Differenzie-
rung und Mineralisation von Osteoblasten hat [Takaoka et al 2010]. Hintergrund ist unter an-
derem die Aktivierung des Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) durch Strontium auf der Ober-
fliche von Osteoblasten [Chattopadhyay et al 2007]. Weiterhin fiihrt Strontium zu einem deut-
lichen Anstieg des osteogenen Wachstumsfaktors BMP 2 [Quade et al 2020]. In der immuno-
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logischen Farbung konnte zwischen CPC und Bioglas ohne Strontium ein signifikanter Unter-
schied nachgewiesen werden (Abb. 23). Durch den Zusatz von Strontium kam es besonders bei
Bioglas zu einem deutlichen Anstieg. Damit kann belegt werden, dass sich Strontium ebenfalls
positiv auf die Sekretion von BMP2 aus Osteozyten auswirkt. Der fehlende Anstieg in der CPC-
Gruppe konnte durch den protrahierten Abbau des Materials bedingt sein.

Weiterhin greift Strontium in den Wnt/f-catenin Signalweg ein [Yang et al 2010]. Normaler-
weise inhibiert Dkk1 die Chondrogenese sowie die Osteogenese und verhindert damit die en-
chondrale Knochenbildung [Chen et al 2007]. In vitro- Studien konnten keinen Einfluss von
Strontium auf die Expression von Dkk1 zeigen [Nardone et al 2015]. Dem gegeniiber steht eine
Arbeit von Foger-Samwald [2016], in welcher Patienten mit osteoporotischem Knochenstatus
Strontium-Ranelat p.o. erhalten haben. Es konnten verminderte Serumwerte fiir Dkk1 und Skle-
rostin im Vergleich zur Placebogruppe nachgewiesen werden. Gleiches zeigen die Daten dieser
Arbeit. Unter dem Einfluss von Strontium kommt es zur Reduktion der Dkk1-positiven Zellen
(Abb. 26).

Ebenfalls inhibierenden Einfluss auf den Wnt/f-catenin Signalweg hat Sklerostin und sorgt da-
mit fiir eine verminderte Mineralisation. Es kommt zu einer Hemmung der Osteoblastendiffe-
renzierung. Gleichzeitig werden Osteozyten angeregt, vermehrt RANKL zu sezernieren
[Wijenayaka et al 2011]. Sklerostin wird von Osteozyten ausgeschiittet, um den Knochenum-
bau beispielsweise bei fehlender Belastung oder Ostrogenmangel zu regulieren [Suen 2016]. In
vitro fithrt Strontium zu einer deutlichen Reduktion von SOST-positiven ,,osteocyte-like*- Os-
teoblasten [Rybchyn et al 2011]. /n vivo konnten durch Geng et al [2018] bei Méusen dhnliche
Ergebnisse erzielt werden. Auch im Fall von CPC und Bioglas konnte in dieser Arbeit eine
Reduktion von SOST-positiven Osteozyten erreicht werden (Abb. 22).

