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Einleitung 7

1 Einleitung

1.1 Osteoporose

Osteoporose wird vom Dachverband Osteologie definiert als systemische Skeletterkrankung,
die durch eine niedrige Knochenmasse und eine mikroarchitektonische Verschlechterung
des Knochengewebes charakterisiert ist (DVO 2009). Als Folge kommt es zu einem Anstieg
der Knochenfragilitst mit der Neigung zu Frakturen. Von einer manifesten Osteoporose

spricht man beim Vorliegen von mindestens einer Osteoporose-bedingten Fraktur.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert die Osteoporose aus diagnostischer Sicht
Uber die Knochendichtemessung mit der Dualenergie-Réntgenabsorptiometrie (DXA) (Kanis
1994). Die DXA-Messung beschreibt den Mineralgehalt des Knochens pro Flache und wird
routinemafig an der Lendenwirbelsaule und dem proximalen Femur bestimmt. Der ermittelte
T-Wert gibt die in Standardabweichungen angegebene Differenz von der durchschnittlichen
Knochendichte eines gleichgeschlechtlichen Kollektivs junger gesunder Menschen im Alter
von 30 Jahren an, ein T-Wert < -2,5 gilt definitionsgemaR als Osteoporose. Die zur
reduzierten Knochenstabilitat ebenfalls beitragende architektonische Komponente der
Osteoporose ist in der klinischen Praxis schwer zu erfassen. Das Frakturrisiko wird zudem
durch zahlreiche extraskelettale Faktoren mitbeeinflusst, dazu zahlen Muskelkraft,
Koordinations- und Sehfahigkeit sowie die allgemeine Sturzneigung (North-American-
Menopause-Society 2006, Pfeilschifter 2006).

Sowohl Frauen als auch Manner entwickeln ihre maximale Knochenmasse (Peak Bone
Mass) zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr (Bonjour et al. 1994). Diese fallt bei Frauen
aufgrund kleinerer Knochendurchmesser und Kortikalisdicken geringer aus (Compston
2001). Nach Erreichen der maximalen Knochenmasse setzt ein allmahlicher Riickgang ein.
Frauen durchlaufen nach der Menopause einen beschleunigten Knochenmasseverlust fir
die Dauer von 5 bis 10 Jahren, welcher auf den reduzierten Einfluss der weiblichen
Sexualhormone mit Sistieren der ovariellen Ostrogensynthese zuriickgefiihrt wird
(Manolagas 2000, Compston 2001). Der durchschnittliche Knochenmasseverlust betragt
haufig mehr als 2 % jahrlich und betrifft vor allem den spongiésen Knochen (Fast-loser,
typisch fur die frihe postmenopausale Osteoporose, auch Typ-I-Osteoporose). An die friihe
postmenopausale Phase schlief3t sich ein langsamerer, kontinuierlicher
Knochenmasseverlust an. Dieser betrifft spongidésen und kortikalen Knochen gleichmaRiger
und wird auch bei Mannern beobachtet (Slow-loser, typisch fur die senile Osteoporose, auch
Typ-1I-Osteoporose). Atiologisch stehen hier korperliche Inaktivitat, nutritiver Kalzium- und

Vitamin-D-Mangel sowie -Synthesestdrungen mit dem daraus resultierenden sekundéren
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Hyperparathyreoidismus im Vordergrund. Wahrscheinlich tragt auch der reduzierte
Ostrogene Einfluss auf den extraskelettalen Kalziummetabolismus urséchlich mit bei (Riggs
et al. 1998). Neben der primdren Osteoporose existieren verschiedene sekundare
Osteoporoseformen, die etwa 5 % aller Osteoporosen ausmachen. Als Ursachen stehen die
Behandlung mit Glucocorticoiden und Immobilisation im Vordergrund, daneben kénnen auch
ein Malabsorptionssyndrom und zahlreiche endokrine Stérungen mit einer sekundéren

Osteoporose assoziiert sein.

Osteoporose gilt als eine der haufigsten Erkrankungen des hoheren Lebensalters.
Gemessen an der WHO-Definition steigt die Pravalenz der Osteoporose bei
postmenopausalen Frauen in Deutschland von etwa 7 % im Alter von 55 Jahren auf 19 % im
Alter von 80 Jahren an (Gluer et al. 2004). Die Inzidenz osteoporotischer Frakturen nimmt

mit dem Lebensalter exponentiell zu (Pfeilschifter 2006).

Frakturen als Folge geringer Traumata oder ohne erkennbare Ursache (pathologische
Frakturen, Spontanfrakturen) fihren charakteristischerweise zur klinischen Manifestation der
Osteoporose. Typisch sind Sinterungsfrakturen der Wirbelkérper und periphere Frakturen am
Schenkelhals oder Vorderarm. Diese kénnen durch akute und chronische Schmerzen sowie
funktionelle Einschrénkungen eine deutliche Reduktion der Lebensqualitdt und den Verlust
personlicher Autonomie verursachen (North-American-Menopause-Society 2006, DVO
2009). Insbesondere hiiftgelenksnahe Frakturen gehen mit einer erhdhten Mortalitat einher
(Pfeilschifter 2006). Nach der vom Institut fur Gesundheits- und Sozialforschung
veroffentlichten BoneEVA-Studie kam es in Deutschland im Jahr 2003 zu geschatzten
333.322 Osteoporose-bedingten Frakturen, darunter am haufigsten hiftgelenksnahe
Frakturen (99.973), gefolgt von Handgelenksfrakturen (42.242) und Wirbelkorperfrakturen
(40.741) (Haussler et al. 2007). Diese verursachten den Grof3teil der direkt der Osteoporose
zugeschriebenen Ausgaben von 5,4 Milliarden €/Jahr. Osteoporose gilt daher auch als
soziobkonomisch bedeutsame Volkskrankheit (WHO-Scientific-Group 2003). Nach
Einschatzung des Dachverbandes Osteologie ist die Diagnostik und Therapie von

Osteoporose-Risikopatienten in Deutschland derzeit unzureichend (DVO 2009).

1.1.1 Prophylaxe und Therapie der Osteoporose

Ziel aller prophylaktischen und therapeutischen Bemihungen ist die Reduktion des
Frakturrisikos. Der Dachverband Osteologie empfiehlt verschiedene Basismal3inahmen,
welche von der Primar- bis zur Tertidrprophylaxe umgesetzt werden sollten. Dazu gehdren
regelmafige korperliche Aktivitat zur Férderung von Muskelkraft und Koordination sowie die
Vermeidung von Immobilisation. Die Zufuhr von Kalzium und Vitamin D sollte gegebenenfalls
durch medikamentdse Supplementierung sichergestellt werden. Es wird empfohlen, die

Versorgung mit Vitamin B1, und Folsaure durch die Nahrung zu gewabhrleisten und auf eine
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ausreichende kalorische Erndhrung zu achten. Von Nikotinkonsum wird abgeraten.
Medikamente mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und/oder die Sturzrate sollten
regelmafig kritisch hinsichtlich Dosis und Notwendigkeit Uberprift werden. Es gibt keine
Hinweise auf eine persistierende Langzeitwirkung prophylaktischer Maflinahmen, so dass

deren Wirksamkeit auf eine dauerhafte Anwendung angewiesen ist (DVO 2009).

Daneben existieren spezifische medikamenttse Therapiestrategien. Fir postmenopausale
Frauen am besten belegt sind die fraktursenkenden Wirkungen von Alendronat, Ibandronat,
Risedronat, Zoledronat, Teriparatid, Parathyroidhormon, Strontiumranelat, Raloxifen und
Ostrogenen. Der Dachverband Osteologie empfiehlt eine spezifische medikamentdse
Therapie bei hohem Risiko fir Wirbelkdrper- und proximale Femurfrakturen (geschatztes 10-
Jahresrisiko > 30 %). Zur Beurteilung des Frakturrisikos gibt der DVO geschlechts- und
altersabhangige T-Schwellenwerte an. Diese kénnen bei Vorliegen von einem oder
mehreren spezifischen Risikofaktoren bis zu einem T-Wert von maximal -2,0 angehoben
werden. Die Wirksamkeit einer spezifischen medikamenttsen Therapie ist fur T-Werte > -2,0
nicht belegt (DVO 2009). Aufgrund des hohen Frakturrisikos werden nach inadaquater
singuléarer oder nach multiplen Wirbelkdrperfrakturen sowie fur die Hochdosistherapie mit

oralen Glucocorticoiden gesonderte Therapieempfehlungen abgegeben.

Eine allgemeine Frakturprophylaxe mit spezifischen Osteoporosetherapeutika wird dagegen
nicht empfohlen. Wahrend die Hormontherapie mit Ostrogen-Gestagen-Kombinationen oder
als Ostrogenmonotherapie frilher auch verbreitet zur allgemeinen Frakturprophylaxe
angewendet wurde, ist man in den letzten Jahren durch eine Neubewertung des Nutzen-
Risiko-Verhaltnisses zu einer kritischeren Einschatzung gelangt. Dennoch existieren
momentan unterschiedliche Empfehlungen verschiedener Fachgesellschaften (wird im
Folgenden noch ausfiihrlicher dargestellt). In Deutschland anderte das Bundesinstitut fur
Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) die Zulassung der Hormontherapie zur
Osteoporoseprophylaxe nur noch auf den Ausnahmefall (BfArM 2004). Postmenopausale
Frauen, die primar wegen vasomotorischer Symptome mit Ostrogenen therapiert werden,

bendtigen meist keine zusatzliche spezifische Osteoporosetherapie (DVO 2009).

1.1.2 Mikroarchitektonische Veranderungen osteoporotischer
Knochen

Die zwei Phasen des postmenopausalen Knochenmasseverlustes sind durch

unterschiedliche knochenarchitektonische Verdnderungen gekennzeichnet. Die frihe

postmenopausale Osteoporose (Typ-l-Osteoporose) betrifft vor allem die Spongiosa und

geht mit Verlusten von 20 — 30 % des spongitésen Knochengewebes einher (Riggs et al.

2002). Charakteristisch ist eine Zunahme des Knochenstoffwechsels mit gesteigerter

Osteoklasten- und Osteoblastenaktivitat (High Turnover). Der gesteigerte Knochenumsatz
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fuhrt aufgrund einer Gberwiegenden Knochenresorption zu Knochenmasseverlusten, welche
an den Knochenoberflachen lokalisiert sind und zundchst den spongiésen Knochen
Uberproportional betreffen (Manolagas 2000, Seeman 2003). Es kommt zum Verlust von
Trabekeln und deren Konnektivitat (Aaron et al. 1987, van der Linden et al. 2001). In den
Wirbelkdrpern gehen dabei bevorzugt horizontale Trabekelverbindungen verloren (Atkinson
PJ 1967, Mosekilde 1988). Mit fortschreitendem Trabekelverlust wird auch die Kortikalis
zunehmend von Knochenmasseverlusten betroffen. Hier fihren die Resorptionsvorgange zur
kortikalen Porositat und abnehmenden Kortikalisdicke (Brown JP et al. 1987, Foldes et al.
1991). Trotz der postmenopausal gesteigerten periostalen Knochenapposition kann der
Ruckgang der Kortikalisdicke nur unvollstandig kompensiert werden (Duan et al. 2001, Riggs
et al. 2004).

Die senile Osteoporose (Typ-lI-Osteoporose) ist durch einen den spongitésen und kortikalen
Knochen gleichmafiger betreffenden Knochenmasseverlust bei reduziertem Knochenumsatz
gekennzeichnet (Low Turnover). Die verbliebenen Trabekel werden nun eher ausgedinnt als
dass sie ganz verschwinden (Riggs et al. 2002). Die kortikale Knochenresorption schreitet

fort und fuhrt zu weiter abnehmenden Kortikalisdicken bei zunehmenden

Knochendurchmessern (Seeman 2003).

Abb. 1-1 Postmenopausale Verédnderungen
des spongitsen Knochens

Micro-CT-Rekonstruktion  der  Trabekelarchitektur
eines lumbalen Wirbelkérpers einer jungen Frau
(links) und einer Frau mit postmenopausaler
Osteoporose (rechts). Modifiziert nach Riggs et al.
(2002), Seite 282.

Abb. 1-2 Postmenopausale Veranderungen
des kortikalen Knochens

Schematische Darstellung der postmenopausalen
Entwicklung von Knochendurchmesser und
Kortikalisdicke eines langen  Rohrenknochens.
Modifiziert nach Seeman (2008), Seite 2.
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Die postmenopausalen Umbauprozesse beeinflussen die mechanische Stabilitdt des
Knochens. Diese wird durch den Verlust der Trabekelkonnektivitat reduziert (van der Linden
et al. 2001). Gleichzeitig steigt die Gefahr der Akkumulation von Mikrofrakturen (Fyhrie und
Schaffler 1994). Noch nicht wieder aufgefiillte Resorptionslakunen dienen als
Sollbruchstellen. Neu entstandenes Knochengewebe weist eine geringere Stabilitat durch die
erst einsetzende Mineralisation und Ausrichtung der Kollagenfasern auf (Seeman und
Delmas 2006). Die reduzierte spongidose Knochenstabilitat fuhrt typischerweise zu
Wirbelkdrperfrakturen. Die steigende kortikale Porositat und abnehmende kortikale Dicke
pradisponiert dagegen fur Frakturen langer R6hrenknochen (Jordan et al. 2000, Bousson et
al. 2001). Die postmenopausale Zunahme des Knochendurchmessers wirkt sich jedoch
positiv auf die Knochenfestigkeit aus und stabilisiert gegeniber Biegekraften (Seeman
2008).

1.1.3 Das Osteoporose-Modell der ovarektomierten Ratte

Auch im Tiermodell der Ratte fiihrt Ostrogenentzug durch Ovarektomie zu einem
gesteigerten Knochenumsatz mit iberwiegender Knochenresorption, welche sich durch den
schnellen Verlust des spongidésen Knochens bemerkbar macht (Wronski et al. 1986, Wronski
et al. 1989b, Rachon et al. 2007b, Seidlova-Wuttke et al. 2008). Die Trabekelkonnektivitat
geht verloren, wahrend die Trabekeldicke annahrend konstant bleibt (Dempster et al. 1995).
Durch endokortikale Resorption vergréf3ert sich das Volumen der Tibia-Markhohle (Kalu et
al. 1989, Seidlova-Wuttke et al. 2008). Zusatzlich kommt es zur periostalen

Knochenapposition (Turner RT et al. 1987).

Auch bei der Ratte beobachtet man einen zweiphasigen Knochenmasseverlust mit einer
ersten schnellen Phase und einem sich anschlieRenden langsameren Riickgang (Wronski et
al. 1989a). In der proximalen Tibiametaphyse sind erste Knochenverénderungen bereits
14 Tage nach Ovarektomie erkennbar. Der friihe, schnelle Knochenmasseverlust halt bis

etwa 3 Monate nach Ovarektomie an (Wronski et al. 1988b).

Aufgrund analoger pathophysiologischer Mechanismen und vergleichbarer
knochenarchitektonischer Verdnderungen gilt die ovarektomierte Ratte als sehr geeignetes
Modell zur Untersuchung der postmenopausalen Osteoporose (Frost und Jee 1992, Jee und
Yao 2001). Die auch am menschlichen Knochen anwendbaren Analyseverfahren der
Knochen-Histomorphometrie und Osteodensitometrie (DXA sowie pQCT) sind verlasslich auf
die Ratte Ubertragbar (Jee und Yao 2001, Lelovas et al. 2008).

Einschrankungen des osteoporotischen Rattenmodells stellen der spate und teils
ausbleibende Epiphysenschluss und das damit einhergehende anhaltende Langenwachstum
des Rattenskeletts dar. Knochenanalysen sollten daher in ausreichendem Abstand zur

Epiphysenfuge durchgefiihrt werden (Lelovas et al. 2008). Zudem fehlt dem kortikalen
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Knochen der Ratte ein gut entwickeltes Haverssches-System wie man es beim Menschen
beobachtet. Die fur den Menschen typischen osteoporotischen Ermudungsbriiche kommen
bei der Ratte nicht vor. Die reduzierte Knochenstabilitdt lasst sich dennoch anhand von

Bruchtestverfahren objektivieren (Jee und Yao 2001, Lelovas et al. 2008).

1.1.4 Postmenopausale Ostrogen-Substitution und
Ostrogenrezeptoren im Knochen
Nach der Menopause fallt der Serumspiegel des Ostradiols
(E2), dem wichtigsten natiirlichen Ostrogen, auf 10 — 15 %
s j“H der pramenopausalen Konzentration (Khosla et al. 1997). Die
LH Biosynthese findet dann hauptsachlich im Fettgewebe statt
© ”/ T\H* (Simpson et al. 1997).

Ostrogen-Substitution nach der Menopause reduziert den
einsetzenden Knochenmasseverlust und wirkt protektiv auf
Abb. 1-3 Ostradiol (E2) die spongidse Knochenarchitektur (Nachtigall et al. 1979,
Summenformel: C1gH40» Vedi et al. 1996). Gleichzeitig geht das Frakturrisiko zurtick
Molare Masse: 272,4 g/mol (Kiel et al. 1987, Rossouw et al. 2002, Cauley et al. 2003).
(PubChem 2010b) . . . .

Die knochenprotektiven Effekte sind nach Therapieabbruch

jedoch schnell reversibel (Banks et al. 2004, Heiss et al. 2008).

1941 wurde erstmalig der Ostrogenmangel als Ursache der postmenopausalen Osteoporose
erkannt  (Albright et al. 1941). Ostrogene sind wichtige Regulatoren des
Knochenstoffwechsels und gewahrleisten ein  ausgeglichenes Verhdltnis von
Knochenresorptions- zu Knochensynthesevorgdngen (Manolagas 2000). Der reduzierte
Knochenmasseverlust nach postmenopausaler Ostrogen-Substitution wird vor allem einem
antiresorptiven Effekt zugeschrieben. Ostrogene hemmen die Knochenresorption durch
Reduktion der Osteoklastenanzahl und -aktivitat (Hughes et al. 1996, Compston 2001).
Zusétzlich weisen sie eine positive Beeinflussung der Osteoblastenfunktion auf (Gohel et al.
1999, Manolagas 2000). Auf molekularer Ebene konnte fiir Ostrogene unter anderem eine
Steigerung der Osteoprotegerin (OPG)-Synthese in Osteoblasten gezeigt werden (Hofbauer
et al. 1999). OPG wirkt innerhalb des osteoregulatorisch wichtigen OPG/RANKL/RANK-

Systems inhibitorisch auf die Osteoklastenaktivitét.

