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Einleitung

1. Einleitung

Die systemische Skeletterkrankung Osteoporose hat in den letzten Jahren an
Bedeutung zugenommen und wird von der WHO mittlerweile zu den zehn wichtigsten
Krankheiten weltweit gezahlt. Die Grinde dafir liegen in der demographischen
Entwicklung: Immer mehr Menschen erreichen ein Lebensalter, in dem eine
Osteoporose entstehen kann.

In Deutschland ist jede dritte Frau von Osteoporose und ihren Folgen betroffen
(BONE-EVA Studie 2006). Vor allem Frauen, die sich in der Postmenopause
befinden, sind haufig unter den Patienten. Meist vergehen Jahre, bevor die
Erkrankung Beschwerden verursacht und behandelt wird. Eine von den
Krankenkassen bezahlte Vorsorge gibt es zurzeit noch nicht und die Therapie wird
erst, wenn eine Fraktur aufgetreten ist, finanziert. Deshalb ist man auf der Suche

nach geeigneten Prophylaxemal3nahmen und Therapieformen.

1.1 Knochen

Der Knochen hat zahlreiche und vielfaltige Funktionen im menschlichen Korper.
Neben der Stutz- und Schutzfunktion ist der Knochen mit dem in ihm enthaltenen
roten Knochenmark fiir die Blutbildung und, mit einem Anteil von 99% des im Korper

vorkommenden Kalziums, fir die Kalziumspeicherung verantwortlich.

1.1.1 Aufbau des langen Réhrenknochens

Zu der Gruppe der langen Rohrenknochen gehéren die Knochen der oberen und
unteren Extremitéaten, wie Humerus, Radius, Ulna, Femur, Tibia und Fibula.
Mikroskopisch besteht der Réhrenknochen, wie jeder andere Knochen, aus einer
Knochengrundsubstanz mit anorganischen und organischen Anteilen, aus
verschiedenen Zellen und Wasser. Die anorganische Matrix macht etwa 65% der
gesamten Knochengrundsubstanz aus und besteht hauptsachlich aus Hydroxylapatit,
wahrend die organische Matrix etwa 25% ausmacht und sich aus geformten
Komponenten wie Fasern des Kollagentyps | und ungeformten Komponenten, wie
Proteoglykanen und Glykoproteinen, zusammensetzt. Die restlichen prozentualen
Anteile macht das Wasser aus. Typische Knochenzellen sind Osteoblasten,

Osteozyten, Osteoklasten und Osteoprogenitorzellen. Auf3erdem ist jeder Knochen
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durch folgende Strukturen bedeckt: Auf3en durch das gefaf3- und nervenreiche
Periost (mit Ausnahme der Gelenkflachen), innen durch das Endost und zwischen
den festen Knochensubstanzen in den Markraumen liegt das Knochenmark (Schmidt
2007).

Beim makroskopischen Aufbau unterscheidet man drei verschiedene Abschnitte. Die
beiden proximalen und distalen Enden des Knochens bezeichnet man als Epiphysen.
Die Epiphyse wird im Bereich der gelenkigen Verbindung von Gelenkknorpel bedeckt.
Zwischen den Epiphysen liegt die Diaphyse, in deren Bereich sich die Kortikalis zur
so genannten Kompakta verdickt. Die Verbindung zwischen der Epiphyse und der
Diaphyse stellt auf beiden Seiten die Metaphyse her.

Innerhalb des Kochens lassen sich zwei Bauformen voneinander abgrenzen:
Spongiosa und Kompakta. Die Spongiosa ist ein Netz aus dinnen Platten und
Balkchen (Trabekel) im Inneren des Knochens. Dabei sind die Trabekel nur auf
Druck oder Zug belastbar und haben eine trajektorielle Ausrichtung (Lillmann-Rauch
2006a). Zwischen den Trabekeln befindet sich das Knochenmark. Die Kompakta,
auch Kortikalis, ist die homogen erscheinende Rindenschicht.