Ein weiterer, regulierender Marker fiir die Matrixmineralisation ist das, von Osteozyten produ-
zierte MEPE [Agiro et al 2001]. Lu et al [2004] konnten in ihrer Studie mit Madusen den Einfluss
von MEPE auf die Knochenbruchheilung von langen Réhrenknochen nachweisen. Erstmalig
wurde MEPE in der Frakturheilung sechs Tage nach der Fraktur nachgewiesen. 10-14 Tage
nach der Fraktur (in der Phase des harten Kallus) wurde MEPE von Osteozyten im Regenerat-
gewebe nachgewiesen. 28 Tage nach der Fraktur hielt die hohe Expression von MEPE aus den
Osteozyten im Regeneratknochen an. Klinisch ist der Serumgehalt von MEPE eng mit dem
Phosphathaushalt und dem PTH-Spiegel verbunden. Zusdtzlich kommt es mit zunehmendem
Alter und Abnahme der Knochendichte zu einer Abnahme des MEPE-Serumspiegels [Jain et
al 2004]. In dieser Arbeit zeigt sich ein signifikant hoherer MEPE-Gehalt in den CPC-Gruppen
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verglichen mit den Bioglas-Gruppen (Abb. 20). Es ist daher anzunehmen, dass die Knochen-
bruchheilung zum Zeitpunkt der Euthanasie im Bioglas weiter vorangeschritten war und sich
die MEPE-AKktivitit reduziert hat, wihrend sie bei CPC noch hoch ist. Durch den Zusatz von
Strontium kommt es dann zur signifikanten Reduktion von MEPE-positiven Osteozyten, wih-
rend das strontiumversetzte Bioglas dhnliche Werte wie reines Bioglas aufweist. Dies l4sst da-
rauf schlieBen, dass die Knochenbruchheilung durch den Zusatz von Strontium beschleunigt
wird. Zahlreiche Studien in den letzten Jahrzehnten konnten die entscheidende Rolle des
RANKL/OPG-System in der Knochenphysiologie belegen [Martin et al 2015]. RANKL ist
durch Bindung an den RANK -Rezeptor von Osteoklasten-Vorldufern essentiell fiir die Osteo-
klastogenese [Li et al 2000]. Dem gegeniiber steht die Rezeptoratrappe OPG, welche konstitu-
tiv von reifen Osteoblasten und Osteozyten sezerniert wird und die RANK/RANKL- Interak-
tion blockiert. Wéahrend eine vermehrte RANKL-Expression mit Knochenverlust, aufgrund von
mechanischer Entlastung und Calciummangel verbunden ist, ist die Bedeutung der Osteozyten
fiir die Regulierung des RANKL/OPG-Systems bei Osteoporose nicht abschlieBend geklért [El
Khassawna et al 2017]. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Expressionen von RANKL
durch Osteozyten in der Ndhe von Mikrofrakturen ansteigt, um die Knochenreparatur zu initi-
ieren [Martin et al 2015]. Gleichzeitig sinkt die OPG-Expression [Kennedy et al 2012]. Dies
fiihrt dazu, dass das RANKL/OPG-Verhiltnis ansteigt. Durch die Zugabe von Strontium konnte
in Studien ein Anstieg der OPG-positiven Zellen sowie eine Reduktion der RANKL-positiven
Zellen, insbesondere der Osteoblasten und damit einer Reduktion des RANKL/OPG-Verhiltnis
belegt werden [Brennan et al 2009, Ray 2014]. Demzufolge kann es moglich sein, dass sich das
RANKL/OPG-Verhéltnis von Osteozyten anders bzw. entgegengesetzt zum Gesamtverhiltnis
verhélt. Die Analyse der Daten aus den Bioglas-Gruppen lasst darauf schlieBen, dass es durch
den Zusatz von Strontium zu einer deutlichen Steigerung der Reparaturvorgdnge und damit
zum Anstieg der RANKL-positiven Osteozyten kommt (Abb. 28). Reflektorisch steigt damit
auch die Anzahl an OPG positiven Osteozyten an (Abb. 30). Ein weiterer Beweis fiir die statt-
findenden Umbauvorginge ist die bereits beschriebene erhohte Anzahl an apoptoti-
schen/priapoptotischen Osteozyten mit leerer Lakunae. Die Analyse der Daten ergibt ein an-
deres Bild. Durch den Zusatz von Strontium kommt es analog zu Osteoblasten zur Reduktion
von RANKL-positiven Zellen. Gleichzeitig verbleibt OPG auf einem dhnlich hohen Niveau.
Insgesamt kommt es, wie bereits nachgewiesen, zu einer Reduktion des RANKL/OPG- Ver-
hiltnisses unter Anwesenheit von Strontium (Abb. 32). Insgesamt muss bei dieser kleinen An-
zahl an Versuchstieren davon ausgegangen werden, dass sich die Signifikanz der Ergebnisse

bei einer groferen Stichprobe dndern konnte. Fiir zukiinftige Versuche sollte zudem eine neue
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immunhistochemische Farbemethode etabliert werden, welche lediglich Osteozyten anférbt,
sodass eine fehleranfillige manuelle Korrelation von Osteozytenspezifischen Férbungen mit
immunhistochemischen Aktivitdtsfairbungen in konsekutiven Schnitten nicht mehr notwenig

ist.
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S. Schlussfolgerung und Ausblick