Das Vorhandensein von Ostrogenrezeptoren (ERs) im Knochen wurde erstmalig in
Osteoblasten beschrieben und spater auch in Osteoklasten und Osteozyten erkannt (Eriksen
et al. 1988, Oursler et al. 1991, Tomkinson et al. 1998). ERs gehéren als
Steroidhormonrezeptoren  zur  Gruppe der intrazellularen, Liganden-regulierten
Transkriptionsfaktoren. Die beiden Subtypen ERa und ERB konnten bisher identifiziert

werden (Kuiper et al. 1996). Beide weisen &hnliche DNA-Bindungsdoméanen auf,
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unterscheiden sich jedoch deutlicher in ihren Liganden-Bindungsdomanen (Kuiper et al.
1997). Daneben kommen auch ERa/ERB-Heterodimere vor (Pettersson et al. 1997).
Ostradiol zeigt eine &hnlich hohe Affinitit zu ERa wie zu ERB (Kuiper et al. 1997).
Knochenzellen enthalten beide Subtypen des Ostrogenrezeptors, allerdings ist die Verteilung
innerhalb des Knochens unterschiedlich. ERa wurde vor allem im kortikalen Knochen
nachgewiesen, dagegen scheint ER im spongitésen Knochen haufiger exprimiert zu werden
(Onoe et al. 1997, Bord et al. 2001). Die Rolle der Ostrogenrezeptoren im Rahmen der

Mechanotransduktion wird im Verlauf noch ausfihrlicher dargestellt.

1.1.5 Hormontherapie, SERMs und Phyto6strogene

Neben ihrer Wirksamkeit in der Osteoporose- und Frakturprophylaxe gilt die Hormontherapie
(HT, Hormonersatztherapie) = mit  Ostrogen-Gestagen-Kombinationen  oder  als
Ostrogenmonotherapie (nur bei hysterektomierten Frauen empfohlen) als effektive
Behandlungsmethode postmenopausaler vasomotorischer Symptome sowie der
urogenitalen Atrophie (Pines et al. 2007, DGGG 2009). GrolRe prospektive, randomisierte,
plazebokontrollierte Studien fiihrten zu einem kritischeren Umgang mit der HT. Die erstmals
im Juli 2002 verdffentlichten Daten aus der Women's-Health-Initiative-Studie (WHI-Studie)
zeigten im Ostrogen-Gestagen-Arm ein erhohtes Risiko fiir Brustkrebs, Schlaganfille,
thrombembolische Ereignisse und nicht signifikant auch fur kardiovaskulare Erkrankungen
(Rossouw et al. 2002). Im reinen Ostrogen-Arm traten vermehrt Schlaganfalle und
thrombembolische Ereignisse bei gleichbleibendem Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen
und Brustkrebs auf (Anderson GL et al. 2004). Die Internationale Menopausen Gesellschaft
(IMS) kritisiert an der WHI- und weiteren vergleichbaren Studien das hohe Durchschnittsalter
der untersuchten Frauen (Pines et al. 2007). Nach Einschatzung der IMS fuhrt frihzeitige
Ostrogen-Substitution unter Vermeidung langjahriger Ostrogendefizite zu einem
Uberwiegenden Therapienutzen. Fur jlingere perimenopausale und friih-postmenopausale
Frauen wird die HT bei erh6htem Frakturrisiko auch als Erstlinientherapie empfohlen. Der
Beginn oder die Fortsetzung einer HT zur alleinigen Osteoporoseprophylaxe nach dem
60. Lebensjahr wird dagegen deutlich kritischer beurteilt (Pines et al. 2007). Die Deutsche
Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) empfiehlt in einer interdisziplindren
Leitlinie die HT zur Frakturprophylaxe nur, wenn eine Unvertraglichkeit oder
Kontraindikationen gegeniber anderen zur Osteoporosetherapie vorrangig empfohlenen
Arzneimitteln besteht (DGGG 2009). Der Dachverband Osteologie beschrankt seine
Empfehlung auf die Sekundarpravention nach sorgfaltiger individueller Abwagung, wenn eine
Unvertraglichkeit ~ oder  Kontraindikationen gegenlber  anderen  zugelassenen

Osteoporosetherapeutika vorliegt (DVO 2009).

Als Alternative zur klassischen HT sind in den letzten Jahren vermehrt Substanzen in den

Vordergrund gerlckt, die nur selektive 6strogene Wirkungen an bestimmten Geweben
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hervorrufen (Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren, SERMs). Synthetische SERMs sind
nichtsteroidale Wirkstoffe, die je nach Gewebe partielle agonistische oder antagonistische
Eigenschaften besitzen. Fir den SERM Raloxifen konnte eine Risikoreduktion fur
postmenopausale Wirbelkdrperfrakturen nachgewiesen werden (Ettinger et al. 1999, Ensrud
et al. 2008). Raloxifen senkte die Rate Ostrogenrezeptor-positiver Mammakarzinome bei
gleichbleibendem Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen, andererseits fanden sich analog
zur HT Risikozunahmen fur thrombembolische Ereignisse und tddliche Schlaganfalle
(Ettinger et al. 1999, Ensrud et al. 2008).

Beobachtungsstudien deuteten auch auf das Vorkommen natirlicher SERMs hin. Asiatinnen
wiesen im Vergleich zu Frauen in westlichen Industrienationen eine geringere Inzidenz von
osteoporotischen Frakturen, klimakterischen Symptomen, kardiovaskuldren Erkrankungen
sowie Mamma- und kolorektalen Karzinomen auf (Adlercreutz 1995, Tham et al. 1998,
Glazier und Bowman 2001, Nagata et al. 2001). Nach Emigration in die USA nivellierten sich
diese Unterschiede (Wu AH et al. 1998). Eine mdgliche Erklarung wurde in der traditionellen
asiatischen Ernahrung gesehen. Der Konsum zahlreicher Sojaprodukte flihrt bei Asiaten zu
hohen Serumkonzentrationen sogenannter Phytodstrogene (Adlercreutz et al. 1993, Uehar
et al. 2000). Dabei handelt es sich um Polyphenole, die eine strukturelle Ahnlichkeit zu den
Ostrogenen aufweisen. Sie gehoren zu den sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen und dienen
unter anderem als Antioxidanzien (Chen und Anderson 2002). Als eine der Hauptgruppen

werden die Isoflavone unterschieden (Limer und Speirs 2004).

Klasse Hauptvertreter Nahrungsmittel

Hauptquelle: Soja, Kopoubohne

Genistein, Daidzein, Glycitein, Puerarin, Daidzin, Geringere Mengen: Hulsenfriichte,

Isoflavone S . A . frisches Obst und Gemiuse,
Genistin, Formonentin, Biochanin A . .
Johannisbeeren, Nisse, Samen,
Getreide, Kaffee, Tee
Hauptquelle: Leinsamen
Li Secoisolariciresinol, Matairesinol, Pinoresinol, Geringere Mengen: frisches Obst und
ignane o . ) ' ) . N
Lariciresinol, Syringaresinol, Arctigenin, Sesamin  Gemiise, Sesam, Roggen und andere
Getreide, Nisse, Kaffee, Soja
Rotklee, Bohnensprossen,
Coumestane Coumestrol Alfalfasprossen, Hulsenfruchte,
Gemduse
Prenylierte 8-Prenylnaringenin Hopfen (Bier)
Flavonoide Resveratrol Rote Trauben

Tab. 1-1 Klassifikation der Phyto6strogene

Einteilung der Phytodstrogene nach Klassen mit ihren Hauptvertretern und dem Vorkommen in Nahrungsmitteln.
Modifiziert nach Reinhard-Hennch et al. (2006), Seite 202.
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Die Isoflavone gehdren zu den am besten untersuchten Phytotstrogenen. Wichtigste
Nahrungsquelle ist die Sojabohne, in der die Isoflavone Genistein, Daidzein und Glycitein
etwa im Verhéltnis 10:8:1 vorkommen (Wolters und Hahn 2004). Haufig liegen Isoflavone als
Zuckerkonjugate vor und werden erst nach intestinaler bakterieller Hydrolyse als Aglykone
resorbiert (Setchell et al. 2002b). Im enterohepatischen Kreislauf kdnnen verschiedene
weitere Metabolite in Abhéngigkeit von der individuellen mikrobiologischen Flora entstehen.
Isoflavone wurden im Koérper in 10.000 bis 20.000fach hoheren Konzentrationen als

Ostrogene nachgewiesen (Setchell 2001).

Als fur die hormonelle Wirkung entscheidende strukturelle Eigenschaft der Isoflavone wird
ein aromatischer Ring mit einer Hydroxygruppe sowie der im Vergleich zum Ostradiolmolekiil
nahezu identische Abstand zu einer weiteren Hydroxygruppe angesehen (Setchell und
Cassidy 1999). Dagegen ist die 0strogene Potenz, abhangig von der Substanz und dem
Rezeptorsubtyp, um mehrere Zehnerpotenzen geringer als die des Ostradiols (Zand et al.
2000, Wolters und Hahn 2004). Isoflavone weisen aul3erdem eine hohere Affinitat zu ERB
als zu ERa auf (Kuiper et al. 1998, Boue et al. 2003).

Isoflavonen und anderen Phytodstrogenen wird das Potenzial eines natirlichen SERMs
zugeschrieben (Brzezinski und Debi 1999). Klassische SERMs entwickeln ihre
gewebespezifische Wirkung durch die Aktivierung verschiedener Koregulatoren wéhrend der
Rezeptor-Liganden-Interaktion (Smith und O'Malley 2004). Dies ist auch ein fir Isoflavone
diskutierter Mechanismus (An et al. 2001). Dartiber hinaus bietet die bevorzugte Bindung an
ERR die Moglichkeit einer gewebespezifischen Wirkung, da das Verhdltnis der
Rezeptorsubtypen zueinander in den Zielorganen verschieden ist und fir ERR in einigen
Geweben ein inhibitorischer Einfluss auf ERa angenommen wird (Oseni et al. 2008). Durch
kompetitive Hemmung konnten Isoflavone bei hohem Ostrogenspiegel eher antagonistisch
wirken, wahrend andernfalls eine geringere agonistische Wirkung Uberwiegt (Wolters und
Hahn 2004). Die Induktion der Synthese des Sexualhormon-bindenden Globulins (SHBG)
stellt eine weitere antiostrogene Wirkmdglichkeit dar, da viele Isoflavone selber nur eine
geringe Affinitat zum SHBG aufweisen (Wuttke et al. 2002).

Zahlreiche weitere, nicht ER-vermittelte Effekte werden einigen Isoflavonen zugeschrieben.
Dazu gehdren die Modulation verschiedener Enzymaktivitaten, antioxidative und
antithyreoidale Eigenschaften sowie die Beeinflussung der intrazellularen Signaltransduktion
durch Hemmung der Tyrosinkinase (Wuttke et al. 2002, Wolters und Hahn 2004). Haufig
scheinen die fir diese Effekte notwendigen Substanzkonzentrationen Uber die normale

Nahrungsaufnahme allerdings nicht erreicht werden zu kénnen (Wuttke et al. 2007).

Obwohl Isoflavone in der Offentlichkeit oft als wirksame und nebenwirkungsfreie Alternative

zur HT propagiert werden, sind viele Wirk- und Nebeneffekte und damit verbundene
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potenzielle Risiken noch nicht ausreichend bekannt (Wuttke et al. 2002, Reinwald und
Weaver 2006). Langzeitstudien, die die Sicherheit dieser Substanzen belegen kénnten,
liegen nicht vor. Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) kommt in einer aktualisierten
Stellungnahme vom 29. Oktober 2007 zu dem Schluss, dass die Sicherheit von
Nahrungsergédnzungsmitteln mit isolierten Isoflavonen auf Soja- und Rotkleebasis nicht
ausreichend belegt sei (BfR 2007). Insbesondere bestehe noch Unklarheit tber die
Beeinflussung von hormonabhéngigen Tumoren. In vitro sind fur Isoflavone dosisabhangig
sowohl proliferative als auch antiproliferative Effekte auf Krebszellen beobachtet worden
(Dampier et al. 2001). Humane Studien weisen auf 0Ostrogene Effekte am
Brustdriisengewebe und dem Endometrium hin (Petrakis et al. 1996, Hargreaves et al. 1999,
Unfer et al. 2004). Schutzeffekte gegeniiber hormonabhdngigen Tumoren sind bisher
lediglich im Zusammenhang mit sehr friher Isoflavonexposition, die bereits im Kindes- oder

Jugendalter einsetzte, beschrieben (Wolters und Hahn 2004).

1.2 Isoflavone in der Osteoporoseprophylaxe

Unter den verschiedenen Substanzklassen der Phytodstrogene wird den Isoflavonen das
grofdte Potenzial in der postmenopausalen Osteoporoseprophylaxe zugetraut (Setchell 2001,
Chilibeck und Cornish 2008). Die postulierten knochenprotektiven Effekte basieren vor allem
auf Erkenntnissen aus In-vitro-Studien und Tierversuchen, in denen Isoflavone Ostrogen-
agonistische Effekte unter Beweis stellten. Dagegen ist die Studienlage bei

postmenopausalen Frauen uneinheitlich.

In mehreren In-vitro-Studien zeigten Isoflavone Ostrogen-agonistische Effekte auf
Osteoblasten und Osteoklasten. Isoflavone wirkten inhibierend auf Osteoklasten und
stimulierten die Osteoblastenaktivitdt (Anderson JJ und Garner 1998, Chen und Anderson
2002, Setchell und Lydeking-Olsen 2003). In zahlreichen Tierversuchen an ovarektomierten
Ratten erwiesen sich Soja-Protein-Extrakte, kombinierte oder isolierte Isoflavone als
knochenprotektiv (Arjmandi et al. 1996, Blair et al. 1996, Fanti et al. 1998, Harrison et al.
1998, Ishimi et al. 1999, Picherit et al. 2001). Im Soja-Protein-Extrakt wurden die Isoflavone
als entscheidende knochenprotektive Substanz erkannt (Arjmandi et al. 1998, Picherit et al.
2001).

Dagegen fihrten Interventionsstudien an postmenopausalen Frauen zu widersprichlichen
Ergebnissen. Nahrungsergdnzungen mit Isoflavonen Uber einen Zeitraum von bis zu einem
Jahr erwiesen sich nur teilweise als wirksam (Potter et al. 1998, Alekel et al. 2000, Morabito
et al. 2002, Atkinson C et al. 2004). Andere Studien fanden dagegen keinen antiresorptiven
Effekt (Dalais et al. 1998, Hsu et al. 2001, Gallagher et al. 2004, Arjmandi et al. 2005). Auch
Langzeitstudien Uber 2 oder mehr Jahre brachten keine Klarheit. Knochenprotektiven

Effekten in einigen Studien standen fehlende Wirksamkeitsnachweise in anderen gegenuber
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(Alexandersen et al. 2001, Lydeking-Olsen et al. 2004, lkeda et al. 2006, Brink et al. 2008,
Wong WW et al. 2009, Alekel et al. 2010).

Erklarungen fir die bisher uneinheitlichen Ergebnisse bei postmenopausalen Frauen
beinhalten, dass mdéglicherweise nur einzelne Isoflavone knochenprotektiv wirksam waren
und die Kombination verschiedener Isoflavone antagonistische Effekte hervorrief (Weaver
und Cheong 2005, Geller und Studee 2006). Die Dosis-Wirkungs-Beziehung einiger
Isoflavone scheint komplex zu sein. Moglicherweise aktivieren hohe Dosen nach Sattigung
der ERs zusatzliche, Ostrogen-antagonistische Mechanismen (Anderson JJ et al. 1998,
Reinwald und Weaver 2006). Weitere diskutierte Einflussfaktoren sind die unterschiedliche
Hohe der individuellen Ostrogenkonzentration und die Anzahl exprimierter
Ostrogenrezeptoren. In viele Studien wurde nicht die Aufnahme weiterer, fur den
Knochenstoffwechsel essenzieller Ernahrungsbestandteile wie Kalzium und Vitamin D
gewahrleistet. Zudem nimmt mdoglicherweise der individuelle intestinale Metabolismus
bedeutend Einfluss auf die klinische Effektivitat der Isoflavone. Dabei kdnnte der Daidzein-

Metabolit Equol eine Schliisselrolle spielen (Setchell et al. 2002a).

1.2.1 Equol

Equol ist kein natirlich vorkommendes Isoflavon, sondern
entsteht ausschlieBBlich als Endprodukt des intestinalen
oo, bakteriellen Metabolismus des in der Sojabohne haufigen
“ ‘ Isoflavons Daidzein (Setchell et al. 2002a). Equol wurde
“ H erstmalig im Urin von Stuten isoliert (Marrian und Haslewood
To N 1932). Die dstrogene Wirkung trat im Zusammenhang mit
massiven Zuchtproblemen an australischen Schafen als
sogenanntes Clover Disease in Erscheinung (Bennetts et al.
Abb. 1-4 Equol 1946). Ursachlich war die Aufnahme groRer Mengen

Summenformel: C1sH1403
Molare Masse: 242,3 g/mol isoflavonhaltigen Klees mit resultierender Infertilitat. Nur etwa
(PubChem 2010a) 30 % der Erwachsenen in westlichen Industrienationen sind

in der Lage, Equol aus Daidzein zu synthetisieren (Cassidy et
al. 2006, Song et al. 2006). Die dafir verantwortlichen Unterschiede in der bakteriellen
Mikroflora sind nicht im Einzelnen bekannt (Setchell et al. 2002a). Equol hat eine starkere
Affinitat zu den ERs als Daidzein und bindet auch an den ERa stérker als andere Isoflavone
(Nagel et al. 1998, Morito et al. 2001). Es befindet sich im Serum zu fast 50 % in
ungebundener Form und damit zu einem weit grof3eren Anteil als Daidzein (19 %) oder
Ostradiol (5 %) (Nagel et al. 1998). Zudem verfiigt Equol (ber ein groRes antioxidatives
Potenzial (Arora et al. 1998).
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Equol konnte im Tierversuch an Mausen und Ratten den Rickgang der Knochendichte nach
Ovarektomie lindern und zeigte dabei teilweise keine uterotrophen Effekte (Fujioka et al.
2004, Mathey et al. 2007, Rachon et al. 2007b). Stimulierende Effekte am Uterus der Ratte
gelten nach dem Rat Uterotrophic Bioassay als verlasslicher Nachweis einer Ostrogen-
agonistischen Wirkung und schranken als Indikator einer potentiell unerwiinschten

Nebenwirkung die Langzeitsicherheit ein (Owens und Koeter 2003).

Es wird vermutet, dass der individuelle ,Equol-Status* eine Erklarung fir die bisher
uneinheitlichen Ergebnisse im Zusammenhang mit der Soja- oder Isoflavon-Substitution bei
postmenopausalen Frauen darstellen konnte (Setchell et al. 2002a). Einige Studien fanden
zusatzliche knochenprotektive Effekte unter Beriicksichtigung des individuellen ,Equol-
Status" postmenopausaler Frauen (Lydeking-Olsen et al. 2004, Frankenfeld et al. 2006, Wu
J et al. 2007).

1.2.2 Genistein

Genistein ist das haufigste Isoflavon in der Sojabohne und

weist eine 7 — 30fach hdhere Affinitat zu ERR als zu ERa auf

o o (Kuiper et al. 1998). Rontgenkristallografisch zeigte sich ein

“ { H ahnliches Bindungsverhalten an den ER-Komplex wie fir den
‘ ”][“ SERM Raloxifen (Pike et al. 1999).