Die Zusammensetzung aus Spongiosa, Kompakta und Knochenmark ist im langen
Rohrenknochen unterschiedlich. Wahrend die Kompakta in der Diaphyse sehr dick
wird, finden sich hier nur wenige Trabekel und stattdessen mehr Knochenmark. Ein

stark ausgepragtes Trabekelsystem kommt vor allem in der Epiphyse vor.

distale proximale
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
—— —A

Apophyse

Substantia
spongiosa
knocherne Markhohle Periost Substantia  (Spongiosa)
Epiphysenlinie mit Fettmark compacta mit rotem,
(Kompakta) blutbildendem  knocherne
Knochenmark  Epiphysenlinie

~N

Gelenkknorpel
Gelenkknorpel

Abb. 1: Bau eines typischen Réhrenknochens am Beispiel des Femurs
(aus Schmidt 2007, Seite 199)

1.1.2 Physiologie des Rohrenknochens
Das Langenwachstum des Ro6hrenknochens entsteht in der Wachstumsfuge, auch

Epiphysenfuge, zwischen Epiphyse und Metaphyse gelegen, durch Proliferation von
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Chondrozyten. Dabei dehnt sich die Wachstumsfuge mit derselben Geschwindigkeit
in Richtung Epiphyse aus, mit der sie von der Markhohle her abgebaut und durch
Knochengewebe ersetzt wird (Lullmann-Rauch 2006a). So verlangert sich der
Knochen und die Wachstumsfuge wandert vom Zentrum weg. Das Langenwachstum
ist beendet, wenn die Chondrozyten nicht weiter proliferieren und die Ossifikation
solange weiter geht, bis die knorpelige Wachstumsfuge durch Knochen ersetzt wird.
Anders als das Langenwachstum erfolgt das Dickenwachstum des Knochens
appositionell. Zudem ist zu bedenken, dass es Unterschiede zwischen Mensch und
Ratte, die das Versuchsobjekt darstellt, gibt. Dass die Wachstumsfuge verknéchert
und der Knochen in seinem Wachstum persistiert, gilt fir den Menschen und nicht fur
die Ratte. Hier ist die Wachstumsfuge nie geschlossen und ein lebenslanges
Wachstum ist moglich.

Auch im reifen Skelett, nach abgeschlossenem Wachstum, bleibt der Knochen
weiterhin ein stoffwechselaktives Organ mit stdndigem, dynamischem Wandel. Es
findet ein kontinuierlicher Umbau, auch Remodelling genannt, statt. In der Spongiosa
werden jahrlich 28% und in der Kompakta 4% umgebaut; betrachtet auf das gesamte
Skelett werden in einem Jahr 10% des gesamten Knochens umgebaut (Lullmann-
Rauch 2006a). Der Umbau ist die Antwort auf verénderte funktionelle Belastungen
oder die Folge einer Frakturheilung (Compston 2001). Andere Grinde sind
prophylaktische  Materialerneuerung, fortwahrende  Strukturanpassung und
Bereithaltung von rasch verfigbarem Kalzium. Dabei stehen Knochenneubildung und
-resorption im Gleichgewicht und sind an den gleichen Orten vorzufinden. Die
Osteoklasten und -blasten sind nach Art eines ,Bautrupps® organisiert (bone
multicellular unit, BMU). Die Osteoklasten bauen extrazellulare Matrix ab und
resorbieren bestehenden Knochen, wahrend gleichzeitig die Osteoblasten neue
Kochengrundsubstanz  bilden. Wahrend dieses Vorganges dauert der
Knochenaufbau durch die Osteoblasten und die anschlieRende Mineralisation

wesentlich langer als der Abbau durch die Osteoklasten (Pietschmann et al. 2009).