Betrachtet man die Untersuchungen in dieser Arbeit, so kann zusammengefasst gezeigt werden,
dass die lokale Anwendung von zugesetztem Strontium in verschiedenen Knochenersatzmate-
rialien die Wirkung auf Osteozyten in vivo signifikant dndert, im Vergleich zu den Knochener-
satzmaterialien ohne Zusatz. Es konnte insbesondere bei den Bioglas-Gruppen eine schneller
voranschreitende Frakturheilung festgestellt werden. Inhibierende Faktoren fiir die Matrixmi-
neralisation und die Reifung von Osteoblasten werden deutlich reduziert und kndcherne Um-
bauprozesse gesteigert.

Aus diesen Ergebnissen kann die Hypothese belegt werden, dass es in Bezug auf die Wirkung
von Knochenersatzmaterialien auf Osteozyten, deutliche Unterschiede gibt und sich der Zusatz
von Strontium am Beispiel von Bioglas als vorteilhaft fiir Knochenumbauprozesse und damit
fiir die Knochenheilung erweist. Der Zusatz von Strontium in bereits existierende oder neue
Knochenersatzmaterialien ist ein vielversprechendes und zukunftsweisendes Verfahren, wel-
ches bei der Behandlung von osteoporoseinduzierten Frakturen und deren assoziierten knocher-
nen Defekten erhebliches therapeutisches Potential bietet. Weiterhin konnte die Analyse der
Anzahl und Form der Osteozyten von klinischer Relevanz fiir das postoperative Belastungsaus-
mal sein.

An dieser Stelle muss jedoch angebracht werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit mit weiteren
Untersuchungen untermauert und erginzt werden sollten. Aufgrund des ,,3R- Prinzips* gab es
nur eine kleine Versuchsgruppe mit wenigen Proben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
sich die positiven Effekte auf Osteozyten von Knochenersatzmaterialen, durch den Zusatz von
Strontium steigern lassen. Dies ist jedoch nicht bei jedem Knochenersatzmaterial der Fall. Ur-
sdchlich dafiir kdnnte eine insuffiziente oder verzogerte Materialdegratation, mit schlechtem
Release des Strontiums in das umgebende Gewebe sein. Der Zusatz von Strontium kann dem-
entsprechend bei einer effektiven Carriersubstanz sinnvoll sein. Es muss an dieser Stelle aber
angemerkt werden, dass es sich bei dieser Arbeit nur um einen Beobachtungszeitraum von 6
Wochen handelt. Eine vollstindige Frakturheilung dauert zwischen zwei und drei Monaten.
Daher konnten sich die Ergebnisse in einem ldangeren Beobachtungszeitraum noch verdndern.
Ebenfalls notwendig sind in diesem Zusammenhang weitere Studien, welche eine ideale Stron-
tiumdosis flir den Zusatz finden.

In dieser Arbeit wurde das Augenmerk im Besonderen auf die Osteozyten gelegt, da diese in
der wissenschaftlichen Betrachtung héufig von Nachrang sind. Dies wird ihnen in ihrer Bedeu-

tung flir den Knochenstoffwechsel jedoch nicht gerecht wird. Der Einfluss von Osteoblasten
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und Osteoklasten war nicht Gegenstand dieser Arbeit und wird daher weitgehend ausgeblendet.
Bei der Analyse und Entwicklung von neuen Knochenersatzmaterialien sollte der Knochen hin-
gegen als Ganzes betrachtet und dementsprechend analysiert werden. Dazu gehdren neben klas-
sischen deskriptiven und histomorphometrischen Auswertungen aller Zellen des Knochenstoft-
wechsels sowie deren immunhistochemischen Aktivitdtsparametern, auch neuere Methoden,
wie Massenspektrometrie, um den Wirkstoffrelease und die Wirkstoffadressaten zu identifizie-
ren, biomechanische Analysen des Knochens oder der Einsatz von Knockout-Tieren, bei denen

bestimmte Aktivitatsparameter direkt durch Fluoreszensmolekiile sichtbar gemacht werden.
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6. Zusammenfassung