Fur Genistein konnte die Inhibition von Osteoklasten und die
Stimulation von Osteoblasten in vitro gefunden werden (Gao

Abb. 1.5 Genistein und Yamaguchi 2000, Sugimoto und Yamaguchi 2000).

Summenformel: C1sH1005
Molare Masse: 270,2 g/mol molekularen  Osteoklasten-Inhibitors  Osteoprotegerin in

(PubChem 2010c) Osteoblasten (Chen et al. 2002, Viereck et al. 2002).

Daneben wurde die ER-unabhangige Beeinflussung zahlreicher intrazellularer Prozesse

Ahnlich wie Ostrogene stimulierte Genistein die Synthese des

gezeigt. Dazu gehdren die Inhibition der Topoisomerasen | und Il, der Tyrosinkinase und
weiterer Transduktionsmechanismen und lonenkanéle (Akiyama et al. 1987, Blair et al. 1996,
Kim H et al. 1998, Okamoto et al. 2001).

Im Tierversuch an ovarektomierten Mausen und Ratten zeigte Genistein knochenprotektive
Effekte bei teilweise fehlender uterotropher Wirkung (Blair et al. 1996, Fanti et al. 1998,
Ishimi et al. 1999, Ishimi et al. 2000). Anderson JJ et al. (1998) entdeckten zudem eine

komplexe Dosis-Wirkungs-Beziehung fur den antiresorptiven Effekt am Knochen.

In einer 1-j&hrigen Interventionsstudie an postmenopausalen Frauen konnten 54 mg
Genistein/Tag die Knochendichte am Schenkelhals und der lumbalen Wirbelséule steigern
(Morabito et al. 2002). Genistein war dabei in der Effektivitat der HT gleichwertig und zeigte

in dieser Dosierung keine éstrogenen Effekte auf den Uterus oder die Mamma.
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1.2.3 Puerarin

Puerarin kommt als haufigstes Isoflavon in der Wurzel der

_—~~._~%4 Kopoubohne (Pueraria lobata, Kudzu) vor (Prasain et al.

,H“/ 2007, Reppert et al. 2008). Die Kopoubohne gehort zur
; \ ” ” Familie der Hdulsenfrichte und stammt urspringlich aus
o LH ’ Asien. Mittlerweile hat sie sich auch im Sldosten der USA
} j T sprunghaft ausgebreitet (Pappert et al. 2000). Wurzelextrakte
o (]) l der Kopoubohne finden seit Jahrhunderten verbreitet
H H

Anwendung in der traditionellen chinesischen Medizin (Wang

Abb. 1-6 Puerarin et al. 2003, Zhang et al. 2007). Sie erwiesen sich in vitro als

Summenformel: C21H2009

Molare Masse: 416,4 g/mol agonistische Aktivitat auf ERa (Boue et al. 2003). Als
(PubChem 2010d)

potente ERR-Stimulatoren und zeigten eine geringere

Substanz mit der héchsten 06strogenen Wirkung auf
hormonsensitive Mammakarzinom-Zelllinien wurde Puerarin im Wurzelextrakt identifiziert.
Bei Puerarin handelt es sich um die C-glykosylierte Form des Daidzein (Daidzein 8-C-
Glykosid) (Reppert et al. 2008). Allgemein wird der Vorteil der Glykosylierung in einer Art
Speicherfunktion gesehen, die Resorption wird verzégert und der Serumspiegel steigt
vergleichsweise langsam an (Setchell et al. 2001). Im Gegensatz zu den O-glykosylierten
Isoflavonen sind die C-glykosylierten Formen gegeniber der bakteriellen Hydrolyse stabiler
und kénnen zum Teil intakt resorbiert werden, wie es auch fir isoliertes Puerarin gezeigt
wurde (Prasain et al. 2004). Nicht eindeutig geklart ist dagegen, wie Puerarin intrazellular
wirksam werden konnte, da es als Glykosid als vergleichsweise hydrophil gilt.
Mdglicherweise existieren spezifische Transportmechanismen, so wurde flr Puerarin auch

das Uberschreiten der Blut-Hirn-Schranke nachgewiesen (Prasain et al. 2004).

In vitro zeigten Wurzelextrakte der Kopoubohne sowie isoliertes Puerarin stimulierende
Effekte auf Osteoblasten (Huh et al. 2006, Zhang et al. 2007). An ovarektomierten Mausen
waren Wurzelextrakte der Kopoubohne knochenprotektiv und fuhrten in hoher Dosierung
sogar zu einer Zunahme der Knochendichte (Wang et al. 2003). Das Uterusgewicht wurde
nicht beeinflusst. Lokal appliziertes Puerarin konnte zudem die Knochensynthese an

kunstlich gesetzten Knochendefekten steigern (Wong R und Rabie 2007).
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1.3 Knochenadaptation auf mechanische Stimulation

Dass Knochengewebe auf mechanische Einflisse reagiert und seine innere und auf3ere
Struktur nach physikalischen Gesetzen ausrichtet, wurde erstmalig systematisch vom
Berliner Arzt Julius Wolff im ,Gesetz der Transformation der Knochen* beschrieben (Wolff
1892). Frost entwarf das Mechanostat-Modell, nach dem Knochenadaptationsprozesse tber
eine negative Ruckkopplung gesteuert werden (Frost 1987). Als RegelgrofRe werden die
durch mechanische Belastung hervorgerufenen lokalen elastischen Knochenverformungen
gesehen. Das Mechanostat gibt minimale und maximale Sollwerte fir verschiedene mit den
Knochenverformungen einhergehende Signale vor und reguliert Gber Adaptationsprozesse
die Mikro- und Makrostruktur des Knochens. Das Modell bertcksichtigt, dass sich die
Knochenfestigkeit der jeweils aktuellen mechanischen Umgebung anpasst und wirksame
mechanische Stimuli gewisse Schwellenwerte Uberschreiten missen. Zuséatzlich nehmen

zahlreiche nicht mechanische Faktoren regulatorisch Einfluss.

Mechanische Einflisse

Festigkeit —= [aterialeigenschaften
-= [ikrofrakturen

—= lMasse
[KnOChen' —= Architeltur ]

Knochen-

Verformung | |
Knochen-
Knochen- - Adaptationsprozesse
D R
Mechanostat . > R—
Sollwerte Madeling + Remodeling —‘ | |
| |

Nicht mechanische Einflisse

Abb. 1-7 Mechanostat-Modell nach Frost

Das Mechanostat-Modell beschreibt eine negative Rickkopplung zur Regulation der Knochenfestigkeit.
RegelgréRe ist die durch einwirkende mechanische Krafte hervorgerufene Knochenverformung. Als
Knochenadaptationsprozesse werden Modeling (,Wachstum®“, Knochenmasse 1) und Remodeling (,Umsatz",
Knochenmasse < oder |) unterschieden. Zahlreiche nicht mechanische Faktoren férdern oder reduzieren durch
direkte Beeinflussung der Adaptationsprozesse und/oder der regulatorischen Schwellenwerte die
Knochenadaptation. Beispiele sind Hormone, Kalzium, Vitamine, Geschlecht, Alter und Medikamente. Modifiziert
nach Frost (2003), Seiten 1085, 1086 und Frost (2004), Seite 5 und 7.
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Demnach beeinflussen Ostrogene neben ihrer direkten Wirkung auf die Osteoblasten- und
Osteoklastenaktivitdt auch die regulatorischen Sollwerte des Mechanostats und steigern
dariiber die Mechanosensitivitdt des Knochengewebes. Diese Hypothese wird durch die sich
stark dhnelnden knochenarchitektonischen Veranderungen nach Aufhebung der
mechanischen sowie der dstrogenen Stimulation unterstiitzt (Westerlind et al. 1997, Frost
1999). Auch nach Einsetzen der Menarche finden sich Hinweise auf eine gesteigerte
Mechanosensitivitat des Knochengewebes, da Madchen gegeniber Jungen plétzlich eine
Zunahme der Knochenmasse relativ zur Muskelmasse aufweisen (Schiessl et al. 1998).
Zudem bietet das Mechanostat-Modell eine plausible Erklarung fur das plétzliche Einsetzen,
den schnellen Verlust und die Selbstlimitierung der frihen Phase des postmenopausalen

Knochenmasseverlustes (Frost 1999).

Als komplex haben sich die Eigenschaften knochenanaboler mechanischer Stimulationen
herausgestellt. Durch mechanische Krafte hervorgerufene elastische Knochenverformungen
(angegeben als Strain E = Quotient aus Langenédnderung Al und Lange 1) beinhalten
Stauchung, Streckung, Verdrehung und/oder Beugung. Als ein wichtiger knochenanaboler
Parameter wurde deren maximaler Betrag erkannt (Rubin und Lanyon 1985). Dieser bewegt
sich von <1000 uUE bei geringen korperlichen Aktivitaten bis zu etwa 4000 PE bei sehr
starken korperlichen Belastungen (Frost 1997). Die knochenanabole Wirksamkeit
mechanischer  Stimuli  wird zudem durch hohe Verformungsgeschwindigkeiten,
ungewobhnliche Belastungsmuster und intermittierende Reize gesteigert (Turner CH 1998,
Ehrlich und Lanyon 2002, Borer 2005).

Relativ neu ist die Erkenntnis, dass auch sehr geringe elastische Verformungen (<10 PE)
knochenanaboles Potenzial besitzen kénnen (Rubin et al. 2001b, Xie et al. 2006). Diese
liegen weit unterhalb der Ublicherweise mit knochenanabolen mechanischen Stimuli in
Verbindung gebrachten Knochenverformungen, treten aber als Folge isometrischer
Muskelaktivitat ubiquitar und langanhaltend auf (Fritton et al. 2000). Interessanterweise
kommt es durch den im Alter beobachteten Rickgang der Muskelmasse auch zu einem
Verlust dieser Stimuli (Huang et al. 1999, Rubin et al. 2006). Damit solch geringe elastische
Verformungen knochenanabol wirksam werden kénnen, ist eine hochfrequente Applikation
im Bereich von 10 — 100 Hz erforderlich (Ehrlich und Lanyon 2002, Judex et al. 2007, Judex
und Rubin 2010).

Den Osteozyten und dem sie umgebenden kanélchenartigen Netzwerk werden eine
entscheidende Rolle bei der Wahrnehmung mechanischer Signale zugeschrieben (Burger
und Klein-Nulend 1999). Osteozyten stehen innerhalb der Canaliculi Giber Gap Junctions an
ihren Zytoplasmafortsitzen untereinander und mit Osteoblasten in direkter Verbindung.
Knochenverformungen fihren zur Steigerung des extrazellularen Flissigkeitsflusses

innerhalb des kanélchenartigen Netzwerks (Piekarski und Munro 1977, Knothe Tate et al.
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1998). Zu den sensorischen Mechanismen werden daraus resultierende Scherspannungen
und elektrische Stromungspotentiale gerechnet. Daneben scheinen Osteozyten auch direkt
gegenuber mechanischer Verformung sensibel zu sein (Ehrlich und Lanyon 2002).
Weitgehend ungeklart ist die Sensorik kleiner, hochfrequenter Stimuli, welche zu keinen
nennenswerten Knochenverformungen fihren und fur die noch zusatzliche sensorische
Mechanismen angenommen werden (Garman et al. 2007, Judex et al. 2007, Judex und
Rubin 2010).

1.3.1 Kaoarperliche Trainingsprogramme in der Osteoporoseprophylaxe

Von traumatischen Ereignissen abgesehen werden die starksten auf das Skelettsystem
einwirkenden Krafte durch Muskelkontraktionen hervorgerufen und die Muskel-Knochen-
Interaktion auch als funktionelle Einheit betrachtet (Schiessl et al. 1998). Folgerichtig weisen
korperlich aktive Menschen hdhere Knochendichten auf als inaktive (Chilibeck et al. 1995).
Nach der Menopause bewirkt korperliche  Aktivitat einen  verlangsamten
Knochenmasseverlust (Kelley et al. 2001, Kelley et al. 2002). Daneben weisen korperlich
aktive postmenopausale Frauen auch eine geringere Inzidenz von Frakturen auf (Gregg et
al. 1998, Hoidrup et al. 2001, Feskanich et al. 2002).

Die Frakturpravention durch Kkorperliche Aktivitdt scheint neben einer hoheren
Knochenstabilitdt auch durch die geringere Sturzinzidenz bedingt zu sein. Aufgrund der
Verminderung von Sturzangst und dem Erhalt physischer Aktivitat werden kdrperliche
Trainingsprogramme im Rahmen der Préavention osteoporotischer Frakturen zunehmend als
bedeutsam erkannt (Kohrt et al. 2004, Felsenberg und Dietzel 2008).

Wie ein optimales knochenprotektives Trainingsprogramm im Alter aussehen konnte, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Entsprechend der knochenanabolen Wirksamkeit starkerer
Knochenverformungen haben sogenannte High-impact-Ubungen (Trainingsformen, bei
denen die Fuf3e gleichzeitig vom Boden abheben, z.B. Laufen oder Sprungelemente) bei
jungen Menschen ein besonders hohes osteogenes Potenzial (Taaffe et al. 1997, Nordstrom
et al. 1998). Postmenopausale Frauen scheinen dagegen geringere Knochenreaktionen auf
starke Trainingsreize zu zeigen (Bassey et al. 1998). Sehr intensive Trainingsformen sind mit
einem hohen Verletzungsrisiko behaftet und konnen durch die Akkumulation von
Mikrofrakturen den Knochen schadigen (Nunamaker et al. 1990, Frost 1998). Ob
Reparaturmechanismen auch im Alter ausreichend wirksam sind, ist fraglich (Rittweger
2006). Eine weitere Besonderheit alterer Menschen ist die insgesamt schlechte Trainings-
Compliance, insbesondere fir nicht betreute hdusliche Bewegungsprogramme (Preisinger et
al. 2001, Mayoux-Benhamou et al. 2005). Trainingsreize mussen jedoch dauerhaft

aufrechterhalten werden, um ihre Wirksamkeit auf den Knochen nicht zu verlieren.
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1.3.2 Vibrationstraining

Vibrationstraining ist eine relativ neue Methode koérperlichen Trainings. Urspriinglich wurde
es als Trainingsunterstitzung fur Sportler und Raumfahrer genutzt und zeigte in mehreren
Studien positive Effekte auf die Muskelleistung (Cardinale und Bosco 2003, Gilsanz et al.
2006). Jankovich (1972) erkannte bereits frih den knochenstabilisierenden Effekt

chronischer Vibrationen an Ratten.

Vibrationen werden in der Arbeitsmedizin allgemein als schadlich fur das muskuloskelettale
System angesehen und Expositionszeiten sind durch Normen reglementiert worden (Griffin
1998). Chronische Vibrationen werden unter anderem mit der Pathogenese lumbaler
Ruckenschmerzen und dem Raynaud-Syndrom in Verbindung gebracht (Dandanell und
Engstrom 1986, Wilder und Pope 1996). Vibrationstraining basiert dagegen auf
regelmafigen kurzen Einheiten hochfrequenter und kleinamplitudiger Schwingungen, fir die
keine gesundheitschadlichen Wirkungen angenommen werden (Rubin et al. 2003). Aufgrund
der vielen denkbaren Vibrationsprotokolle und der bisher geringen klinischen Erfahrung sollte

deren Anwendung dennoch mit Vorsicht erfolgen (Cardinale und Wakeling 2005).

Die Intensitat eines Vibrationstrainings wird durch die Parameter Frequenz und Amplitude
sowie die dadurch hervorgerufene Beschleunigung bestimmt. Sinusférmige Schwingungen
lassen sich durch eine Uber die FuRe applizierte Ganzkdrper-Vibration (WBV, Whole Body
Vibration) effektiv auf das menschliche Skelettsystem Ubertragen (Rubin et al. 2003).
Ganzkorper-Vibrationsgerate bestehen aus einer Vibrationsplatte, die in vertikaler Richtung
sinusférmig oszilliert. Dabei bewegt sich entweder die ganze Platte gleichférmig auf und ab
oder sie schwingt in wechselnder vertikaler Richtung Uber einer zentral gelagerten Achse.
Vibrationen kénnen auf diese Weise Uber einen Frequenzbereich von ublicherweise 10 -
100 Hz mit Amplituden von <1 - 10 mm und maximalen Beschleunigungen von bis zu 20 g
appliziert werden (Cardinale und Wakeling 2005, Judex und Rubin 2010). Zwei mdgliche
Erklarungsansatze unterstiitzen die Wirksamkeit des Vibrationstrainings auf den Knochen
(Rittweger 2006).

Zum einen wird in der Muskel-Knochen-Interaktion die Grundlage des Vibrationstrainings
gesehen. Vibrationen gréRerer Amplitude und Beschleunigung mit den durch sie
hervorgerufenen Muskeleigenreflexen werden daher die deutlichsten Effekte zugeschrieben
(High Magnitude Vibration, Beschleunigung >1 ). Haufig beinhalten solche
Vibrationsprotokolle zusétzliche Bewegungsibungen auf der Vibrationsplatte. An Ratten
konnte ein vergleichsweise intensives Vibrationstraining (Beschleunigung von 2 g bei 50 Hz,
30 min/Tag fur 5 Tage/Woche Uber insgesamt 12 Wochen) den Knochenmasseverlust nach
Ovarektomie teilweise verhindern (Flieger et al. 1998). Als Trainingsunterstitzung begrenzte

Vibrationstraining den durch Schwerelosigkeit-simulierende strikte Bettruhe hervorgerufenen
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Knochenmasseverlust junger Manner wirksam (Rittweger et al. 2010). Postmenopausale
Frauen zeigten einen Knochenmassezugewinn am Schenkelhals nach 6-monatigem
progressiven Vibrationstraining (Beschleunigung von 2,3 — 5 g bei 35 — 40 Hz, maximal
30 min/Tag an 3 Tagen/Woche), welches ein Gymnastiktraining auf der Vibrationsplatte
beinhaltete (Verschueren et al. 2004). Das Vibrationstraining war dabei einem
konventionellen Krafttraining tberlegen und zeigte zusatzlich positive Effekte auf Muskelkraft

und Gleichgewicht.