1.1.3 Rotes und gelbes Knochenmark
Das Knochenmark befindet sich in den inneren Hohlrdumen aller Knochen und fullt
die Raume zwischen den Knochenbéalkchen der Spongiosa und die rohrenférmigen

Raume der Diaphyse grol3er Rohrenknochen aus. Es handelt sich um die nicht
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knocherne Komponente des Knochens bestehend aus hamatopoetischem,
lymphatischem Gewebe und Fettzellen. Sein Grundgerust ist aus retikularem
Bindegewebe und weiten Lucken, in denen sich unterschiedliche Blutzellen
differenzieren kénnen. Dabei macht das Knochenmark etwa 5% des gesamten
Korpergewichts aus (Welsch 2006).

Man unterscheidet, je nach der Farbe, rotes und gelbes Knochenmark. Das gelbe
Knochenmark enthalt vorwiegend eine grof3e Zahl an Fettzellen, wahrend das rote
Knochenmark hdmatopoetisch aktiv ist und eine hohe Anzahl an unreifen und reifen
Stadien verschiedener Blutzellreihen und Zellen der Immunabwehr aufweist
(Lallmann-Rauch 2006b). Hier findet die Erythro-, Thrombo- und Granulopoese statt.
Beide Knochenmarkformen kdnnen je nach Bedarf ineinander tbergehen. So findet
man beim Neugeborenen das rote Knochenmark in allen Knochen. Beim gesunden
Erwachsenen ist es jedoch beschrankt auf das Sternum, die Wirbelkorper, die
Rippen, den Beckenkamm, die Schédelknochen und die Epi- und Metaphyse langer
Rohrenknochen. Die tbrigen Knochen enthalten Uberwiegend nicht hAmatopoetisch
aktives Knochenmark. Zusatzlich kommt es mit zunehmendem Lebensalter zu einer
VergroRRerung des gelben Knochenmarks und einer verringerten Knochenneubildung.
In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein hohes Lebensalter und
vor allem ein erhohter Fettanteil eine Zunahme der Adipogenese im Knochenmark
bewirken und dass es eine direkte Korrelation mit dem verringerten trabekulérem
Knochenvolumen gibt (Justesen et al. 2001). Nach Untersuchungen von
Beckenkammbiopsien im Alter zwischen 20 und 90 Jahren wurde deutlich, dass das
Trabekelvolumen um 40% abnimmt, aber das Fettgewebe im Knochenmark um
300% zunimmt (Syed et al. 2008). Fur die Trabekelabnahme scheinen die Zytokine
und Fettsauren der Adipozyten verantwortlich zu sein, weil sie eine lipotoxische
Wirkung austben (Duque 2008).

Wahrend es bei unbehandelten postmenopausalen Frauen mit Osteoporose zu einer
Anderung des Verhéltnisses von Adipozyten zu Gewebe kommt, kann eine

Ostrogentherapie diese Veranderung verhindern oder umkehren (Syed et al. 2008).

1.1.4 Die Wirkung der Geschlechtshormone auf den Knochen
Durch zahlreiche verschiedene Hormone wird der Knochenstoffwechsel beeinflusst

und gelenkt. Den Hauptteil der hormonellen Regulation Ubernehmen die
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Geschlechtshormone. So geht man von einer komplexen Wechselwirkung der
Geschlechtshormone innerhalb des Knochenstoffwechsels bei beiden Geschlechtern
aus (Venken et al. 2008). Ostrogene spielen mit dem Beginn der Pubertat sowohl
wahrend der Knochenentwicklung in der Wachstumsphase als auch in der
Aufrechterhaltung der Knochenmasse im erwachsenen Skelett eine wichtige Rolle.
Sie nehmen direkt Wirkung auf die Knorpelzellen der Wachstumsfuge und
beeinflussen das Langenwachstum und die Zunahme der Gesamtknochenmasse.
Sie sind auch fur den Schluss der Epiphysenfuge zum Ende der Wachstumsphase
beim Menschen verantwortlich (Juul 2001), bei der Ratte kommt es zu einer
Verkleinerung der Wachsumsfuge. AufRerdem bewirken sie die Kalziumablagerung
im Knochen und sind fir eine ausgeglichene Kalziumbilanz zustéandig (Leidenberger
1998).