Im Zuge des demografischen Wandels wéchst die Anzahl der an Osteoporose erkrankten Pati-
enten an. In der Folge steigt ebenfalls das Risiko fiir Osteoporose-assoziierte Frakturen an. Dies
hat massive Auswirkungen auf die Morbiditat, Mortalitit und Lebensqualitdt der Patienten, aber
auch auf die Volkswirtschaft.

Bisher konnten klinisch positive Effekte einer systemischen Strontiumgabe auf den Gesamt-
knochenstatus belegt werden. Der néchste Schritt ist nun diese vielversprechenden Resultate
durch lokale Applikation in Knochendefekte nutzbar zu machen, wobei eine postive Wirkung
auf Osteoblasten und Osteoklasten bereits bestétigt wurde.

Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war es, nun am Rattenmodell mit osteoporotischem Kno-
chenstatus anhand eines critical-size Defektes, den Einfluss von Strontium in verschiedenen
Knochenersatzmaterialien auf Osteozyten in der direkten Umgebung des Materials zu untersu-
chen.

In 14-Wochen alten weiblichen Sprague-Dawley Ratten wurde einer Osteoporose durch mulit-
defizitire Diit in Kombination mit einer bilateralen Ovarektomie induziert. Die Implantation
der verschiedenen Knochenersatzmaterialien erfolgte in einen standardisierten critical-size De-
fekt im Bereich der femoralen Metaphyse, welcher zusdtzlich mit einer Plattenosteosynthese
stabilisiert wurde. 6 Wochen nach der Operation wurden die Ratten euthanasiert und die
Femora zur weiteren Analyse entnommen. Es erfolgte die histologische, immunhistochemische
und histomorphometrische Auswertung der Proben am Implantat- /Gewebeiibergang.

Es zeigte sich ein nahezu vollstdndiger Abbau des Materials in den Gruppen B30, ScB30 und
ScB30Sr30, wohingegen in CPC und Sr-CPC noch deutliche Materialriickstdnde zu finden wa-
ren. Beim Vergleich des Bindegewebes im Defektbereich (Region of Interest) zwischen CPC
und Sr-CPC konnte signifikant mehr Osteoid und Kollagengewebe im Vergleich zu Knorpel-
gewebe nachgewiesen werden (p<0,001). Daraus kann geschlossen werden, dass die Knochen-
bruchheilung zum Zeitpunkt der Euthanasie relativ weit fortgeschritten war. Bei der Analyse
der Anzahl der Osteozyten im Bereich des ROI ergaben sich signifikante Unterschiede bei den
Zustandsarten (p<0,001), jedoch keine relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen Grup-
pen. Bei der Auswertung der osteozytiren Marker konnte ein deutlicher Anstieg von BMP2
durch Strontium in der Bioglas-Gruppe nachgewiesen werden.