Ein zweiter Erklarungsansatz schreibt Vibrationen direkte frequenzabhéangige Effekte zu,
ohne dass die hervorgerufene Beschleunigung und die damit einhergehende
Vibrationsintensitat grol3 sein missen (Low Magnitude Vibration, Beschleunigung <1 g). Eine
12-monatige Vibrationsbehandlung (Beschleunigung 0,3 g bei 30 Hz, 20 min/Tag fur
5 Tage/Woche) der Hinterlaufe von Schafen erhéhte die spongitése pQCT-Knochendichte im
proximalen Femur um 34 % (Rubin et al. 2001b). Histomorphometrische Analysen zeigten
eine VergroRerung des spongidosen Knochenvolumens und eine Zunahme der
Trabekelanzahl trotz der auf der Knochenoberflache gemessenen sehr geringen elastischen
Knochenverformungen von maximal 5 uE (Rubin et al. 2002a, Rubin et al. 2002b). Ahnlich
wurden histomorphometrische Parameter ovarektomierter Ratten durch ein Vibrationstraining
(Beschleunigung 0,15 g bei 90 Hz, 10 min/Tag Uber 28 Tage) bei ebenfalls nur minimalen
elastischen Knochenverformungen beeinflusst (Judex et al. 2007). Bei Kindern mit
zerebralen Bewegungsstorungen fanden sich Zunahmen der spongiésen pQCT-
Knochendichte in der proximalen Tibia nach 6-monatigem Vibrationstraining
(Beschleunigung 0,3 g bei 90 Hz, 10 min/Tag fur 5 Tage/Woche), wahrend die
Kontrollgruppe Knochendichte verlor (Ward et al. 2004). Bei postmenopausalen Frauen
konnte durch ein einjdhriges Vibrationstraining geringer Intensitéat (Beschleunigung 0,2 g bei
30 Hz, 2 x 10 min/Tag fur 7 Tage/Woche) bei guter Compliance der Knochenmasseverlust
an der Lendenwirbelsdule und am Schenkelhals erfolgreich reduziert werden (Rubin et al.
2004).

Insbesondere im hoheren Lebensalter kdnnte Vibrationstraining aufgrund der geringen
Trainingsintensitat und der nur kurzen Trainingseinheiten eine interessante Alternative oder
Erganzung zu klassischen Trainingsprogrammen darstellen. In einer vom Zentrum fur
Muskel- und Knochenforschung der Charité Berlin in Absprache mit der Leitlinien-
Kommission des Dachverbandes Osteologie erarbeiteten ,Leitlinie Physiotherapie und
Bewegungstherapie bei Osteoporose” wird die klinische Relevanz bisheriger Studien zur
Wirksamkeit des Vibrationstrainings aufgrund kleiner Fallzahlen und unterschiedlicher
Vibrationsverfahren als gering eingeschétzt (Felsenberg und Dietzel 2008). Dennoch wird ein
grolRes Forschungspotenzial auf dem Gebiet des Vibrationstrainings gesehen und weitere

Studien gefordert.
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1.4 Pro und Contra: Kombinierte mechanische und 6strogene
Knochenstimulation

Sowohl Ostrogene als auch mechanische Einflisse gelten als wichtige Regulatoren des
Knochenmetabolismus (Frost 1999, Riggs et al. 2002). Mdglicherweise reduziert jedoch der
geringe Ostrogenspiegel nach der Menopause die Adaptationsfahigkeit des Knochens auf
mechanische  Stimulation  (Lanyon und  Skerry  2001). Entsprechend der
mechanosensibilisierenden Rolle der Ostrogene im Mechanostat-Modell scheint eine
Kombination von mechanischer und éstrogener Stimulation sinnvoll zu sein. Mehrere Studien
fanden anhand der DXA-Knochendichte fiir die kombinierte Anwendung von kdrperlichem
Training und Hormontherapie die effektivste Reduktion des postmenopausalen
Knochenmasseverlustes (Notelovitz et al. 1991, Kohrt et al. 1995, Kohrt et al. 1998, Milliken
et al. 2003, Villareal et al. 2003).

Unter Bericksichtigung der Knochenarchitektur zeigt sich der positive Einfluss der
Ostrogene vor allem am spongitsen und endokortikalen Knochen (Jarvinen et al. 2003).
Dagegen lassen sich bei Betrachtung des periostalen Knochens auch Unterschiede im
knochenarchitektonischen  Erscheinungsbild  von  dstrogener und  mechanischer
Knochenstimulation beobachten. Nur bei geringen Ostrogenspiegeln finden sich als Reaktion
auf mechanische Stimulation deutliche periostale Knochenzuwéchse, wie sie bei Madchen
vor der Pubertat oder Mannern beobachtet werden (Bass et al. 2002, Bouillon et al. 2004).
Dagegen fallt mit Einsetzen der Pubertat und steigendem Ostrogenspiegel die periostale
Knochenapposition bei Frauen nur noch gering aus, dann dominieren endokortikale
Zuwachse (Bass et al. 2002). Erst nach der Menopause lasst sich die periostale
Knochenapposition wieder deutlicher stimulieren (Ahlborg et al. 2003, Uusi-Rasi et al. 2003).
Diese leistet einen wichtigen Beitrag zur Knochenstabilitat (Ahlborg et al. 2003, Seeman
2008). Die Suppression der periostalen Knochenapposition unter Ostrogen-Substitution
konnte auch am Osteoporose-Modell der ovarektomierten Ratte bestatigt werden (Turner RT
et al. 1987, Kim BT et al. 2003). Wahrend viele Tierstudien knochenarchitektonische
Parameter bertcksichtigten, ist die haufig an postmenopausalen Frauen angewendete DXA-
Knochendichtemessung zur isolierten Beurteilung des kortikalen Knochens nicht geeignet
(Schoenau et al. 2004).

Im Hinblick auf die Kombination von dstrogener und mechanischer Knochenstimulation ist
auch die Beteiligung der Ostrogenrezeptoren an der Mechanotransduktion interessant. Da
deren Expression im Knochen positiv mit der Ostrogenkonzentration korreliert, kénnten
ostrogene und mechanische Einfliisse im Ostrogenrezeptor eine wichtige Schnittstelle
besitzen (Lanyon und Skerry 2001, Lee et al. 2003). Ostrogene und mechanische

Stimulation teilen mindestens einen gemeinsamen molekularen Transduktionsmechanismus,
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welcher den ERa beinhaltet (Lee und Lanyon 2004). Die in vitro zu beobachtende
Osteoblastenproliferation nach mechanischer Stimulation konnte durch medikamentdse
ERa-Blockade reduziert werden (Damien et al. 1998, Cheng et al. 2002). Auch in vivo
zeigten ERa-Knockout-Méause eine verminderte periostale Knochenapposition nach
mechanischer Stimulation sowie ein reduziertes Knochenwachstum (Lindberg et al. 2001,
Lee et al. 2003).

Der Einfluss des ERR wird dagegen kontrovers diskutiert. ERR erwies sich in vitro als
hinderlich auf die Osteoblastenproliferation nach mechanischer Stimulation und in vivo
zeigten weibliche ERRB-Knockout-Mause eine Zunahme der Knochendurchmesser (Windahl
et al. 1999, Lee et al. 2004). Es ist daher vermutet worden, dass die Aktivierung des ERR die
Mechanotransduktion behindern und die reduzierte periostale Knochenapposition erklaren
konnte (Saxon und Turner 2005). Erstaunlich ist jedoch, dass ERR Uberwiegend im
spongidsen Knochen exprimiert wird (Onoe et al. 1997, Bord et al. 2001). Zudem finden sich
auch Hinweise auf eine positive Beeinflussung der Mechanotransduktion. Nach
mechanischer Stimulation zeigten ERR-Knockout-Mause eine ahnlich gestorte periostale
Knochenapposition wie ihre ERa-Knockout-Pendants (Lee et al. 2004). Auch am spongidsen

Knochen sind positive Einfliisse des ERI3 beschrieben (Lindberg et al. 2001).

Da die Isoflavone als bevorzugte ERR-Stimulatoren gelten, durfte deren Einfluss auf die
Knochenadaptation ebenfalls interessant sein. Bisher liegen nur wenige Erkenntnisse Uber
eine kombinierte Anwendung von Isoflavonen und mechanischer Stimulation vor. In einer
einjahrigen Studie zur kombinierten Anwendung von kérperlichem Training in Form eines
Walking-Programms und taglicher Isoflavon-Substitution verhinderte die Kombination am
wirksamsten den DXA-Knochendichteverlust postmenopausaler Frauen (Wu J et al. 2006).
Studien an ovarektomierten Ratten und Mausen kamen anhand eines Bruchtests bzw. von
pQCT-Parametern zu der Einschéatzung, dass die Knochenstabilitat durch die Kombination
von Laufradtraining und Genistein-Substitution am wirksamsten erhalten wurde (Nakajima et
al. 2001, Wu J et al. 2001). Eine Behinderung der periostalen Knochenapposition ist fur

Isoflavone bisher nicht beschrieben worden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dstrogene Einflisse fur die Knochenadaptation
am spongitsen Knochen eher férderlich, am kortikalen Knochen jedoch auch hinderlich sein
kénnen. Einer genauen knochenarchitektonischen Beurteilung kommt daher besondere
Bedeutung zu. Isoflavone sind selten in Kombination mit Trainingsprogrammen untersucht
worden. Jedoch deuten die wenigen vorhandenen Studien auf einen positiven Effekt
hinsichtlich der Knochenstabilitdt hin. Die Kombination von Vibrationstraining und Isoflavon-

Substitution wurde bisher nicht untersucht.
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Durch den demografischen Wandel nimmt der Anteil alter und hochaltriger Menschen in den
Industrienationen stetig zu. Gleichzeitig steigt mit dem Alter die Pravalenz der Osteoporose.
Frauen sind aufgrund der geringeren Knochenmasse und des schnellen postmenopausalen

Knochenmasseverlustes besonders gefahrdet, bereits friih Fragilitatsfrakturen zu erleiden.

Zwar existieren verschiedene spezifische Pharmaka zur Festigung des Knochens, deren
Anwendung wird jedoch nur bei bereits reduzierter DXA-Knochendichte und hohem
Frakturrisiko empfohlen. Zur effektiveren Vermeidung von Osteoporose-bedingten Frakturen
ware es daher wiinschenswert, den postmenopausalen Knochenmasseverlust maglichst
frihzeitig zu verhindern oder zu verlangsamen. Dazu werden verschiedene

BasismalRnahmen empfohlen, zu denen auch regelmafige kérperliche Aktivitat gehort.

Mechanische Stimuli sind wichtige Regulatoren des Knochenmetabolismus. Koérperliches
Training besitzt auch im Alter das Potenzial, sowohl die Knochenfestigkeit als auch das
Sturzrisiko gunstig zu beeinflussen. Allerdings mussen Trainingsprogramme im Alter
bertcksichtigen, dass das Verletzungsrisiko steigt und die Compliance meist schlecht ist.
Gerade die dauerhafte Anwendung prophylaktischer Maflinahmen ist jedoch entscheidend fir
deren Wirksamkeit. Eine mogliche Alternative oder Ergénzung kénnte ein korperlich wenig
belastendes, nur kurze Trainingseinheiten erforderndes, Vibrationstraining sein.
Verschiedene Vibrationsprotokolle unterschiedlicher Intensitat haben sich bereits als

antiresorptiv oder osteoanabol erwiesen.

Allerdings ist die Mechanosensitivitit des Knochens durch den postmenopausalen
Ostrogenmangel moglicherweise reduziert und konnte zu einer geringeren Wirksamkeit von
Trainingsprogrammen filhren. Die postmenopausale Ostrogen-Substitution hat sich als
wirksame Frakturprophylaxe erwiesen, jedoch verhindert das mit ihr verbundene Risikoprofil
eine dauerhafte Anwendung. Als mégliche Alternative gelten die Isoflavone aus der Gruppe
der Phytotstrogene. Diese besitzen zwar eine geringere ¢strogene Potenz, jedoch verspricht
man sich eine knochenselektivere Wirkungsweise verbunden mit einem niedrigeren
Risikoprofil. Die bisher vorliegenden Studien deuten auf eine positive Beeinflussung der

Knochenstabilitat durch zusatzliche Isoflavon-Substitution hin.

Das erhoffte Ziel dieser Arbeit war daher, mithilfe der Isoflavone den Vibrationseffekt auf den
Knochen zu verbessern. Die Studie fand am gut etablierten Osteoporose-Modell der
ovarektomierten Ratte statt und sollte Ruckschlisse auf die Prophylaxe der
postmenopausalen Osteoporose der Frau zulassen. Der Schwerpunkt der Analyse lag in der

histomorphometrischen Beurteilung der Knochenarchitektur.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuch

2.1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur diesen Tierversuch in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung des
Universitatsklinikums Gottingen standen 120 weibliche Sprague-Dawley-Ratten (Zichter
Winkelmann, Borchen) zur Verfiigung, die zu je 6 Tieren in Makrolon®-Kafigen gehalten
wurden. Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 3 Monate alt und wogen zwischen 220 und
230 g. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums stand ihnen Futter und Wasser zur freien
Verfigung. Die Beleuchtung des Raumes erfolgte im 12-Stunden-Rhythmus von 6:00 —
18:00 Uhr. Die Raumtemperatur wurde bei 22 — 24 T und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50 — 55 % konstant gehalten. Die Versuchstiere erhielten bis zu Versuchsbeginn soja-
und isoflavonfreies Pelletfutter (SM R/M 10 mm Pellet, Ssniff Spezialdiaten, Soest). Soja als
haufige Proteinquelle in Rattennahrung war in dieser Futtermischung durch isokalorische

Kartoffel-Protein-Zugabe ersetzt worden.

Fur den Versuch lag eine Genehmigung durch das Niedersachsische Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit vom 03.03.2006 vor (AZ 33.42502-032/06).

2.1.2 Ovarektomie

2 Tage vor Versuchsbeginn erfolgte die Ovarektomie der Tiere. Unter CO,-Narkose wurde
ein Gemisch aus Xylazin und Ketamin intraperitoneal gespritzt. Der Zugang zur Bauchhdhle
erfolgte durch zwei etwa 1,5 cm lange Schnitte jeweils dorsokaudal des Rippenbogens. Die
beiden Ovarien wurden freiprapariert, mit Hilfe eines sterilen, resorbierbaren Fadens
abgebunden und mit einem Skalpell entfernt. Die erdffneten Muskelschichten wurden mit

sterilem Nahtmaterial verschlossen und der Hautschnitt geklammert.

Jedes Tier erhielt zur eindeutigen Kennzeichnung einen 2 x 13 mm grofRer Transponder-

Chip (Micro ID®, UNO, Zevenaar, Holland) subkutan in der Nackenregion implantiert.

2.1.3 Testsubstanzen

Unmittelbar nach Ovarektomie wurden 10 verschiedene Gruppen zu jeweils 12 Tieren
gebildet. Jeder Testsubstanz war eine Vibro-Gruppe (mit zusatzlichem Vibrationstraining)
sowie eine Non-Vibro-Gruppe zugeordnet. Die zwei sojafreien Kontrollgruppen (Co-SF und
Co-SF Vibro) erhielten weiterhin das soja- und isoflavonfreie Pelletfutter. Zwei weitere
Gruppen dienten als positive Ostradiol-Kontrollen (E2 und E2 Vibro). Das Ostradiol-Futter
wurde durch Beimischung von 17(3-Estradiol-Benzoat (Sigma-Aldrich Chemie, Minchen)

durch die Firma Ssniff Spezialdiaten hergestellt. Den lIsoflavon-Gruppen wurden die
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Substanzen Equol, Genistein und Puerarin mit dem Futter verabreicht. Die gereinigten
Isoflavone wurden in Pulverform aus China importiert (Changzhou Dahua Imp. & Exp.
Group, Jiangsu, China) und dann der Firma Ssniff Spezialdiaten zur Einmischung zur

Verfligung gestellt.

Es ergab sich folgende Gruppeneinteilung mit den jeweiligen Substanzmengen:

Gruppe Substanzmenge pro kg Futter
Co-SF

Co-SF Vibro

E2 4,3 mg
E2 Vibro 4,3 mg
Equol 400 mg
Equol Vibro 400 mg
Genistein 1000 mg
Genistein Vibro 1000 mg
Puerarin 3000 mg
Puerarin Vibro 3000 mg

Tab. 2-1 Gruppeneinteilung mit Substanzmengen

2.1.4 Vibrationstraining

Das Vibrationstraining erfolgte mit der Ganzkérper-Vibrationsplatte SWINGVIBE®
Professional (Vertrieb: Best-Sportequipment, Weilburg). Es handelte sich um ein
Vibrationsgerdat, wie es fiur den kommerziellen Einsatz in Fithess-Studios oder

Physiotherapie-Einrichtungen vertrieben wird.

Folgende Vibrationsparameter wurden verwendet:

Frequenz 30 Hz
Amplitude 2 mm (gleichférmig auslenkende Platte)
Dauer 15 min/Tag Uber 3 Monate (14 Wochen)

Tab. 2-2 Vibrationsparameter

Auf der aus Edelstahl gefertigten Standplatte mit einer Abmessung von 94 x 46 cm waren
zwei streufreie Kafige fest und rutschsicher mit Spanngurten fixiert. Erst unmittelbar vor
Vibrationsbeginn wurden die Tiere aus ihren Haltungskafigen dorthin umgesetzt. Das
Vibrationstraining fand immer in den frGthen Morgenstunden zwischen 6:00 und 11:00 Uhr
statt. Die Reihenfolge, nach der die verschiedenen Versuchsgruppen zum Vibrationstraining

ausgewahlt wurden, wechselte taglich nach einem Rotationsprinzip.



Material und Methoden 30

2.1.5 Versuchsablauf

Nach einer Regenerationszeit von 2 Tagen nach Ovarektomie wurde mit dem téglichen
Vibrationstraining begonnen. Auch die Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe befanden sich
wahrend des Vibrationstrainings im selben Raum und waren den Begleitgerauschen sowie
dem Transport ausgesetzt. Zudem wurden sie analog zur Vibro-Gruppe in streufreie Kéafige

umgesetzt.

Das Verhalten der Versuchstiere wahrend der Vibration wurde stets beobachtet. Zu
Versuchsbeginn neigten die Tiere dazu, sich in einer Kafigecke zu versammeln und dort
nebeneinander zu verharren oder erfolglos aufeinander zu klettern. Dieses Verhalten anderte
sich innerhalb der ersten Versuchstage. Samtliche Tiere waren nun deutlich aktiver, richteten
sich am Kafiggitter auf und zeigten Uber die gesamte Trainingszeit einen ausgepragten
Bewegungsdrang. Dies wurde von der betreuenden Tierérztin im Sinne eines Erkundungs-
und Neugierdeverhaltens gewertet. Ein dhnliches Verhalten konnte auch bei den ebenfalls

anwesenden Non-Vibro-Tieren festgestellt werden.

Zweimal wochentlich wurde die Futteraufnahme der Tiere kontrolliert und das Korpergewicht
in den Versuchswochen eins, vier, sieben, zwolf und dreizehn bestimmt. In der 14. Woche
erfolgte die abschlieBende pQCT-Messung. Zum Ende der Woche wurde das
Vibrationstraining beendet und die Tiere in CO,-Narkose durch Dekapitierung getotet. Die
Tibiae wurden unmittelbar freiprapariert, entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung

tiefgefroren.