Dabei wirken Ostrogene Uber die Bindung an zwei verschiedenen
Ostrogenrezeptoren auf den Knochen: ERa und ERPB, wobei eine verschiedene
Bindungsaffinitat fur Ostrogene besteht. Die Wirkung auf das Knochenwachstum wird
hauptsachlich Uber ERa und weniger uber ERB vermittelt. ERB wurde im Knochen
nachgewiesen, seine Rolle ist aber unklar. Teilweise wird Uber eine antagonistische
Wirkung zu ERa berichtet (Riggs et al. 2002). Auch die Verteilung der beiden
Rezeptoren ist verschieden (Bord et al. 2001).

Andere wichtige Hormone, die in den Knochenstoffwechsel eingreifen, sind GH,
welches die Proliferation von Chondrozyten und Osteoblastenvorlaufern induziert,

Kalzitriol, Schilddriisenhormone und Nebennierenrindenhormone.

1.2 Osteoporose

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung mit einer niedrigen
Knochenmasse, einer mikroarchitektonischen Verschlechterung des
Knochengewebes und einem draus resultierenden erhdhten Frakturrisiko
(Consensus Development Conference 1991). Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) definiert Osteoporose durch eine Knochendichte von unter 2,5
Standardabweichungen (auch T-Score) unterhalb des Mittelwerts des jungen
gesunden Erwachsenen (WHO Study Group 1994).

Die Osteoporose ist die haufigste metabolische Knochenerkrankung. Insgesamt sind

in Deutschland mehr als 7,8 Millionen Menschen im Alter von 50 Jahren und &alter an
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Osteoporose erkrankt (BONE-EVA Studie 2006). Die Erkrankung tritt haufiger bei
Frauen (5,4 Millionen) als bei Mannern (1,3 Millionen) auf. So ist nach dem
Klimakterium jede dritte Frau von Osteoporose und ihren Folgen betroffen.

Jahrlich verursacht diese Erkrankung in Deutschland Kosten von 5,4 Milliarden Euro.
Damit gehort die Osteoporose zu den teuren Volkskrankheiten wie Diabetes mellitus
und ischamischen Herzkrankheiten (BONE-EVA Studie 2006).

Abb. 2

Wirbelkdrper im Quer- und Frontalschnitt

Links: bei Skelettgesunden Rechts: bei Osteoporosepatienten
(aus Schlote und Riede 1999/2001, Seite 1120)

Gleichzeitig ist die Osteoporose eine zunachst unbemerkt verlaufende Erkrankung.
Ihre spatere Klinik ist durch Frakturen und deren Folgen gezeichnet. So wurden im
Jahr 2003 in Deutschland 333.322 Frakturen im Zusammenhang mit Osteoporose
registriert (BONE-EVA Studie 2006). Die mit Osteoporose assoziierten Frakturen
haben fir das tagliche Leben Konsequenzen: Einschréankung der Lebensqualitat,
akute und chronische Schmerzen, funktionelle Einschrankungen bis hin zu einer
erhohten Mortalitat (DVO-Leitlinie 2009).