Dkk1 inhibiert {iber den Wnt/f-catenin Signalweg die Osteogenese. Unter dem Einfluss von

Strontium lieB sich eine Reduktion der Dkk1-positiven Zellen nachweisen. Ebenfalls inhibie-
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rend auf den Wnt/f-catenin Signalweg wirkt Sklerostin. Bei signifikanten Unterschieden zwi-
schen CPC und Bioglas (p=0,022) sanken die SOST-positiven Osteozyten unter dem Einfluss
von Strontium. Bei der Anzahl der MEPE-positiven Osteozyten zeigen sich ebenfalls signifi-
kante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (p=0,006). Durch Strontium sinkt die Anzahl der
Zellen in der CPC-Gruppe massiv ab, wohingegen die Anzahl in der Bioglas-Gruppe nahezu
unverdndert ist. Es ist anzunehmen, dass die Knochenbruchheilung in den Bioglasgruppen wei-
ter vorangeschritten ist, es jedoch durch Strontium zu einer Beschleunigung der Knochenbruch-
heilung in der CPC-Gruppe kommt. Bei der Analyse von RANKL und OPG zeigen sich erneut
deutliche Unterschiede zwischen CPC und Bioglas. Durch den Zusatz von Strontium wird die
Aktivitdit von RANKL und OPG in Bioglas erhoht, wobet sie bei CPC sinkt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Strontium einen signifikanten Einfluss auf die Os-
teozyten hat und die Knochenbruchheilung anregt sowie inhibierende Marker herunterreguliert.
Weiterhin konnte bei Bioglas im Vergleich zu CPC eine schneller voranschreitende Knochen-

bruchheilung festgestellt werden.
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7. Summary

In the course of the demographic change, there is an increasing number of patients suffering
from osteoporosis. As a result, there is also an increasing risk of osteoporosis-associated frac-
tures. This has a massive impact on morbidity, mortality and life quality of the patients, but also
on the economy.

So far, clinically positive effects of systemic strontium administration on the overall bone status
have been proven. The next step is to make these promising results usable through local appli-
cation in bone defects, whereby a positive effect on osteoblasts and osteoclasts has already been
confirmed.

The aim of this animal study was to analyze the influence of strontium in different bone graft
materials using an osteoporotic rat model with a critical-size defect.

14 weeks old female Sprague-Dawley rats underwent induction of osteoporosis by a multi-
deficient diet combined with a bilateral ovariectomy.

A standardized critical-size defect in the metaphyseal region of the femur was created, stabi-
lized with a plate and filled with the different implant materials. 6 weeks after the surgery the
rats were euthanized and the femora were harvested for further investigations. Histological,
immunohistochemical and histomorphometric analysis of the specimens in the direct bone- im-
plant interface were carried out.

There was almost a complete degradation of the biomaterials in B30, ScB30 and ScB30Sr20,
whereas in CPC and SrCPC material remnants where found. A comparison of the connective
tissue of the defect region (Region of interest) between CPC and SrCPC showed significant
more osteoid and collagen tissue compared to cartilage (p<0,001). Hence, it can be concluded
that the fracture healing has progressed far at the time of euthanasia. The analysis of the data
from the osteocyte counting in the region of interest showed significant differences in the shape
of osteocytes (p<0,001), however no relevant differences between the different groups. The
analysis of the osteocytic markers showed a significant increase of BMP2 due to strontium in
the bioglass group.

Dkk1 inhibits osteogenesis by the Wnt/f-catenin pathway. Because of the influence of stron-
tium, a reduction of Dkk1-positive cells could be detected. Also, sclerostin has an inhibitory
effect on the Wnt/S-catenin pathway. With significant differences between CPC and bioglass
(p=0,022) the number of SOST-positive osteocytes decreased under the influence of strontium.
The analysis of MEPE-positive cells showed also significant differences between both groups

(p=0,006). The number of positive cells in the CPC group is under the influence of strontium
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decreasing, whereas the number of positive cells in the bioglass groups stays stable. It can be
assumed that the bone fracture healing is far more progressed in the bioglass groups, however
by the use of strontium in the CPC group the bone fracture healing gets enhanced. Analyzing
the data of RANKL and OPG clear differences between biolgass and CPC can be seen. The
addition of strontium increases the activity of RANKL and OPG. Conversly both markers de-
crease in the CPC group.