2.2 Herstellung der Knochenpréaparate

2.2.1 Acrylat-Einbettung

Die aufgetauten Tibiae wurden mit Hilfe einer Kneifzange im Bereich der mittleren Diaphyse
durchtrennt und zur weiteren Verarbeitung in kleinen Glasbehaltern aufbewahrt. Im ersten
Schritt erfolgte die Fixierung. In 70%igem Ethanol wurden die Tibiastliicke 3 Tage lang
aufbewahrt und anschliel3end fur jeweils 24 Stunden in 80%igem, 90%igem und 100%igem
Ethanol zunehmend entwéssert. Ein Gemisch aus 100%igem Ethanol und Aceton (Verhaltnis
1:1), ebenfalls fir 24 Stunden, diente der Entfettung. Es folgte die Durchtrankung der Tibiae
mit einem Methylmethacrylat (MMA)-Gemisch (Uber 3 Tage nach folgender
Zusammensetzung: 1000 ml Methylmethacrylat (Nr. 800590, Merck, Darmstadt), 200 ml
Di-Butylphthalat (Nr. 12487, Merck, Darmstadt), 29 g Benzoylperoxid (Nr. 801641, Merck,
Darmstadt). Die Durchtrankung fand bei 4 T im Kihlschrank statt, um ein vorzeitiges
Polymerisieren des MMA-Gemisches zu verhindern. Durch eine Temperaturerhbhung auf
32 € im Wasserbad wurde dann die Polymerisation ei ngeleitet. Der ausgehartete Acrylat-

Block konnte durch vorsichtiges Zertrimmern des GlasgefalRes befreit werden.
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2.2.2 Schneiden der Acrylat-Blocke und Objekttragerbeschichtung

Die Objekttrager wurden zunachst mit 100%igem Ethanol gesdubert und entfettet, danach
mit einer auf etwa 50 T vorgewarmten Gelatine-Chro malaunlésung diinn bestrichen
(Zusammensetzung: 0,9 g Gelatine geldst in 200 ml destilliertem Wasser zusammen mit
7,7 ml 4%iger Chromalaunlosung (Nr. 31246, Riedel de Haén, Seelze)). Die Schnittflache
des Acrylat-Blocks wurde vor dem Schneiden mit 40%igem Ethanol bepinselt, ebenso diente
eine Schale mit 40%igem Ethanol zum Auffangen und Begutachten der frisch abgetrennten
Schnitte. Geschnitten wurde im longitudinalen Verlauf der Tibia mit einem Mikrotom
Polycut S (Leica, Wetzlar) bei einer Schnittdicke von 3 pm. Gelungene Schnitte wurden auf
die beschichteten Objekttrager aufgebracht und mit 96%igem Ethanol gestreckt. Zuletzt
wurde jeder Objekttrdger mit einer Schutzfolie bedeckt und in einer Presse im

Thermoschrank bei 37 T fur mindestens 24 Stunden g etrocknet.

2.2.3 Goldner-Farbung

Verwendet wurde eine Trichrom-Farbung nach Goldner. Um Uberschissiges Acrylat zu
entfernen, wurden die Objekttrager zunéchst in ein 2-Methoxyethylacetat-Bad gegeben. Es

folgten Bader fir jeweils 10 Minuten in 100%igem Ethanol.

Das eigentliche Farben erfolgte mit dem Einsetzen der Objekttrager in Gefalle mit folgenden

Chemikalien:
1. Weigert's Hamatoxylin (10 Minuten)
2. ,Blauen® unter Leitungswasser (10 Minuten)

3. 2 g Ponceau de Xylidine + 1 g Saurefuchsin + 0,4 ml 1%ige Essigsaure + 200 ml

destilliertes Wasser (45 Minuten)
4. Spulen in 1%iger Essigsaure (1 Minute)
5. Kurzes Abspulen mit destilliertem Wasser

6. 2 g Wolframatophosphorsdure + 1 g Orange G + 200 ml destilliertes Wasser
(7 Minuten)

7. Spulen mit 1%iger Essigsaure (1 Minute)

8. 0,4 g Lichtgrun + 0,4 ml Essigsaure + 200 ml destilliertes Wasser (15 Minuten)

9. Auswaschen mit 1%iger Essigsaure

10. Entwassern in 96%igem und 100%igem Ethanol, dann in Xylol (jeweils 10 Minuten).

Mit Hilfe eines Tropfens Eukitt® lieR sich zum Abschluss ein Deckglass iiber Préparat und

Objekttrager aufbringen.
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2.3 Bestimmung histomorphometrischer Parameter

Alle Daten wurden ohne Kenntnis der Gruppenzugehérigkeit der Praparatenummern

erhoben.

Zur Auswertung der Knochenpraparate wurde ein Axiophot Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) mit
eingebauter Kamera und der Bildanalysesoftware analySIS® 3.0 (Soft Imaging System,
Minster) an einem angeschlossenen Personal-Computer verwendet. Alle Aufnahmen
erfolgten bei 4facher VergréRerung. Der zu analysierende Bildausschnitt hatte eine
Abmessung von 2,04 x 1,64 mm, was einer Flache von etwa 3,35 mm? entsprach. Von

jedem Tier wurden zwei Praparate analysiert und die Mittelwerte berechnet.

Die gemessenen und hergeleiteten Grolien, Einheiten und Abkirzungen zur Beschreibung
histomorphometrischer Parameter wurden nach den Empfehlungen des American Society of
Bone and Mineral Research (ASBMR) Histomorphometry Nomenclature Committee
verwendet (Parfitt et al. 1987). Per Konvention werden die gemessenen und abgeleiteten
GroRRen der 2-dimensionalen Vorlage in den korrespondierenden 3-dimensionalen Einheiten
angegeben. Dies geschieht unter Beriicksichtigung stereologischer Uberlegungen und

erlaubt einen Riickschluss auf die tatsachliche Knochengeometrie.

2.3.1 Spongiéser Knochenanteil (BV/TV) wund intramedullarer
Adipozytenanteil (AV/TV)

* Spongitser Knochenanteil (BV/TV in %) nach Parfitt et al. (1987):
BV/TV = 100 x Spongiose Knochenflache / Flache des Untersuchungsausschnitts
e Intramedullarer Adipozytenanteil (AV/TV in %) nach Martin und Zissimos (1991):

AVITV = 100 x Adipose Gewebeflache / Flache des Untersuchungsausschnitts.

Ein zentral zwischen oben- und untenliegender Kortikalis, von der proximalen Epiphysenfuge
etwa 0,5 mm distal gelegener Bildausschnitt wurde ausgewertet. In der Testphase hatten
folgende Bildformatierungen die zuverlassigsten Ergebnisse fur die spatere Phasenanalyse

ergeben:
1. ,Schattenkorrektur”
2. ,Invertieren*

3. ,Farbauszug der Farbe Rot".
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Analysébereich

[ Knochengewebe
Fettgewebe

I Binde- und
hamatopoetisches
Gewebe

Abb. 2-1 Bestimmung des spongidsen Knochenanteils ( BV/TV) und des intramedullaren
Adipozytenanteils (AV/TV) in der proximalen Tibiame  taphyse der ovarektomierten Ratte

a) Ubersichtsaufnahme mit dem Analysebereich etwa 0,5 mm distal der proximalen Epiphysenfuge der Tibia
b) Analysebereich im Echtfarbbild

c¢) Analysebereich nach Bildformatierung und Phasenzuordnung

Die spongidse Knochenhistologie wurde vereinfachend auf drei Strukturen reduziert. Gut
abgrenzbar waren die Knochenbélkchen des spongiésen Knochens sowie die rundlichen,
ausgewaschenen Vakuolen der Adipozyten innerhalb des Knochenmarks. Das Binde- und
hamatopoetische Gewebe lieR sich nicht genauer differenzieren und wurde in der
Auswertung nicht weiter berucksichtigt.

Den verschiedenen histologischen Strukturen lieBen sich nach der Bildformatierung

zusammenhangende Grauwertbereiche (Phasen) zuordnen. Die Schwellenwerte, welche
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den obersten und untersten Grauwert einer Phase definierten, wurden manuell fir jede
Auswertung neu kalibriert. Dazu diente das urspringliche Echtfarbbild auf einem zweiten
Monitor als Orientierungshilfe. Die Phasenanalyse errechnete dann die jeweiligen
Flachenanteile der drei definierten Strukturen. Bei Vorliegen von Praparationsdefekten
wurden nur Bildausschnitte ausgewertet, die keine gestorte Gewebestruktur aufwiesen.

2.3.2 Trabekeldurchmesser (Th.Dm)

» Trabekeldurchmesser (Tb.Dm in um) unter Annahme einer zylinderférmigen
Trabekelform nach Parfitt et al. (1987).

a) Epiphysenfuge

‘éfwﬁe

Analysébereich

Abb. 2-2 Bestimmung des Trabekeldurchmessers (Tb.Dm ) in der proximalen Tibiametaphyse
der ovarektomierten Ratte

a) Ubersichtsaufnahme mit dem Analysebereich etwa 0,5 mm distal der proximalen Epiphysenfuge der Tibia

b) Vermessung der Trabekel im histologischen Praparat

Die Trabekeldurchmesser wurden in den Echtfarbbildern der Aufnahmen vermessen, die
mithilfe der Phasenanalyse auch der Bestimmung der spongidésen Knochen- und
intramedullaren Fettgewebsanteile gedient hatten. Die Trabekelform wurde vereinfachend
als zylinderformig angenommen und aus der Abstandsmessung auf den
Trabekeldurchmesser geschlossen. Die Messorte waren zuféllig Uber die gesamten
Trabekelstrukturen verteilt, wobei Kreuzungspunkte von Trabekeln nicht beriicksichtigt
wurden. Die Messungen erfolgten manuell mit der Programmfunktion zur Abstandsmessung.

Der endgultige Trabekeldurchmesser ergab sich als Mittelwert der Einzelmessungen.
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Abb. 2-3 Trabekelstruktur der proximalen Tibiametap  hyse der
ovarektomierten Ratte

Demonstration der (berwiegend zylinderférmigen Trabekelform in der
proximalen Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte anhand einer
elektronenmikroskopischen Aufnahme (35fache Vergrdf3erung), aus Abe et
al. (1999), Seite 592.

2.3.3 Trabekelkonnektivitat (N/T)

» Trabekelkonnektivitat (N/T), Strut Analysis nach Garrahan et al. (1986):

N/T = Anzahl Trabekel-Kreuzungspunkte (N) / Anzahl freier Trabekel-Enden (T).

Kreuzungspunkte (N) Trabekel-Enden (T)

Abb. 2-4 Bestimmung der Trabekelkonnektivitat (N/T) mithilfe der Strut Analysis in der
proximalen Tibiametaphyse der ovarektomierten Ratte

a) Ubersichtsaufnahme mit dem Analysebereich etwa 0,5 mm distal der proximalen Epiphysenfuge der Tibia

b) Kennzeichnung von Trabekel-Kreuzungspunkten (N) und freien Trabekel-Enden (T) im histologischen Praparat
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Analysiert wurden die Echtfarbbilder, an denen auch die bereits beschriebenen Parameter

des spongitsen Knochens bestimmt wurden.

Die Trabekelkonnektivitat diente zur Beurteilung der Intaktheit des trabekuldren Netzwerks.
Sie wurde mithilfe der Strut Analysis als Quotient von Trabekel-Kreuzungspunkten zu freien
Trabekel-Enden beurteilt. Ein groRer Quotient sprach fur zahlreiche intertrabekulére
Verbindungen und damit fir ein intaktes trabekulares Netzwerk.

2.3.4 Kortikalisdicke (Ct.Th)

» Kortikalisdicke (Ct.Th in um) nach Parfitt et al. (1987).

Analysel;ereiche

Epiphysenfuge

+—> Kortikalisdicke (Ct.Th)

Abb. 2-5 Bestimmung der Kortikalisdicke (Ct.Th) der proximalen Tibiametaphyse der
ovarektomierten Ratte

a) Ubersichtsaufnahme mit den Analysebereichen distal der proximalen Epiphysenfuge der Tibia

b) Vermessung der Kortikalisdicke im histologischen Préparat

Zur Beurteilung der Kortikalisdicke wurden jeweils Aufnahmen von oben- und untenliegender
Kortikalis angefertigt. Die proximale Epiphysenfuge diente als Referenzlinie. Von hier
ausgehend wurden mehrere Messungen uber den gesamten Bildausschnitt manuell mit der
Programmfunktion zur Abstandsmessung durchgefuhrt. Die Messorte waren zuféllig verteilt.
Ubergangsbereiche zu trabekuldren Strukturen wurden ausgeschlossen. Die endgiiltige
Kortikalisdicke ergab sich als Mittelwert der Einzelmessungen beider Analysebereiche.
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2.4 Bestimmung der spongitésen Knochendichte (Tr.D)

« Spongidse Knochendichte (Tr.D in mg/cm?®), pQCT-Messung.

2. Schichtaufnahme
1. Schichtaufnahme

Referenzlinie

Abb. 2-6 Bestimmung der spongitésen Knochendichte (T r.D) der proximalen Tibiametaphyse
der Ratte mithilfe der pQCT

a) Planarer Ubersichtsscan in Knochenlangsachse zum Kalibrieren der Messbereiche

b) Schichtaufnahme zur Bestimmung der spongiésen Knochendichte (Tr.D) der proximalen Tibiametaphyse

Die Messung der spongitésen Knochendichte (Tr.D) erfolgte mit dem Stratec XCT Research
SA+ (Stratec Medizintechnik, Pforzheim), einem speziell zur Untersuchung von Kleintieren
entwickelten Gerat. Die gewonnenen Daten wurden mit der dazugehérigen Software Stratec
XCT V5.40 ausgewertet. Die pQCT-Messungen erfolgten unter Isofluran-Inhalationsnarkose
mithilfe einer speziellen Mund-Nasen-Maske und eines Kleintiernarkosegerates (UNO,
Zevenaar, Holland). Das jeweils linke Bein wurde in einer trichterformigen Haltevorrichtung
fixiert und Uber einen Laserstrahl der Messbereich der proximalen Tibiametaphyse grob
anvisiert. Zunéchst erstellte das Gerét einen planaren Ubersichtsscan in Knochenlangsachse
zur manuellen Positionierung der Messbereiche. Als Referenzlinie diente die proximale
Epiphysenfuge. Die spongitse Knochendichte der Tibiametaphyse ergab sich als Mittelwert
zweier Schichtaufnahmen im Abstand von 3,75 und 4,25 mm nach distal. Das spongidse
Knochenkompartiment wurde durch den Dichtebereich von 280 - 400 mg/cm?® definiert. Die

Seitenlange eines Voxels betrug 100 um.
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Prism 4 for Windows, Version 4.03
(GraphPad Software, San Diego, USA). Fur samtliche Messwerte wurde eine
Normalverteilung angenommen und parametrische Tests zur Auswertung verwendet. Die

maximal zulassige Irrtumswabhrscheinlichkeit (Signifikanzniveau p) betrug 5 %.

Zunachst erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA). Als
Variablen (Faktoren) wurden sowohl das Vibrationstraining als auch die verschiedenen

Testsubstanzen berlcksichtigt. Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:
1. Beeinflusste der erste Faktor (Vibrationstraining) systematisch das Ergebnis?
2. Beeinflusste der zweite Faktor (Testsubstanz) systematisch das Ergebnis?
3. Gab es eine Wechselwirkung beider Faktoren?

Die ermittelten p-Werte gaben Auskunft Gber einen signifikanten Effekt der einzelnen
Faktoren oder eine mogliche Wechselwirkung beider Interventionen. Zuséatzlich wurde ein
Bonferroni-Posttest durchgefiihrt, welcher die Vibro- und Non-Vibro-Gruppen auf signifikante

Unterschiede gegentber der jeweiligen sojafreien Kontrollgruppe untersuchte.

Daneben sollten die Effekte des Vibrationstrainings innerhalb der einzelnen
Substanzgruppen untersucht werden. Dazu wurden t-Tests flr unabhangige Stichproben

jeweils zwischen Vibro- und Non-Vibro-Tieren gleicher Futtergruppe durchgefihrt.

Dargestellt sind die arithmetischen Mittel in Form von Saulendiagrammen, lediglich die
Angabe der Futter- und Substanzaufnahme erfolgt in Tabellenform. Als Streuungsmafd wird
der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) durch Fehlerbalken graphisch dargestellt. Bei
Angabe von Mittelwerten im Text wird ebenfalls der Standardfehler erwahnt (arithmetisches
Mittel + Standardfehler).

Signifikante Unterschiede gegenuber den Kontrollgruppen werden durch Symbole

gekennzeichnet:
*vs. Non-Vibro-Kontrollgruppe (Co-SF), + vs. Vibro-Kontrollgruppe (Co-SF Vibro).

Signifikante Unterschiede der Vibro-Tiere gegentber den Non-Vibro-Tieren gleicher

Futtergruppe werden durch # kenntlich gemacht.