Man kann die Osteoporose nach mehreren gebrauchlichen Einteilungen in
verschiedene Formen gruppieren. So gibt es Einteilungsmaoglichkeiten nach der
Lokalisation im Skelett, nach drohenden und schon eingetretenen Frakturen oder
nach der Atiologie. Hierbei wird die primare Form von der sekundaren Form
unterschieden. Die primare Form lasst sich weiter aufteilen in eine postmenopausale
(Typ 1), eine senile (Typ II) und eine juvenile Osteoporose. Die fur die sekundére

Form verantwortlichen Ursachen sind sehr vielfaltig. Haufig fihren ein erhohter
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Glucocorticoidspiegel im Blut (durch eine Corticoid-Therapie oder Cushing-Syndrom),
Hyperparathyreodismus, Hyperthyreose, Sexualhormonmangel, komplexe
Osteopathien, neoplastische Erkrankungen (multiples Myelom) oder hereditare
Erkrankungen zu einer sekundaren Osteoporose (Ziegler 2001).

1.2.1 Pathophysiologie der priméren Osteoporose

Da der Knochen ein lebendiges Organ ist, passt er sich den sich stéandig andernden
Anforderungen durch Remodelling an. Dabei Gberwiegt bis zum 30. Lebensjahr der
Knochenaufbau den Knochenabbau und das menschliche Skelett hat im Alter
zwischen 20 und 30 Jahren seine grofite Knochenmasse (Heaney et al. 2000).
Allerdings ist dies individuell sehr variabel, da genetische Faktoren, Umwelteinflisse
und korperliche Aktivitat zu beriicksichtigen sind. Danach stehen Knochenneubildung
und -resorption im Gleichgewicht. Aber schon einige Jahre spater kommt es zu
einem Ubergewicht der Knochenresorption und zu einer negativen Bilanz. Es folgt
der altersbedingte Knochenabbau, der etwa 1% pro Jahr bei beiden Geschlechtern
ausmacht.

Zusatzlich zu diesem altersbedingten Knochenabbau beschleunigt die Osteoporose
den Abbauprozess. Die Hauptursache ist der zunehmende Ostrogenmangel durch
die Abnahme der Ovarfunktion. Zunachst kommt es zu einem beschleunigten
Knochenstoffwechsel, der Uberwiegend im trabekuldren Knochen zu einem
Knochenverlust fuhrt. Auf diese Phase folgt ein langsamerer und kontinuierlicher
Knochenabbau, der im trabekularen und kortikalen Knochen zu finden ist (Riggs et al.
1998). Mit dem Wegfallen der Ostrogene, die die Osteoblasten stimulieren und damit
knochenprotektiv wirken, kommt es aus Fettzellen zu einer Zunahme osteolytisch
wirkender Zytokine wie Interleukin-1 und Interleukin-6 und damit zu einer verstarkten
Aktivierung der Knochenresorption. Die Zyklen der Umbauvorgange werden kirzer,
was zur Folge hat, dass die Restitution der Lakunen nicht vollstéandig erfolgt und
immer mehr Knochenmasse verloren geht (Ziegler 2001).

Bei der postmenopausalen Osteoporose (Typ ) ist vor allem der trabekulére
Knochen betroffen und es kommt hauptsachlich zu Wirbelfrakturen. Bei der spateren
senilen Osteoporose (Typ II) kommt es zunehmend zu einem Verlust des kompakten
Knochens und Frakturen der Rohrenknochen treten hinzu. Hierbei ist der

Oberschenkelhalsbruch  typisch. Es handelt sich um eine systemische
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Skeletterkrankung, die auch low-turn-over-Osteoporose des alternden Menschen
genannt wird, wobei zunehmend auch das mannliche Geschlecht betroffen ist. Die
Patienten sind haufig tUber 60 Jahre alt. Dabei sind Kombinationen der
postmenopausalen und senilen Osteoporose mdglich und nicht ungewdhnlich.

Deshalb ist es in einer immer alter werdenden Gesellschaft wichtig, vor dem
Auftreten von Frakturen eine Osteoporose frihzeitig zu diagnostizieren und aktiv

gegen einen Abbau von Knochenmasse vorzugehen.