In summary strontium has a significant influence on the osteocytes and the bone fracture heal-
ing gets enhanced. Also, a downregulation of inhibiting markers can be seen. Furthermore, a

faster progressing bone fracture healing could be found in bioglass compared to CPC.
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8. Appendices

Appendix 1
Histomorphometrie mit ImageJ (Version 1.45s)

Voraussetzungen fiir die Software:

1. Java Version 8

2. Trainierbares Weka Segmentierungs-Plugin (Version 3.2.13)
3. Mindestens 4 GB RAM.

Protokoll:

1. Importieren Sie das Bild in ImagelJ (Ziehen und Ablegen/ Datei—Offnen).

2. Gehen Sie zu Image — Stacks — Tools — Montage to Stack. Wéhlen Sie einen Stapel, der
alle Segmente einer histologischen Farbung darstellt.

3. Gehen Sie zu Plugins — Segmentierung — Trainierbare Weka-Segmentierung. Darauthin
offnet sich ein Fenster mit verschiedenen Optionen.

4. StandardmiBig sind zwei Klassen voreingestellt, die Anzahl kann jedoch auf der Grundlage
der Analyse mit der Option "Neue Klasse erstellen" auf der linken Seite beliebig erhoht wer-
den. Der Name der ersten beiden Klassen kann iiber die Option "Einstellungen" geéndert wer-
den. Definieren Sie die Klassen auf der Grundlage der Farben, die in einem bestimmten Fleck
angezeigt werden. Die Punkte konnen fiir jede Klasse mit dem Polygonwerkzeug oder der Li-
nie definiert werden.

5. Nachdem Sie 10-15 Punkte fiir jede Klasse definiert haben, gehen Sie zu "Train Classifier".
Der Vorgang dauert je nach Speicherkapazitit des Computers und der Bildgrofe eine gewisse
Zeit.

6. Sobald die Segmentierung abgeschlossen ist, werden im Protokollfenster Informationen an-
gezeigt. Gehen Sie auf "Ergebnis erstellen", um die vom Plugin durchgefiihrte Segmentierung
zu Uberpriifen.

7. Wenn die durchgefiihrte Segmentierung mit der des Ausgangsbildes vergleichbar ist, wih-
len Sie die Optionen "Klassifikator speichern" und "Daten speichern", um Zeit fiir die Ana-

lyse von Bildern derselben histologischen Farbung zu sparen.
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8. Alle anderen Bilder desselben Flecks konnen durch Hochladen des Klassifikators und der
Datendatei mit den Optionen "Load Classifier" und "Load Data" im Fenster Trainable Weka
Segmentation analysiert werden.

9. Nach der Segmentierung gehen Sie zu Analysieren—Messen, um den prozentualen Anteil
der Flache zu ermitteln, der von jeder definierten Klasse in einem Bild abgedeckt wird.

10. Wihlen Sie Analyze—Set Scale. Die Pixelgrofe hiangt von dem Mikroskop und der Ver-
groBBerung ab, mit denen das Bild aufgenommen wurde. Der prozentuale Anteil der Flache
kann in den von ASBMR definierten Mal3stab (mm oder pm) umgerechnet werden, indem der
Mafstab des Bildes mit dem im vorherigen Schritt ermittelten prozentualen Anteil multipli-
ziert wird.