Zur Untersuchung der Korrelation histomorphometrisch erhobener Parametern mit der
spongidsen Knochendichte (Tr.D) wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson
bestimmt. Die graphische Darstellung erfolgt anhand von Streudiagrammen mit
dazugehoriger Regressionsgerade. Angegeben wird der jeweilige Korrelationskoeffizient r,

ein * kennzeichnet die signifikante Abweichung von 0.
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3 Ergebnisse

3.1 Futter- und Substanzaufnahme

Durchschnittliche

Durchschnittliche

Gruppe Substanzmenge tagliche tagliche
pro kg Futter Futteraufnahme Substanzaufnahme

pro Tier pro Tier
Co-SF 16,7+0,6 g
Co-SF Vibro 16,5+0,5¢9
E2 4,3 mg 141+0,7g* 0,06 + 0,003 mg
E2 Vibro 4,3 mg 149+0,5¢g 0,06 £ 0,002 mg
Equol 400 mg 150+05¢g* 6,00 £ 0,2 mg
Equol Vibro 400 mg 146+059g+ 5,84 + 0,2 mg
Genistein 1000 mg 16,5+0,5¢9 16,5+ 0,5 mg
Genistein Vibro 1000 mg 16,8+05¢g 16,8 + 0,5 mg
Puerarin 3000 mg 14,7+049g* 44,1 +1,2 mg
Puerarin Vibro 3000 mg 143+059+ 42,9+15mg

Tab. 3-1 Téagliche Futter- und Substanzaufnahme ovar
sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Genistein ode

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

ektomierter Ratten nach 3 Monaten unter

r Puerarin + Vibrationstraining

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fur Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,

*p < 0,05 vs. Co-SF
+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

Die hochste Futteraufnahme wurde mit 16,8 £ 0,5 g in der Genistein-Vibro-Gruppe

beobachtet, die niedrigste fand sich mit 14,1 £ 0,7 g in der E2-Non-Vibro-Gruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des

Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich

die Testsubstanzen signifikant auf die Futteraufnahme aus. Die E2-, Equol- und Puerarin-

Gruppen wiesen signifikant niedrigere Futteraufnahmen gegeniber den sojafreien Kontrollen

auf (Differenz bei E2 nur fir die Non-Vibro-Gruppe signifikant). Bei den Genistein-Gruppen

fanden sich dagegen keine signifikanten Unterschiede.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung der Futteraufnahme

durch das Vibrationstraining.
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3.2 Korpergewichtszunahme
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Korpergewichtszunahme
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Abb. 3-1 Kdrpergewichtszunahme ovarektomierter Ratt  en nach 3 Monaten unter sojafreiem
Kontrollfutter, E2, Equol, Genistein oder Puerarin * Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fur Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,
*p < 0,05 vs. Co-SF

+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

Die hochste Kérpergewichtszunahme zeigte sich mit 105 + 4,5 g in der sojafreien Non-Vibro-
Kontrollgruppe, die niedrigste wurde mit 45 + 4,5 g in der Puerarin-Non-Vibro-Gruppe

gemessen.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des
Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich
die Testsubstanzen signifikant auf die Koérpergewichtszunahme aus. Die E2-, Equol- und
Puerarin-Gruppen wiesen signifikant niedrigere Kdrpergewichtszunahmen gegeniuber den
sojafreien Kontrollen auf. Bei den Genistein-Gruppen fanden sich dagegen keine

signifikanten Unterschiede.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung der

Kdrpergewichtszunahme durch das Vibrationstraining.
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3.3 Spongitser Knochenanteil (BV/TV)
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Abb. 3-2 Spongidser Knochenanteil (BV/TV =100 x sp  ongidse Knochenflache / Flache des
Untersuchungsausschnitts) der proximalen Tibiametap hyse ovarektomierter Ratten nach 3
Monaten unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Geniste  in oder Puerarin +
Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fir Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,
*p < 0,05 vs. Co-SF

+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

Der grofdte spongidose Knochenanteil (BV/TV) fand sich mit 18,7 + 1,5 % in der E2-Non-
Vibro-Gruppe, der geringste wurde mit 11,2 += 0,7 % in der sojafreien Non-Vibro-

Kontrollgruppe gemessen.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des
Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich
die Testsubstanzen signifikant auf den spongiésen Knochenanteil aus. Die E2-, Equol- und
Puerarin-Gruppen wiesen einen signifikant hdheren spongidsen Knochenanteil gegenuber
den sojafreien Kontrollen auf (Differenz bei Equol und Puerarin nur fur die Non-Vibro-
Gruppen signifikant). Bei den Genistein-Gruppen fanden sich dagegen keine signifikanten

Unterschiede.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung des spongidsen

Knochenanteils durch das Vibrationstraining.
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3.4 Trabekeldurchmesser (Th.Dm)
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Trabekeldurchmesser

Abb. 3-3 Trabekeldurchmesser (Th.Dm) in der proxima  len Tibiametaphyse ovarektomierter
Ratten nach 3 Monaten unter sojafreiem Kontrollfutt  er, E2, Equol, Genistein oder Puerarin +
Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fur Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe

Die gro3ten Trabekeldurchmesser (Th.Dm) wurden mit 77 + 2,2 um in der Puerarin-Vibro-

Gruppe gemessen, die geringsten fanden sich mit 71 £ 2,6 um in der Equol-Vibro-Gruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des

Vibrationstrainings, der Testsubstanzen oder eine Wechselwirkung beider Interventionen.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung des

Trabekeldurchmessers durch das Vibrationstraining.
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3.5 Trabekelkonnektivitat (N/T)
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Abb. 3-4 Trabekelkonnektivitat (N/T = Quotient aus  Trabekel-Kreuzungspunkten N und freien
Trabekel-Enden T) in der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ratten nach 3 Monaten
unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Geniste  in oder Puerarin * Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fir Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,
*p < 0,05 vs. Co-SF

+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

Die mithilfe der Strut Analysis beurteilte Trabekelkonnektivitat (N/T) war mit 0,46 + 0,04 am
hochsten in der E2-Non-Vibro-Gruppe und mit 0,25 + 0,04 am geringsten in der sojafreien

Non-Vibro-Kontrollgruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des
Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich
die Testsubstanzen signifikant auf die Trabekelkonnektivitat aus. Die E2-Gruppen wiesen
eine signifikant hohere Trabekelkonnektivitat auf, bei Genistein und Puerarin war die
Differenz lediglich fur die Non-Vibro-Gruppen signifikant. Bei den Equol-Gruppen fanden sich
keine signifikanten Unterschiede.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung der

Trabekelkonnektivitat durch das Vibrationstraining.
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3.6 Kortikalisdicke (Ct.Th)
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Abb. 3-5 Kortikalisdicke (Ct.Th) der proximalen Tib  iametaphyse ovarektomierter Ratten nach 3
Monaten unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Genistein oder Puerarin
Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;
Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fiir Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,

# p < 0,05 vs. korrespondierender Non-Vibro-Gruppe

Die grofite Kortikalisdicke (Ct.Th) wurde mit 468 + 11,7 um in der sojafreien Vibro-
Kontrollgruppe gemessen, die geringste fand sich mit 393 £ 22,7 um in der E2-Vibro-Gruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des

Vibrationstrainings, der Testsubstanzen oder eine Wechselwirkung beider Interventionen.

Der t-Test ergab fur das Vibrationstraining eine signifikante Steigerung der Kortikalisdicke
um fast 14 % (p = 0,02) in der sojafreien Kontrollgruppe. Dagegen konnte ein

Vibrationseffekt weder in der E2- noch in einer der Isoflavon-Gruppen beobachtet werden.
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3.7 Intramedullarer Adipozytenanteil (AV/TV)

40+

Intramedulléarer Adipozytenanteil
(AVITV in %)

Abb. 3-6 Intramedullarer Adipozytenanteil (AV/TV = 100 x Adipdse Gewebeflache / Flache des
Untersuchungsausschnitts) in der proximalen Tibiame taphyse ovarektomierter Ratten nach 3
Monaten unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Genistein oder Puerarin
Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fiir Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,
*p < 0,05 vs. Co-SF

+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

Der grof3te intramedullare Adipozytenanteil (AV/TV) fand sich mit 35 + 1,9 % in der sojafreien

Non-Vibro-Kontrollgruppe, am geringsten war er mit 16 + 0,8 % in der E2-Vibro-Gruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des
Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich
die Testsubstanzen signifikant auf den intramedullaren Adipozytenanteil aus. Die E2-
Gruppen wiesen signifikant niedrigere intramedullare Adipozytenanteile auf, bei Equol und
Puerarin war die Differenz lediglich fir die Non-Vibro-Gruppen signifikant. Die Genistein-

Gruppen wiesen keine signifikant niedrigeren intramedullaren Adipozytenanteile auf.

Der t-Test ergab in keiner Futtergruppe eine signifikante Beeinflussung des intramedullaren

Adipozytenanteils durch das Vibrationstraining.
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3.8 Spongitse Knochendichte (Tr.D)
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Abb. 3-7 Spongitse Knochendichte (Tr.D) der proxima  len Tibiametaphyse ovarektomierter
Ratten nach 3 Monaten unter sojafreiem Kontrollfutt  er, E2, Equol, Genistein oder Puerarin +
Vibrationstraining

Angabe des arithmetischen Mittels + Standardfehler;

Zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Posttest, t-Test fur Vibro- vs. Non-Vibro-Tiere gleicher Futtergruppe,
*p < 0,05 vs. Co-SF

+ p < 0,05 vs. Co-SF Vibro

# p < 0,05 vs. korrespondierender Non-Vibro-Gruppe

Die hochste spongidse Knochendichte (Tr.D) wurde mit 230 + 6,2 mg/cm? in der E2-Non-
Vibro-Gruppe gemessen, die geringste fand sich mit 112 + 2,9 mg/cm?® in der sojafreien Non-

Vibro-Kontrollgruppe.

Die zweifaktorielle ANOVA ergab keinen Hinweis auf einen systematischen Einfluss des
Vibrationstrainings oder eine Wechselwirkung beider Interventionen. Dagegen wirkten sich
die Testsubstanzen signifikant auf die spongitése Knochendichte aus. Die E2- und Puerarin-
Gruppen wiesen signifikant grof3ere spongidse Knochendichten auf, bei Equol war die
Differenz lediglich fir die Non-Vibro-Gruppe signifikant. Bei den Genistein-Gruppen fanden

sich keine signifikanten Unterschiede.

Der t-Test ergab fir das Vibrationstraining eine signifikante Steigerung der spongidsen
Knochendichte um fast 12 % (p = 0,02) in der sojafreien Kontrollgruppe. Dagegen konnte ein

Vibrationseffekt weder in der E2- noch in einer der Isoflavon-Gruppen beobachtet werden.
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3.9 Korrelation der spongidsen Knochendichte (Tr.D) mit den
korrespondierenden histomorphometrisch erhobenen
Parametern des spongidsen Knochens
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Abb. 3-8 Korrelation der spongiésen Knochendichte ( Tr.D) mit den korrespondierenden
histomorphometrisch erhobenen Parametern des spongi 0sen Knochens der proximalen
Tibiametaphyse ovarektomierter Ratten nach 3 Monate  n unter sojafreiem Kontrollfutter, E2,
Equol, Genistein oder Puerarin + Vibrationstraining

a) Korrelation mit dem spongiésen Knochenanteil (BV/TV)

b) Korrelation mit dem Trabekeldurchmesser (Th.Dm)

¢) Korrelation mit der Trabekelkonnektivitat (N/T)

d) Korrelation mit dem intramedullaren Adipozytenanteil (AV/TV)

Pearson-Korrelation, r = Korrelationskoeffizient, * p < 0,05 vs. 0

Die spongidse Knochendichte korrelierte signifikant positiv. mit dem spongitsen
Knochenanteil (Tr.D vs. BV/TV: r = 0,50) und der Trabekelkonnektivitat (Tr.D vs. N/T:
r = 0,45). Signifikant negativ war die Korrelation mit dem intramedullaren Adipozytenanteil
(Tr.D vs. AVITV: r = - 0,66). Der Trabekeldurchmesser war in allen Versuchsgruppen
anndhernd konstant und zeigte dementsprechend keine signifikante Korrelation mit der

spongidsen Knochendichte.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

In dieser Arbeit sollte die Kombination eines taglichen kurzen Vibrationstrainings mit der
Substitution verschiedener Isoflavone als mdgliche Prophylaxe der postmenopausalen
Osteoporose untersucht werden. Erhofftes Ziel der begleitenden Isoflavon-Substitution war
es, eine gesteigerte Mechanosensitivitdit des Knochens zu erreichen und dartiber den
Vibrationseffekt zu vergré3ern. Bisher lagen wenige Erkenntnisse zur Kombination von
Isoflavonen und Trainingsprogrammen vor und Vibrationstraining als Sonderform
mechanischer Stimulation war in dieser Form noch nicht untersucht worden. Der
Schwerpunkt der Knochenanalyse lag in der histomorphometrischen Beurteilung, daneben

wurde auch die mit der pQCT bestimmte spongidse Knochendichte bertcksichtigt.

Als Untersuchungsmodell diente die ovarektomierte weibliche Ratte, welche der
postmenopausalen Osteoporose sehr &hnliche knochenarchitektonische Verdnderungen
zeigt und als geeignetes und etabliertes Osteoporose-Modell gilt (Frost und Jee 1992, Jee
und Yao 2001, Lelovas et al. 2008). Als Untersuchungsregion wurde die proximale
Tibiametaphyse gewahlt. Diese weist bereits kurz nach Ovarektomie einen schnellen
spongitsen Knochenmasseverlust auf, welcher durch E2-Substitution erfolgreich verhindert
werden kann (Wronski et al. 1988a, Seidlova-Wuttke et al. 2003). E2 wurde auch in dieser
Arbeit als Positivkontrolle gewahlt. Die proximale Tibiametaphyse der Ratte erschien zudem
als geeignete Region zur Untersuchung von Vibrationstrainings-Effekten. Judex et al. (2007)
und Rubinacci et al. (2008) konnten dort die Uber eine Bodenplatte applizierten
30-Hz-Vibrationen mithilfe spezieller Sonden erfolgreich registrieren. Christiansen und Silva
(2006) stellten an der proximalen Tibiametaphyse im Vergleich zu anderen Skelettregionen

die deutlichsten Knochenreaktionen auf ein Vibrationstraining fest.

Die Versuchsdauer von 3 Monaten sollte einer Langzeitanwendung von Vibrationstraining
und Isoflavonen bei postmenopausalen Frauen entsprechen. Ahnlich wie diese zeigen
Ratten nach Ovarektomie einen zweiphasigen Knochenmasseverlust, dessen friihe Phase
mit deutlichen Verlusten des spongidsen Knochens einhergeht und nach etwa 3 Monaten
sistiert (Wronski et al. 1988b, Wronski et al. 1989a). Die knochenarchitektonischen
Veranderungen gleichen der frihen Phase des postmenopausalen Knochenmasseverlustes
von 5 bis 10 Jahren Dauer (Riggs et al. 2002). Generell sind langere
Beobachtungszeitrdaume zur Beurteilung von Therapieeffekten am Knochen sinnvoll, da die
Knochensynthese gegeniber der Knochenresorption deutlich mehr Zeit in Anspruch nimmt
(Compston 2001).
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4.2 Futter- und Substanzaufnahme

Zum Ausschluss von Interferenzen wurde fir die Kontrollgruppen und als Basis der
substituierten Testsubstanzen sojafreies Grundfutter gewahlt. Soja ist eine haufige
Proteinquelle in Rattenhaltungsfutter und enthélt auch die hier untersuchten Isoflavone
(Thigpen et al. 1999, Owens et al. 2003). Aufgrund der Erfahrungen aus abteilungsinternen
friheren Studien war die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme der Ratten bekannt. Auf

deren Basis erfolgte die Festlegung der Substanzmengen pro kg Futter.

Fur E2 wurde eine Dosis von 4,3 mg/kg Futter gewahlt. Diese hatte in einer vorherigen
Studie zu einer E2-Serumkonzentration von 40,2 + 3,0 pg/ml gefihrt, was der
physiologischen Serumkonzentration im Prodstrus der Ratte entsprach (Vortherms 2006).
Bei einer durchschnittlichen Futtermenge von 14,1 + 0,7 g bzw. 14,9 £+ 0,5 g Futter/Tier/Tag

ergab sich eine tagliche Substanzaufnahme von jeweils etwa 0,06 mg E2 pro Tier.

Orale Aufnahme von Isoflavonen kann sowohl beim Menschen als auch bei der Ratte zu
hohen Serumkonzentrationen fiihren, welche die der (")strogene um ein Vielfaches
Ubertreffen (Adlercreutz et al. 1993, Brown NM und Setchell 2001). Fur die hier untersuchten
Isoflavone Equol, Genistein und Puerarin sind dosisabhdngig auch uterotrophe Effekte
beschrieben worden. Der Rat Uterotrophic Bioassay gilt nach der Organisation fir
wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) als sichere Nachweismethode
auch geringer Ostrogen-agonistischer Wirkungen (Owens und Koeter 2003). Zur
Sicherstellung der Bioverfiugbarkeit und der besseren Vergleichbarkeit der hier substituierten
Isoflavone wurden jeweils Substanzkonzentrationen angestrebt, flr die von einer geringen
uterotrophen Wirkung auszugehen war. Ostrogene Effekte am Uterus der Ratte werden
ERa-vermittelt (Harris et al. 2002).

Fiur Genistein ist ab einer Dosis von taglich 50 mg/kg Korpergewicht eine Zunahme des
Uterusgewichts ovarektomierter Ratten beschrieben worden (Michael McClain et al. 2006).
Fur die hier verwendete Genistein-Dosis von 1000 mg/kg Futter mit der gemessenen
durchschnittlichen Futteraufnahme von 16,5 + 0,5 g bzw. 16,8 + 0,5 g Futter/Tier/Tag ergab
sich eine tagliche Substanzaufnahme von 16,5 + 0,5 mg bzw. 16,8 + 0,5 mg Genistein pro
Tier. Unter Berlcksichtigung des Ausgangsgewichts von 220 - 230 g und der
durchschnittlichen Korpergewichtszunahme von 95,5 + 7,0 g bzw. 92,1 + 5,3 g Uber den
Versuchszeitraum kann von einer durchgehenden geringen uterotrophen Wirkung
ausgegangen werden. Ahnlich genaue Angaben zu dosisabhéngigen uterotrophen Effekten
von Equol und Puerarin lagen nicht vor. Fir Equol in der hier verwendeten Dosis von
400 mg/kg Futter waren jedoch milde uterotrophe Effekte an ovarektomierten Ratten
beobachtet worden, wéahrend geringere Dosierungen keine Uterotrophie zeigten (Rachon et
al. 2007c). Bei einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 15,0 £ 0,5 g bzw. 14,6 + 0,5 g
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Futter/Tier/Tag resultierte eine durchschnittliche tagliche Substanzaufnahme von 6,0 +
0,2 mg bzw. 5,8 + 0,2 mg Equol pro Tier. Auch Puerarin hatte in der hier verwendeten Dosis
von 3000 mg/kg Futter bereits geringe uterotrophe Effekte an ovarektomierten Ratten
hervorgerufen (Rachon et al. 2007a). Die relativ hohe Puerarin-Dosierung bericksichtigt,
dass es als Glykosid des Daidzein eine vergleichsweise hohe molare Masse aufweist. Die
durchschnittliche Futteraufnahme von 14,7 + 0,4 g bzw. 14,3 + 0,5 g Futter/Tier/Tag fuhrte zu
einer durchschnittlichen taglichen Substanzaufnahme von 44,1 + 1,2 mg bzw. 42,9 + 1,5 mg

Puerarin pro Tier.

4.3 Korpergewichtszunahme

Da das Korpergewicht eng mit der Knochendichte assoziiert ist, gilt Ubergewicht als
protektiver Faktor einer erniedrigten Knochendichte (Pfeilschifter 2006). Allerdings ist der
Einfluss der Fettmasse auf das Frakturrisiko umstritten (De Laet et al. 2005, Zhao et al.
2008). Neben grolReren mechanischen Belastungen des Skelettsystems werden die mit der
Fettmasse einhergehenden metabolischen Verdnderungen im Hinblick auf den
Knochenmetabolismus kritischer gesehen. Adipozyten férdern zwar durch ihre Aromatase-
Aktivitat die Konversion von Androgenen zu Ostrogenen, koénnen durch proinflammatorische
Zytokine andererseits auch die Knochenresorption beginstigen (Rosen CJ und Bouxsein
2006). Die Auswirkungen des mit zunehmender Fettmasse ansteigenden Leptin-
Serumspiegels auf den Knochen sind ebenfalls komplex. Neben lokal fordernden Einfllissen
der Osteoblastogenese sind Zunahmen der Knochenresorption Uber zentrale Mechanismen

beschrieben worden (Cirmanova et al. 2008).