1.2.2 Prophylaxe und Therapie der Osteoporose

Die Prophylaxe der Osteoporose fasst alle Mal3nahmen zusammen, die den raschen
Abbau von Knochenmasse und die Entstehung einer Osteoporose vermeiden
kénnen. Ab dem 50. Lebensjahr empfehlen Hausarzte, Gynakologen und Urologen
drei Mal die Woche Bewegung Utber 30 Minuten und téglich nahrungserganzend
Kalzium und Vitamin D zu sich zu nehmen. Allerdings wird zurzeit in Deutschland
kaum eine einheitliche Prophylaxe durchgefihrt.

In  der Osteoporosetherapie gibt es viele verschiedene Wirkstoffe mit
unterschiedlichen Ansatzpunkten. So werden Bisphosphonate wie z.B. Alendronate
eingesetzt. Andere Substanzen, die den Knochenabbau bremsen, sind Kalzitonin,
Raloxifen, Strontiumranelat und Parathormon. Da die Osteoporose haufig auf einem
Ostrogenmangel beruht, lag die Hormonersatztherapie mit Ostrogenen nahe und war
friher das Mittel der Wahl. Die Osteoporoseprophylaxe und Linderung der
klimakterischen Beschwerden durch die Hormonersatztherapie gilt als bewiesen
(Henry et al. 1998, Bjarnason et al. 1998). Allerdings sind auch die zahlreichen, zum
Teil erheblichen, Nebenwirkungen bekannt. So musste die Studie der Women's
Health Initiative (WHI) abgebrochen werden, da ein gehauftes Auftreten von
Mammakarzinomen und kardiovaskuléren Problemen beobachtet wurde. Aul3erdem
sind auch andere unerwinschte Nebenwirkungen, wie thromboembolische
Ereignisse, Blutgerinnungsstérungen und Endometriumkarzinome (Liehr 2001,
Southcott 2001, Rossouw et al. 2002), bekannt.

Aus diesem Grund wird vermehrt nach Alternativen zur Hormonersatztherapie mit
geringen Nebenwirkungen und ahnlichen osteoprotektiven Effekten gesucht. Solche
Substanzen werden auch selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM)

genannt. Das bedeutet im Gegensatz zu Ostrogenen, die an ihre Rezeptoren als
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Agonisten binden, und im Gegensatz zu Antidstrogenen, die an diesen Rezeptoren
als Antagonisten wirken, konnen SERMSs, je nach Organ oder Gewebe, an den
Ostrogenrezeptoren als Agonisten oder als Antagonisten wirken (Riggs et Hartmann
2003). Im Menschen sollte ein idealer SERM 6strogenéhnliche Wirkung auf das
Gehirn haben, um neurovegetative Beschwerden wie Hitzewallungen, psychische
Probleme und die Entwicklung von Morbus Alzheimer zu unterbinden. AulRerdem
sollte es auf das kardiovaskulare System wirken, um Arteriosklerose zu verhindern,
im Urogenitaltrakt sollte es Inkontinenz vorbeugen, das vaginale Milieu stabilisieren
und im Knochen osteoprotektiv wirken (Seidlova-Wuttke et al. 2003, Wuttke et al.
2003b). Daneben darf aber ein SERM keine unerwiinschten 0Ostrogenahnlichen
Wirkungen auf die Brustdrise, den Uterus und die Blutgerinnung haben (Seidlova-
Wauttke et al. 2003).

Folglich sind pflanzliche Wirkstoffe mit hormon&ahnlichen Eigenschaften zunehmend
in das Interesse der Wissenschaft und der Patienten getreten. Es wurde festgestellt,
dass einige Phytohormone klimakterische Beschwerden lindern kbnnen und auch
moglicherweise antiosteoporotische Effekte aufweisen, mit positiver Wirkung auf den
Knochenstoffwechsel. Dabei haben sie keine unerwiinschten Wirkungen auf die
Endometriumdicke (Wuttke et al. 2003a) oder die Brustdrise (Kapur et al. 2008).