11. Die erhaltenen Ergebnisse konnen spiter statistisch gepriift werden.

Appendix 2
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Appendix 3

Pairwise Comparisons?®

95% Confidence Interval for

Difference®
() Knochenersatzmaterial Mean Difference (I-J) Std. Error df Sig. Lower Bound Upper Bound
B30 CPC -1,391 0,496 19 0,107 -2,959 0,178
CPC-Sr -1,238 0,439 19 0,105 -2,628 0,152
Sc-B30 -0,515 0,470 19 0,966 -2,002 0,973
Sc-B30Sr20 -1,171 0,496 19 0,255 -2,739 0,398
CPC B30 1,391 0,496 19 0,107 -0,178 2,959
CPC-Sr 0,153 0,439 19 1,000 -1,238 1,543
Sc-B30 0,876 0,470 19 0,556 -0,612 2,364
Sc-B30Sr20 0,220 0,496 19 1,000 -1,348 1,788
CPC-Sr B30 1,238 0,439 19 0,105 -0,152 2,628
CPC -0,153 0,439 19 1,000 -1,543 1,238
Sc-B30 0,723 0,411 19 0,628 -0,575 2,022
Sc-B30Sr20 0,067 0,439 19 1,000 -1,323 1,458
Sc-B30 B30 0,515 0,470 19 0,966 -0,973 2,002
CPC -0,876 0,470 19 0,556 -2,364 0,612
CPC-Sr -0,723 0,411 19 0,628 -2,022 0,575
Sc-B30Sr20 -0,656 0,470 19 0,861 -2,144 0,832
Sc-B30Sr20 B30 1,171 0,496 19 0,255 -0,398 2,739
CPC -0,220 0,496 19 1,000 -1,788 1,348
CPC-Sr -0,067 0,439 19 1,000 -1,458 1,323
Sc-B30 0,656 0,470 19 0,861 -0,832 2,144

Based on estimated marginal means

a. Dependent Variable: In_OPG.

b. Adjustment for multiple comparisons: Sidak.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

St/ Sr2+ Strontium / Strontium- Ion

Ca/ Ca2+ Calcium / Calcium- Ion

SrCPC Strontium modifizierter Calciumphosphat-Zement
CPC Calciumphosphat-Zement

B30 Kompaktes Xerogel

ScB30 Xerogel mit makropordsem Gertist

ScB30Sr20 Strontiummodifiziertes Xerogel mit makroporosem Gertiist
ovX Ovarektomie

DXA Dual- energy X-ray Absorptiometrie

uCT Mikro- Computertomografie

BMD Bone mineral density / Knochendichte

BMP 2 Bone morphogenetic protein 2

OPG Osteoprotegerin

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
MEPE Matrix extracellular phosphoglycoprotein

SOST Sklerostin

DKK 1 Dickkopf'1

Runx2 Runt-related transcription factor 2
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ROI

PTH

IGF's

TGF-B

TOF-SIMS

BMU

TNF

NF-«xB

IL

CaSR

PGE

CaHPO4

Cal10(PO4)6(OH)2

CaCO3

Na2HPO4

AgNO3

PMMA

a-TCP

[HC

SrCOs3

Region of Interest

Parathormon

Insulin like growth factors

Tumor growth factor beta

Time-of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry

Bone Multicellular Unit

Tumor Nekrose Faktor

Nuclear factor kappa B

Interleukin

Calcium Sensing Receptor

Prostaglandin

Calciumhydrogenphosphat

Calciumhydroxylapatit

Calciumcarbonat

Dinatriumphosphat

Silbernitrat

Polymethylmethacrylat

Alphatricalciumphosphat

Immunhistochemie

Strontiumcarbonat
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RANK Receptor activator of NF-xB

TSH Thyroidea stimulierendes Hormon

MSC Mesenchymale Stammzellen

PDGF plateled derived growth factor

M-CSF Makrophagenkolonie stimulierender Faktor
ATP Adenosintriphosphat

FGF23 Fibroblast Growth Faktor 23

DMP1 Dentin matrix acidic phosphoprotein 1
PHEX Phosphate-regulating neutral endopeptidase
NO Stickstoffmonoxid

SFRP1 secreted- frizzled-related protein

GSK3 Glykogen-synthase-kinase 3

LRP’s low-density lipoprotein receptor- related proteins
TRAP Tartrate Resistant Acid Phosphatase

ALP Alkalische Phosphatase

USD US-Dollar

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
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TEOS Tetraethoxysilane

pH potentia Hydrogenii

KG Korpergewicht

kg Kilogramm

mg Milligramm

ng Mikrogramm

ml Milliliter

M Mol

ALO; Aluminiumoxid

MEA 2- Methoxyethylacetat

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
ODF Osteoklasten differenzierender Faktor
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