Ostrogene gelten als wichtige Regulatoren der Fettmasse (Wade et al. 1985). Neben
direkten Effekten auf Adipozyten wirken Ostrogene uber zentrale Mechanismen auf den
Energiehaushalt (Cooke und Naaz 2004). Nach Eintreten der Menopause beobachtet man
bei Frauen eine Zunahme der intraabdominalen Fettmasse, welche haufig mit einer
Gewichtszunahme einhergeht und durch die HT erfolgreich reduziert werden kann (Tchernof
et al. 2000). E2-Substitution kann auch die nach Ovarektomie an Ratten beobachtete
Kdrpergewichts- und intraabdominale Fettmassenzunahme erfolgreich abschwéchen
(Rachon et al. 2007b).

In allen Versuchsgruppen beobachtete man lber den Versuchszeitraum eine Zunahme des
Korpergewichts. Equol- und Puerarin-Substitution konnten &hnlich wie E2 die
Korpergewichtszunahme signifikant reduzieren. Fur Genistein war kein Einfluss auf das
Korpergewicht festzustellen. Die Gruppendifferenzen fanden sich fast analog bei den
unterschiedlichen Futteraufnahmen wieder. Das Vibrationstraining zeigte dagegen keine

Beeinflussung der Futteraufnahme oder der Kérpergewichtszunahme.
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Die geringeren Korpergewichtszunahmen unter Equol- und Puerarin-Substitution kénnen im
Sinne einer ERa-agonistischen Wirkung interpretiert werden, welcher als der entscheidende
Rezeptor zur Vermittlung ostrogener Effekte auf das Fettgewebe gilt (Heine et al. 2000,
Seidlova-Wuttke et al. 2008). Aufgrund der erwarteten geringen Uterotrophie der
verwendeten Dosierungen war dieser Effekt nicht (berraschend. Erstaunlicher ist der
fehlende Einfluss von Genistein, da fir die verwendete Dosis ebenfalls eine geringe
Uterotrophie anzunehmen war und reduzierte Kérpergewichtszunahmen bereits beschrieben
wurden (Naaz et al. 2003, Kim HK et al. 2006). Allerdings sind fir Genistein dosisabhangig
auch stimulierende Effekte auf die Adipogenese beobachtet worden (Dang 2009). Der Autor
vermutet als Grund das komplexe Zusammenspiel der zahlreichen von Genistein
beeinflussten Transduktionsmechanismen. Eine vergleichbar umfangreiche Wirkungsweise
ist weder fir die Isoflavone Equol und Puerarin noch fir E2 beschrieben. So erklart
mdglicherweise der nicht ausschliellich ER-vermittelte Effekt von Genistein die

ausbleibende Beeinflussung der Kérpergewichtszunahme.

Der fehlende Einfluss des Vibrationstrainings auf das Koérpergewicht ist in zahlreichen
anderen Studien an ovarektomierten Ratten ebenfalls festgestellt worden (Flieger et al. 1998,
Rubin et al. 2001a, Oxlund et al. 2003, Judex et al. 2007, Rubinacci et al. 2008). Interessant
sind in diesem Zusammenhang die Beobachtungen von Rubin et al. (2007) und Luu et al.
(2009), die an Mausen unter einem téaglichen Vibrationstraining eine deutliche Reduktion der
subkutanen und intraabdominalen Fettmasse ohne signifikante Gewichtsverdnderungen
feststellten. Somit kénnte auch das hier verwendete Vibrationstraining zu einer vom
Kdrpergewicht unabhdngigen veranderten Koérperkomposition gefuhrt haben, zumal far
Vibrationen anabole Effekte auf den Knochen und das Muskelgewebe beschrieben sind
(Prisby et al. 2008). Der im Folgenden diskutierte fehlende systematische Einfluss des
Vibrationstrainings auf den Knochen einschlie3lich des intramedullaren Adipozytenanteils

lasst eine verénderte Kérperkomposition jedoch unwahrscheinlich erscheinen.

4.4 Vibrationstraining

Es wurde ein 30-Hz-Vibrationstraining gewahlt, da sich diese Frequenz sowohl im
Tierexperiment als auch an postmenopausalen Frauen als knochenwirksam erwiesen hatte
und sich mit der verwendeten Vibrationsplatte technisch gut umsetzten liel3

(Maximalfrequenz der verwendeten handelsiblichen Vibrationsplatte).

Die Vibrationsamplitude wurde vom Hersteller mit 2 mm angegeben. Die hervorgerufene
Beschleunigung und die damit verbundene Vibrationsintensitat lieBen sich mit den zur
Verfligung stehenden technischen Madoglichkeiten nicht exakt ermitteln. Die tagliche
Vibrationsdauer von 15 Minuten lag im Durchschnitt vergleichbarer Studien und erschien

auch im Hinblick auf eine praxisnahe Umsetzbarkeit realistisch.



Diskussion 52

4.4.1 Auswirkungen auf den spongidosen Knochen

Mithilfe der histomorphometrischen Analyse sollte insbesondere der spongiése Knochen
untersucht werden, da dieser als Ort des frihen postmenopausalen bzw.
ovarektomiebedingten Knochenmasseverlustes besonders  von Effekten  des
Vibrationstrainings profitieren kdnnte. Rubin et al. (2002a) hatten mit einem
30-Hz-Vibrationstraining an hormonell intakten weiblichen Schafen eine deutliche Steigerung
des spongiésen Knochenanteils durch Zunahme der Trabekelanzahl und -konnektivitat

beobachtet.

Die Auswirkungen des Vibrationstrainings auf die spongidose Knochenarchitektur der Ratten
blieben jedoch hinter den Erwartungen zuriick. Kein einziger der untersuchten spongiésen
Knochenparameter deutete auf einen Einfluss des Vibrationstrainings hin. Eine
Verbesserung der Mechanosensitivitdt durch die Isoflavone war nicht erkennbar. Selbst E2
als potenteste der untersuchten ostrogenen Substanzen blieb im Hinblick auf die
Mechanosensitivitdt wirkungslos. Dieses Ergebnis ist enttauschend, da Vibrationstraining
bereits in mehreren Studien antiresorptive oder knochenanabole Effekte am spongitsen
Knochen hervorgerufen hatte. Zudem ware an der Spongiosa eine positive Beeinflussung
der Mechanosensitivitat durch die Isoflavone oder E2 am wahrscheinlichsten gewesen.
Gerade dort macht sich der Ostrogenmangel durch deutliche Knochenmasseverluste

besonders bemerkbar (Lanyon und Skerry 2001).

Die ausbleibende antiresorptive Wirkung eines 30-Hz-Vibrationstrainings auf den spongiésen
Knochen der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ratten wurde auch in einer
anderen Studie festgestellt. Rubinacci et al. (2008) fanden fir zwei verschiedene 30-Hz-
Vibrationsprotokolle (0,6 bzw. 3 g, jeweils 20 min/Tag Uber 2 Monate) histomorphometrisch
keine Beeinflussung der spongidsen Knochenarchitektur. Judex et al. (2007) stellten
dagegen einen antiresorptiven Effekt am spongidsen Knochen lediglich fir ein
90-Hz-Vibrationstraining fest, dagegen blieb ein sonst analoges 45-Hz-Vibrationsprotokoll
wirkungslos. Weitere 90-Hz-Vibrationsprotokolle erwiesen sich an ovarektomierten Ratten
als wirksam auf den durch Ovarektomie bzw. Immobilisation hervorgerufenen spongitsen
Knochenmasseverlust (Rubin et al. 2001a, Sehmisch et al. 2009). Die Abh&angigkeit des
Vibrationseffektes von der Hohe der Applikationsfrequenz ist offensichtlich. Eine gesteigerte
Mechanosensitivitét hinsichtlich geringerer Vibrationsfrequenzen konnte weder durch die
Isoflavone noch durch E2 erreicht werden. Wahrscheinlich stellte das verwendete 30-Hz-
Vibrationstraining nur einen unterschwelligen mechanischen Stimulus fiir den spongidsen
Knochen dar. Diese Feststellung bestatigt die Ergebnisse der bereits an ovarektomierten

Ratten erprobten Vibrationsprotokolle mit einer Vibrationsfrequenz unterhalb von 90 Hz.
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Es ist erstaunlich, dass 30-Hz-Vibrationen bei Schafen zu so deutlichen spongidsen
Knochenreaktionen fihren konnten. Bei genauerer Betrachtung der Vibrationsdetails finden
sich mogliche Erklarungen. Die Schafe befanden sich wéhrend des Vibrationstrainings in
engen Kéfigen, die die Bewegungsfreiheit stark einschrankten und nur wenige willkirliche
Bewegungen zuliel3en. Die Ratten konnten sich im vibrierenden Kafig dagegen frei bewegen.
Es ist anzunehmen, dass sich die mechanische Stimulation positionsabhangig laufend
geandert hat. Rubin et al. (2003) stellten in ihrer Studie zur Ubertragbarkeit hochfrequenter,
niedrigamplitudiger Vibrationen auf das menschliche Skelettsystem fest, dass bereits kleine
Positionsanderungen einen groRen abschwadchenden Einfluss haben kénnen. Letztlich
belegt jedoch der festgestellte Vibrationseffekt am kortikalen Knochen, dass die
grundsatzliche Ubertragbarkeit zur proximalen Tibiametaphyse gewéhrleistet war. Die
proximale Tibiametaphyse ist aufgrund der rAumlichen Nahe zur Vibrationsplatte weniger der
abschwachenden Weichteildampfung ausgesetzt, so dass Effekte an weiter entfernt
liegenden, klinisch bedeutsameren Skelettabschnitten wie dem Schenkelhals oder den
Wirbelkérpern unwahrscheinlich erscheinen. Diese Uberlegung wird auch durch die
Beobachtungen von Christiansen und Silva (2006) bestatigt, die an Mausen die deutlichsten
spongidsen Knochenreaktionen auf ein 90-Hz-Vibrationstraining an der proximalen
Tibiametaphyse feststellten. Die Autoren vermuten aul3erdem, dass Kleintiere aufgrund ihrer
geringen Kdorpergrof3e hohere Resonanzfrequenzen aufweisen, wodurch sich Unterschiede
im wirksamen Frequenzspektrum von verschiedenen Tierarten und Menschen erklaren
lassen konnten. Fir stehende Menschen wurden Resonanzfrequenzen im Bereich von 5,5
bis 17 Hz gefunden (Rubin et al. 2003). Diese werden von den (blichen
Vibrationsprotokollen  problemlos erreicht. Zudem lasst sich die  willkirliche
Bewegungsaktivitat durch entsprechende Trainingsanweisungen relativ einfach begrenzen.
Es kann daher spekuliert werden, ob ein 30-Hz-Vibrationstraining bei postmenopausalen
Frauen nicht effektiver gewesen ware und zu spongidsen Knochenreaktionen gefiihrt hatte.
In den vorliegenden Studien von Rubin et al. (2004) und Verschueren et al. (2004) erwiesen
sich Vibrationen von 30 Hz bzw. 35 — 40 Hz zumindest anhand der DXA-Knochendichte als

wirksam.

4.4.2 Auswirkungen auf den kortikalen Knochen

Neben dem spongiésen Knochen wurde auch die Kortikalisdicke der proximalen
Tibiametaphyse beurteilt. Kortikale Knochenapposition findet nach Ostrogenentzug durch
Menopause oder Ovarektomie verstarkt statt und lasst sich aul3erdem durch mechanische
Stimulation férdern (Bass et al. 2002, Ahlborg et al. 2003). Da kortikale Adaptationsprozesse
durch Ostrogene behindert werden kénnen, kam der Beurteilung der Kortikalisdicke eine

besondere Bedeutung zu. Der Effekt der Isoflavone auf die periostale Knochenapposition
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war dagegen nicht im Einzelnen bekannt. Allerdings deuteten die vorliegenden Erkenntnisse

nicht auf eine nachteilige Beeinflussung der kortikalen Knochenadaptation hin.

Eine systematische Beeinflussung der Kortikalisdicke durch das Vibrationstraining war
analog zum spongidésen Knochen nicht feststellbar. Allerdings zeigte sich eine isolierte
signifikante Zunahme der Kortikalisdicke um fast 14 % (p = 0,02) bei den Vibro-Tieren
gegeniuber den Non-Vibro-Tieren der sojafreien Kontrollgruppe. Dieser Vibrationseffekt war

in keiner Substanzgruppe feststellbar.

Die Zunahme der Kortikalisdicke bei den Kontrolltieren kann zunéchst als Beweis einer
erfolgreichen Ubertragung der Vibrationen auf die proximale Tibiametaphyse gewertet
werden. Mechanische Stimulation fihrt im Allgemeinen zur periostalen Knochenapposition
(Bass et al. 2002). Auch fir Vibrationstraining sind Auswirkungen auf den kortikalen Knochen
beschrieben worden. Oxlund et al. (2003) sowie Rubinacci et al. (2008) fanden fir ein 45-Hz-
bzw. 30-Hz-Vibrationstraining eine gesteigerte periostale Knochenapposition bei
ovarektomierten Ratten. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Kkortikale
Dickenzunahme in der Vibro-Kontrollgruppe ist wahrscheinlich ebenfalls auf eine gesteigerte
periostale Knochenapposition zurtickzufiihren. Eine isolierte endostale Knochenapposition
erscheint bei fehlenden spongidsen Vibrationseffekten unwahrscheinlich. Diese Vermutung
wird durch die ausbleibende Dickenzunahme unter E2 bestarkt. Fir E2 ist ein hemmender
Einfluss auf die kortikale Knochenapposition bekannt (Turner RT et al. 1987, Kim BT et al.
2003). Auch Rubinacci et al. (2008) fanden an den nicht ovarektomierten Kontrolltieren keine
kortikale Knochenreaktion auf das 30-Hz-Vibrationstraining. Rubin et al. (2002a) konnten
trotz der deutlichen spongidsen Knochenreaktionen am kortikalen Knochen der hormonell

intakten Schafe keinen Vibrationseffekt feststellen.

Von Bedeutung ist auch die Beobachtung, dass samitliche Isoflavone kortikale
Vibrationseffekte ebenfalls verhinderten. Fir Isoflavone liegen im Zusammenhang mit
mechanischer Stimulation nur wenige Erfahrungen vor. Allerdings ergaben Untersuchungen
an ovarektomierten Ratten und Mausen, dass die Kombination von Laufradtraining und
Genistein-Substitution den gréf3ten Einfluss auf die Knochenstabilitdt zeigte (Nakajima et al.
2001, Wu J et al. 2001). Die hier festgestellte ausbleibende kortikale Dickenzunahme bei
gleichzeitig fehlenden spongitsen Veranderungen lasst dagegen keine Verbesserung der
Knochenstabilitdt annehmen. Dieses Ergebnis ist auch daher interessant, da sowohl E2 als
auch die Isoflavone als gute ERR-Stimulatoren gelten, dessen Rolle im Rahmen der
Mechanotransduktion haufig kontrovers gesehen wird. Saxon und Turner (2005) postulierten
den ERR als ,Anti-Mechanostat. Es kann daher spekuliert werden, ob sich die
Uberwiegende ERR-Affinitat der Isoflavone nachteilig auf die Mechanosensitivitdt des
kortikalen Knochens ausgewirkt hat. Fir die Knochenstabilitdt ist der durch kortikale

Knochenapposition zunehmende Knochendurchmesser von Bedeutung (Schoenau et al.
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2001, Seeman 2008). Dies wurde auch von Oxlund et al. (2003) anhand eines Bruchtests
und von Rubinacci et al. (2008) mit einem per pQCT berechneten Festigkeitsindex fur den
Vibrationseffekt am kortikalen Knochen der ovarektomierten Ratte bestéatigt. Daher erscheint
auch fur die hier beobachtete kortikale Dickenzunahme eine Verbesserung der

Knochenstabilitat wahrscheinlich.

Eine Einschrankung der Aussagekraft des beobachteten kortikalen Vibrationseffektes stellt
das nicht abgeschlossene Knochenwachstum der ovarektomierten Ratten dar. Aufgrund des
ausbleibenden oder spéaten Epiphysenschlusses findet man auch an der proximalen Tibia ein
langanhaltendes Knochenwachstum (Jee und Yao 2001, Lelovas et al. 2008).
Moglicherweise wurde dadurch der kortikale Vibrationseffekt beeinflusst, so dass die

Ubertragbarkeit auf den Knochen postmenopausaler Frauen eingeschrankt ware.

4.5 Isoflavone

Die Isoflavone aus der Gruppe der Phytodstrogene gelten als natirliche SERMs, denen eine
Abschwachung des postmenopausalen Knochenmasseverlustes bei geringem Risikoprofil
zugetraut wird. Die alleinige Isoflavon-Substitution hatte bereits in mehreren Tierstudien
einen knochenprotektiven Effekt unter Beweis gestellt (Setchell und Lydeking-Olsen 2003).
Dementsprechend konnte von den Isoflavonen Equol, Genistein und Puerarin eine
Reduktion des nach Ovarektomie einsetzenden spongidsen Knochenmasseverlustes

erwartet werden.

Anhand der beurteilten histomorphometrischen Parameter wurden geringe antiresorptive
Effekte am spongidsen Knochen insbesondere fir Equol und Puerarin nachgewiesen.
Dagegen zeigte sich unter Genistein lediglich eine isolierte Beeinflussung der
Trabekelkonnektivitéat, die anderen spongidsen Knochenparameter ergaben Kkeinen
Wirkungsnachweis. Die antiresorptiven Effekte der Isoflavone fielen gegeniiber E2 geringer

aus.

Uberraschend war der geringe Einfluss von Genistein auf den Knochenmasseverlust.
Genistein ist das Hauptisoflavon der Sojabohne und hatte sich bereits mehrfach als
knochenprotektiv erwiesen (Setchell und Lydeking-Olsen 2003). Knochenprotektive Effekte
fanden sich schon bei niedrigen Dosierungen ohne begleitende Uterotrophie (Fanti et al.
1998, Ishimi et al. 2000). Die Einflisse von Genistein gelten als komplex und beinhalten
neben den ER-vermittelten Effekten noch zahlreiche weitere Wirkmechanismen. Am
Knochen wurde eine dosisabhangige Wirkungsweise festgestellt. Anderson JJ et al. (1998)
zeigten, dass mit steigender Genistein-Dosis der antiresorptive Effekt abnahm. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Genistein-Dosis (taglich 16,5 + 0,5 mg bzw. 16,8 £ 0,5 mg

pro Tier) war vergleichsweise hoch gewahlt und nahm eine geringe Uterotrophie in Kauf. Es
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lasst sich vermuten, dass die hohe Genistein-Dosis die erwiinschten knochenprotektiven
Effekte nicht zur Geltung kommen lieR. Ursachlich kénnte, wie von Dang (2009) fur die
dosisabhéngigen Effekte auf Adipozyten vermutet, das komplexe Zusammenspiel der

zahlreichen von Genistein beeinflussten Transduktionsmechanismen sein.