1.3 Die ovarektomierte Ratte als Modell

Die ovarektomierte (ovx) Ratte ist als Modell zur Erforschung der postmenopausalen
Osteoporose der Frau anerkannt und wird zahlreich verwendet (Turner et al. 2001,
Hgegh-Andersen et al. 2004, Kharode et al. 2008). Dabei sind grundsétzliche
Vorteile die relativ gunstigen Erwerbs- und Haltungskosten, eine absehbare
Entwicklungs- und Lebensdauer, gute Kontrolle und die Mdglichkeit einer invasiven
Vorgehensweise (Turner et al. 2001). Durch die Ovarektomie und den damit
induzierten Ostrogenmangel kann man den postmenopausalen Knochenabbau
imitieren.

Der Knochenabbau nach Ovarektomie der Ratte &hnelt dem der postmenopausalen
Frau. Ein Beispiel ist, dass wahrend der gesteigerten Knochenumbaurate bei beiden
die Knochenresorption gegentber der Knochenneubildung Uberwiegt. So konnte
gezeigt werden, dass die Serumparameter fir Knochenresorption und

Knochenbildung nach der Ovarektomie ansteigen. Es kommt aber unabhangig von
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der erhohten Knochenbildung zu einer Abnahme der trabekularen Konnektivitat und
zu Porositaten (Abe et al 1999). Dabei ist der Knochenverlust bei Mensch und Ratte
in dem trabekuldren Knochen grof3er als in der Kompakta (Kalu 1991). Mit
zunehmendem Lebensalter kommt es in geringerem Umfang auch in der Kompakta
zu Knochenverlusten. Beiden gemeinsam sind auch die Tatsachen, dass Adipositas
vom weiblichen Fettverteilungstyp einen gewissen Schutz vor Osteoporose bietet
und dass bei beiden das Skelettsystem ahnlich auf Osteoporosetherapeutika, wie
Ostrogene, Bisphosphonate oder Bewegung reagiert (Kalu 1991). Nach der
Menopause nimmt der Knochen einer Frau jedes Jahr um ca. 1-2 % an
Knochendichte ab. Aus vorherigen Versuchen weild man, dass es in der Metaphyse
der Tibia der Ratte nach einem Monat zu einem Spongiosadichteverlust um 25-30%
kommt (Seidlova-Wuttke et al. 2003). Im Rattenleben entspricht ein Monat ungefahr
3,5 Jahren. Aus diesen Griunden ist die Ratte sehr gut geeignet, um an der Dynamik
der Osteoporoseentwicklung zu forschen.

Ein Unterschied zwischen Ratte und Mensch ist, dass die Wachstumsfuge der Ratte
nicht verknochert, wie es bei dem Menschen der Fall ist. Aber die Wachstumsfuge
der Ratte wird mit dem Alter reduziert.

Bei der Untersuchung des Knochens wird die proximale Tibia haufig verwendet, weil
hier nach Ovarektomie ein schneller und beachtlicher Knochenverlust vorzufinden ist
(Martin et al. 2003, Seidlova-Wuttke et al. 2003, Seidlova-Wuttke et al. 2008).
Folglich ist die Tibia der Ratte ein geeignetes Studienobjekt fiir die Erforschung der

postmenopausalen Osteoporose der Frau.

1.4 Die histomorphometrische Analyse

Um die Knochenstruktur zu untersuchen, gibt es zahlreiche Mdéglichkeiten. Klinisch
hat sich die Knochendichtemessung als diagnostische Methode der Wabhl
durchgesetzt. Als einfaches und nicht invasives Verfahren ist die Dual X-ray-
Absorptiometrie (DXA), basierend auf Rontgenstrahlung, zu nennen. Eine
unterschiedliche Dichte der Materialien erzeugt ein unterschiedliches
Schwéachungsprofil der energiereichen Rontgenstrahlung. Somit lassen sich Gewebe
wie Knochen-, Muskel- und Fettgewebe gut darstellen. Allerdings kann man weder
die Dichte noch eine weitere Differenzierung in kortikale und trabekulare Strukturen