Eine &hnlich komplexe Wirkungsweise ist fur die beiden anderen untersuchten Isoflavone
Equol und Puerarin nicht beschrieben. Obwohl auch fiir deren Dosierungen von einer
geringen Uterotrophie auszugehen war, zeigten sich deutlichere antiresorptive Effekte. Dem
Daidzein-Metaboliten Equol wird eine wichtige Rolle als knochenprotektive Substanz
zugetraut (Setchell et al. 2002a). Antiresorptive Effekte zeigten sich am Knochen von
ovarektomierten Ratten und Mausen, die auch ohne oder nur geringe Uterotrophie
beobachtet wurden (Fujioka et al. 2004, Mathey et al. 2007, Rachon et al. 2007b). Rachon et
al. (2007b) fanden bei gleicher Equol-Dosis von 400 mg/kg Futter nach 6-wo6chiger
Applikationsdauer anhand der per pQCT bestimmten spongitésen Knochendichte lediglich an
der lumbalen Wirbelsaule von Ratten einen antiresorptiven Effekt. Die Versuchsdauer von
3 Monaten fuhrte dagegen zu signifikanten antiresorptiven Effekten auch an der proximalen
Tibiametaphyse. Da dieser Effekt auch anhand der spongiésen Knochendichte
nachgewiesen wurde, ist nicht von einer durch die verschiedenen Analyseverfahren
bedingten Differenz auszugehen. Der ausbleibende antiresorptive Effekt nach 6-wochiger
Applikationsdauer ist eher auf den kurzen Beobachtungszeitraum zuriickzufiihren.
Antiresorptive Effekte am Knochen sind haufig erst in Langzeitstudien sicher nachzuweisen
(Setchell und Lydeking-Olsen 2003).

Bei Puerarin handelt sich im Gegensatz zu Equol und Genistein um ein Glykosid, welches
als Substanz mir der hoéchsten 0Ostrogenen Wirkung im Wurzelextrakt der Kopoubohne
identifiziert wurde (Boue et al. 2003). Extrakte der Kopoubohne hatten an ovarektomierten
Mausen eine antiresorptive Wirkung ohne begleitende Uterotrophie gezeigt (Wang et al.
2003). Fuor isoliertes Puerarin lagen dagegen kaum Erfahrungen vor. In der vorliegenden
Arbeit konnte auch fur Puerarin ein antiresorptiver Effekt bestatigt werden. Dagegen hatten
Wang et al. (2003) fir isoliertes Puerarin nach 4 Wochen keinen Wirkungsnachweis
gefunden. Die an Mausen verwendete Substanzmenge von taglich 2 — 8 mg pro Tier
entspricht unter Berlicksichtigung des etwa 10fach hoheren Korpergewichts der Ratten einer
anndhrend vergleichbaren Puerarin-Dosis (taglich 44,1 + 1,2 mg bzw. 42,9 £ 1,5 mg pro
Tier). Wie am Beispiel Equol bereits vermutet, kdnnte der fehlende Wirkungsnachweis von
Wang et al. (2003) auf den kurzen Beobachtungszeitraum von nur 4 Wochen zurtickzufiihren
sein. Andererseits stellt sich die Frage, ob Puerarin, dessen Aglykon Daidzein oder der
Metabolit Equol fur die beobachtete antiresorptive Wirkung verantwortlich war. Prasain et al.
(2004) konnten die Bioverfigbarkeit von reinem Puerarin in der Ratte nachweisen. Diese fir

glykosylierte Isoflavone ungewoéhnliche Eigenschaft wurde auf die stabilere C-Konjugation
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zurickgefuhrt. 72 Stunden nach Puerarin-Applikation fand sich jedoch Equol als haufigster
Metabolit im Urin der Ratte. Die Autoren vermuteten, dass resorbiertes Puerarin Uber den
enterohepatischen Kreislauf erneut in den Darm gelangte und dessen Metabolite nach
intestinaler Biotransformation reabsorbiert wurden. Die Ratte mit ihrem grof3en Caecum und
der reichhaltigen Mikroflora gilt als ausgezeichneter ,Equol-Produzent® (Setchell et al.
2002a). Dagegen wird angenommen, dass nur etwa 30 % der Frauen in westlichen
Industrienationen Equol synthetisieren kénnen (Cassidy et al. 2006, Song et al. 2006). Da
auch Equol fir den beobachteten Effekt verantwortlich gewesen sein kénnte, ware das hier
demonstrierte antiresorptive Potenzial von Puerarin zu hinterfragen und nicht zweifelsfrei

auch bei postmenopausalen Frauen zu erwarten.

4.6 Intramedullarer Adipozytenanteil

Ein weiterer histomorphometrisch beurteilter Parameter war der intramedullare
Adipozytenanteil (AV/TV) in der proximalen Tibiametaphyse. Es ist bekannt, dass alternde
und osteoporotische Knochen gegeniber altersentsprechenden Normalbefunden eine
auffallige Verfettung des Knochenmarks aufweisen (Meunier et al. 1971, Justesen et al.
2001). Diese ist auf eine Zunahme der Adipozytenanzahl und -grof3e zurickzuftihren und
lasst sich durch Ostrogen-Substitution erfolgreich verhindern (Syed et al. 2008). Die genaue
Rolle der Adipozyten im Knochenmark sowie der Grund der zunehmenden intramedullaren
Verfettung sind wenig verstanden. Neben dem passiven Auffillen von hamatopoetisch nicht
bendtigten Markraumabschnitten werden auch aktive Beitrage zur Hamatopoese und dem
Knochenmetabolismus diskutiert (Gimble et al. 1996, Rosen CJ und Bouxsein 2006, Rosen
CJ et al. 2009).

Osteoblasten und Adipozyten befinden sich im Knochenmark in direkter Nachbarschaft und
leiten sich von der gleichen multipotenten mesenchymalen Stammzelle ab. Fur die
Differenzierung zum Adipozyten spielt die Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktivierten
Rezeptors y2 (PPARy2) eine wichtige Rolle (Rosen CJ et al. 2009). David et al. (2007)
konnten anhand eines Laufradtrainings an Ratten zeigen, dass mechanische Stimulation zur
verminderten Expression des PPARy2 und zu einer reduzierten intramedullaren
Adipogenese fuhren kann. Auch durch Vibrationstraining liel3 sich die intramedulléare
Adipogenese erfolgreich reduzieren (Rubin et al. 2007, Luu et al. 2009). Durch eine
resultierende gesteigerte Osteoblastogenese konnte die Inhibition der intramedullaren
Adipogenese knochenanaboles Potential besitzen (Nuttall und Gimble 2000).
Mdglicherweise stellt der intramedullare Fettanteil zudem einen unabhéngigen Risikofaktor

flr osteoporotische Frakturen dar (Webhrli et al. 2000).

Das verwendete 30-Hz-Vibrationstraining zeigte jedoch keine Beeinflussung des

intramedullaren Adipozytenanteils und hatte damit auch unter Beriicksichtigung dieses
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zusatzlichen Parameters keinen Einfluss auf das spongiése Knochenkompartiment. Die von
Rubin et al. (2007) und Luu et al. (2009) beobachtete reduzierte intramedullare Adipogenese
wurde jeweils fur ein 90-Hz-Vibrationsprotokoll festgestellt, welches sich in gleicher oder
ahnlicher Form auch am spongidsen Knochen als wirksam erwiesen hatte. Es bestatigte sich
die bereits von Martin und Zissimos (1991) beschriebene Zunahme der intramedulléaren
Verfettung nach Ovarektomie. Equol, Puerarin und E2 konnten entsprechend ihrer
Wirksamkeit auf den spongiosen Knochenanteil die zunehmende intramedullare Verfettung

erfolgreich reduzieren.

4.7 PQCT-Messung der spongidosen Knochendichte

Die pQCT-Analyse wurde hinzugezogen, da es sich um ein nichtinvasives Verfahren handelt,
welches im Gegensatz zur klassischen DXA die tatsachliche physikalische Dichte separat fur
spongidses und kortikales Knochenkompartiment bestimmen kann und mit einer geringen
Strahlenbelastung einhergeht (Schoenau et al. 2004). Dazu wird der Knochen mithilfe einer
rotierenden Rontgenréhre und mehrerer Detektoren in Schichten gescannt. Die Schichten
haben eine konstante Dicke, wodurch sich fir jedes Volumenelement (Voxel) die
physikalische Dichte in mg/cm® errechnen lasst (Sievanen et al. 1998). Neben der
Knochendichte kénnen auch verschiedene knochenarchitektonische Parameter abgeleitet
werden. Die Bereiche des kortikalen und spongidsen Knochens sowie der umgebenden
Weichteilstrukturen lassen sich mithilfe unterschiedlicher Dampfungs-Schwellenwerte
definieren. Als spongidses Knochenkompartiment gilt der im Zentrum des
Knochenquerschnitts gelegene Bereich, der eine geringere Dichte gegeniber den
umliegenden kortikalen Knochenstrukturen aufweist. Die spongiése Knochendichte (Tr.D)
beschreibt die Gesamtdichte dieses Markraumabschnitts. Sie lasst sich bei Kleintieren
verlasslich in der proximalen Tibiametaphyse oder der distalen Femurmetaphyse bestimmen
(Ferretti et al. 2001). Die geringe Kortikalisdicke der Metaphyse verhindert dort jedoch die
verlassliche Bestimmung der kortikalen Knochendichte und einiger weiterer
Knochenparameter (Schoenau et al. 2004). Durch unvollstindig geflllte Voxel an der
Knochenoberflache féllt der sogenannte Partialvolumeneffekt starker ins Gewicht und

beeintrachtigt die Messgenauigkeit.

Da die spongitse Knochendichte keine Aussage zur Knochenarchitektur macht, erschien ein
Vergleich mit den histomorphometrisch erhobenen knochenarchitektonischen Parametern
und den sich daraus ergebenden Rickschlissen auf die Materialeigenschaften des
Knochens interessant. Die pQCT-Messung der spongidsen Knochendichte ergab gut
vergleichbare Ergebnisse zur histomorphometrischen Analyse. Die antiresorptiven Effekte
von Equol und Puerarin konnten bestétigt werden. Allerdings fielen diese gegeniber dem

E2-Effekt deutlich geringer aus. Erstaunlicherweise zeigte sich eine isolierte signifikante
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Zunahme der spongidsen Knochendichte um fast 12 % (p = 0,02) bei den Vibro-Tieren

gegenuber den Non-Vibro-Tieren der sojafreien Kontrollgruppe.

Dieses Ergebnis verwundert, da ein Einfluss des Vibrationstrainings auf den spongidsen
Knochen anhand der histomorphometrischen Parameter nicht nachgewiesen werden konnte.
Der in der pQCT-Analyse ausbleibende Vibrationseffekt in den Isoflavon- und E2-Gruppen
zeigte sich zwar histomorphometrisch auch am kortikalen Knochen, allerdings war dort ein
inhibierender Einfluss eher erwartet worden. Es lasst sich daher vermuten, dass die
Messgenauigkeit der pQCT durch die kortikale Knochenreaktion beeinflusst wurde. Da
jedoch der Messbereich des spongiésen Knochenkompartiments flexibel war und
Veranderungen des kortikalen Knochens berticksichtigen konnte, erscheint diese Erklarung
unbefriedigend. In der Metaphyse ist das spongitése Knochenkompartiment verhaltnismafig
grof3, so dass eine Beeinflussung durch die dort relativ dinne Kortikalis unwahrscheinlich

erscheint.

Differenzen zwischen histomorphometrischer Messung und pQCT-Analyse kénnten auch
durch die etwas unterschiedlichen Untersuchungsregionen bedingt sein. Die
histomorphometrisch bestimmten spongiésen Knochenparameter wurden in einem
Ausschnitt 0,5 — 2,5 mm distal der proximalen Epiphysenfuge der Tibia erhoben. Die
Berechnung der spongiésen Knochendichte erfolgte als Mittelwert der beiden
Schichtaufnahmen im Abstand von 3,75 und 4,25 mm distal der proximalen Epiphysenfuge.
Fur Unterschiede zwischen beiden Untersuchungsregionen spricht auch der relativ geringe
antiresorptive Effekt der Isoflavone gegeniber E2 in der pQCT-Messung. Rosen HN et al.
(1995) fanden ahnliche Differenzbetrage beim Vergleich der pQCT-Messung mit der
histomorphometrischen Analyse im gleichen Abstand zur Epiphysenfuge. Zudem muss
berticksichtigt werden, dass die histomorphometrische Analyse durch ihre 2-dimensionale
Betrachtungsweise limitiert ist. Ungleichmafige mikroarchitektonische
Knochenverédnderungen koénnten dadurch nicht bericksichtigt werden. Im Rahmen des
osteoporotischen Knochenmasseverlustes sind an menschlichen Wirbelkérpern ein
Uberwiegender Verlust horizontaler Trabekelstrukturen beschrieben (Atkinson PJ 1967,
Mosekilde 1988). Durch die Analyse der im Langsschnitt angefertigten Knochenpraparate
wlrde ein ahnlich ungleichmafiger Trabekelverlust in der proximalen Tibiametaphyse der
Ratte weniger ins Gewicht fallen und ebenfalls Differenzen zur 3-dimensionalen
Analysemethode der pQCT erklaren. Mdglicherweise war der antiresorptive Effekt der
Isoflavone daher insgesamt geringer als aus der histomorphometrischen Analyse

geschlossen werden konnte.

Trotz dieser Einschrankungen in der Vergleichbarkeit beider Analyseverfahren zeigten sich
zwischen der spongiosen Knochendichte und dem spongidsen Knochenanteil (Tr.D vs.
BV/TV: r = 0,50) sowie der Trabekelkonnektivitat (Tr.D vs. N/T: r = 0,45) gute positive und
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gegenuber dem intramedullaren Adipozytenanteil (Tr.D vs. AV/TV: r = -0,66) gute negative
signifikante Korrelationen. Diese Ergebnisse sind mit dem von Windahl et al. (2001) an
Mausen errechneten Korrelationskoeffizienten zwischen spongitéser Knochendichte und

spongitésem Knochenanteil (Tr.D vs. BV/TV: r = 0,68) gut vergleichbar.

Anhand der spongidésen Knochendichte lieRen sich demnach gute Rickschliisse auf die
spongidse Knochenarchitektur ziehen. Da die Trabekeldurchmesser konstant blieben und
nicht mit der spongidésen Knochendichte korrelierten, konnte von einer hohen spongitsen
Knochendichte auf ein intaktes trabekuldres Netzwerk mit zahlreichen intertrabekuléaren
Verbindungen geschlossen werden. Dies entspricht der Definition von Schoenau et al.
(2004), welche in der spongidsen Knochendichte am ehesten eine Beschreibung der

Trabekelanzahl sehen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kombination eines 30-Hz-Vibrationstrainings mit der
Substitution verschiedener Isoflavone in der Prophylaxe des ovarektomiebedingten
Knochenmasseverlustes der Ratte untersucht. Aufgrund der Parallelen zum
postmenopausalen Knochenmasseverlust der Frau sollten damit Erkenntnisse zur
Verbesserung der Osteoporoseprophylaxe gewonnen werden. Erhofftes Ziel der
begleitenden Isoflavon-Substitution war ein groRerer Vibrationseffekt. Moglicherweise ist die
Mechanosensitivitat  des Knochengewebes  aufgrund des  postmenopausalen
Ostrogenmangels reduziert. Neben einer Forderung spongioser
Knochenadaptationsprozesse scheinen Ostrogene kortikale Knochenreaktionen auch
behindern zu kdnnen. Fir Isoflavone lagen im Zusammenhang mit mechanischer Stimulation
nur wenige Erfahrungen vor. Allerdings deuteten bisherige Erkenntnisse auf eine verbesserte

Knochenstabilitdt ohne Behinderung von kortikalen Knochenadaptationsprozessen hin.

« Das Vibrationstraining zeigte keine Beeinflussung des ovarektomiebedingten
spongidsen Knochenmasseverlustes. Unter Isoflavon- und E2-Substitution wurde
ebenfalls kein Vibrationseffekt als Ausdruck einer gesteigerten Mechanosensitivitét
festgestellt. Das 30-Hz-Vibrationstraining erwies sich insgesamt als zu geringer

Stimulus fur den spongidsen Knochen.

« Der kortikale Knochen zeigte sich gegeniber der mechanischen Stimulation sensibler
und wies als Vibrationseffekt eine Zunahme der Kortikalisdicke auf. Diese wurde
durch die Isoflavone genauso wie durch E2 verhindert. Wahrscheinlich lag dem
kortikalen Vibrationseffekt eine gesteigerte periostale Knochenapposition zugrunde,

welche die Knochenstabilitat positiv beeinflusst haben kénnte.

Die alleinige Isoflavon-Substitution kodnnte sich durch ihre antiresorptive Wirkung am
spongidsen Knochen ebenfalls positiv auf die Knochenstabilitat ausgewirkt haben. Da die
Isoflavone den kortikalen Vibrationseffekt jedoch verhinderten, hat sich die Kombination

beider Interventionen in dieser Arbeit nicht bewahrt.

Es ist fraglich, ob Menschen aufgrund geringerer Resonanzfrequenzen und reduzierter
willkdirlicher ~ Aktivitat gegeniiber niedrigeren Vibrationsfrequenzen sensibler wéren.
Moglicherweise lasst sich das Ergebnis daher nur eingeschrénkt auf die postmenopausale
Frau Ubertragen. Hinsichtlich des Vibrationseffektes am kortikalen Knochen muss bedacht
werden, dass das anhaltende Knochenwachstum der Ratten diesen beeinflusst haben

konnte.
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E2, Equol, Genistein oder Puerarin + Vibrationstrai ning 41
Abb. 3-3 Trabekeldurchmesser (Th.Dm)

in der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ra  tten nach 3 Monaten

unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Geniste in oder Puerarin *

Vibrationstraining 42
Abb. 3-4 Trabekelkonnektivitat

(N/T = Quotient aus Trabekel-Kreuzungspunkten N und freien

Trabekel-Enden T) in der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ratten

nach 3 Monaten unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Genistein oder

Puerarin + Vibrationstraining 43
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Abb. 3-5 Kortikalisdicke (Ct.Th)
der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ratte n nach 3 Monaten
unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Geniste  in oder Puerarin *
Vibrationstraining

Abb. 3-6 Intramedullarer Adipozytenanteil
(AVITV = 100 x Adipose Gewebeflache / Flache des
Untersuchungsausschnitts) in der proximalen Tibiame taphyse
ovarektomierter Ratten nach 3 Monaten unter sojafre iem Kontrollfutter,
E2, Equol, Genistein oder Puerarin + Vibrationstrai  ning

Abb. 3-7 Spongidse Knochendichte (Tr.D)
der proximalen Tibiametaphyse ovarektomierter Ratte n nach 3 Monaten
unter sojafreiem Kontrollfutter, E2, Equol, Geniste  in oder Puerarin *
Vibrationstraining

Abb. 3-8 Korrelation der spongidsen Knochendichte ( Tr.D)

mit den korrespondierenden histomorphometrisch erho benen Parametern
des spongitsen Knochens der proximalen Tibiametaphy se ovarektomierter
Ratten nach 3 Monaten unter sojafreiem Kontrollfutt er, E2, Equol, Genistein

oder Puerarin + Vibrationstraining
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