des Knochens bestimmen. Im Gegensatz dazu sind mit Hilfe der Quantitativen
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Computertomographie (QCT) die Bestimmung der Knochendichte (kg/m3) und eine
weitere Differenzierung des Knochens moglich. In einigen vorherigen Versuchen
wurde die Tibia der Ratte unter Zuhilfenahme dieser Methode untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wird der Knochen mit Hilfe der Histomorphometrie, die sich mit
der Vermessung von Strukturen in einem histologischen Praparat befasst,
ausgewertet. Entscheidender Vorteil der Knochenhistomorphometrie ist die
Untersuchung der strukturellen trabekularen Integritat des Knochens, wahrend eine
Strukturanalyse der Infrastruktur des Knochens mit Hilfe der QCT nicht moglich ist.
Eine histologische Analyse der zweidimensionalen trabekularen Mikroarchitektur ist
nach den Methoden von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al. (1986)
moglich und liefert Aussagen uber die rdumliche Organisation und Qualitat der
Trabekel. Die Knochenhistomorphometrie ist eine verbreitete Methode in der
experimentellen Forschung und ist unter anderem auch zur Erforschung der
Osteoporose (Kimmel et al 1990) geeignet. Aus diesen Grinden wurde in der
vorliegenden Studie zur Untersuchung der Wirkung der Testsubstanzen auf die

Metaphyse der Tibia die histomorphometrische Analyse verwendet.

1.5 Die Testsubstanzen

1.5.1 Tinospora cordifolia

Tinospora cordifolia (TC) ist eine Kletterpflanze aus der Familie der Menispermaceae
(Mondsamengewdachse) und wachst hauptsachlich in den tropischen Klimazonen
Indiens. Sie wird seit Jahrhunderten in der traditionellen indischen Heilkunst
Ayurveda verwendet. Es gibt viele verschiedene Bezeichnungen fir die Pflanze, aber
sie ist vor allem unter dem Namen Guduchi weit bekannt.

In der Ayurveda wird diese Pflanze gegen sehr vielseitige Beschwerden verwendet.
Aus diesem Grund findet sie nicht nur prophylaktisch, sondern auch bei Infektionen,
Diabetes mellitus, neurologischen Erkrankungen, Rheuma, Hautveranderungen,
Lebererkrankungen und vielen anderen korperlichen und seelischen Beschwerden
Anwendung.

In der Literatur gibt es zahlreiche Belege fir die positive Wirkung von TC auf den
Organismus. Es gibt Hinweise, dass sie antiallergische (Nayampalli et al. 1986),
antioxidative (Mathew et Kuttan 1997), entzindungshemmende (Pendse et al. 1977)

und immunmodulatorische Wirkungen (Kapil et Sharma 1997) besitzt.
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Auch auf den Knochenstoffwechsel hat diese Pflanze einen positiven Effekt. Es
konnte gezeigt werden, dass sie eine osteoprotektive Wirkung bei ovx Ratten hat und
gleichzeitig keinen Einfluss auf die Proliferation der Brustdrise und des Uterus, wie
es bei Ostrogenen der Fall ist, nimmt (Kapur et al. 2008). Daher haben Bestandteile
dieser Pflanze wahrscheinlich antiosteoporotische Eigenschaften.

Auf Grund der vielen positiven Fahigkeiten ist man auf der Suche nach den
Bestandteilen, die fur die Wirkung im Organismus verantwortlich sind. Bei der
Auftrennung der Pflanze in ihre Bestandteile kann man Substanzen verschiedener
Klassen finden, wie Alkaloide, Glycoside, Phenole, Lactone, Polysaccharide,
Steroide und andere. Unter den Steroiden kann 20-Hydroxyecdyson nachgewiesen
werden (Singh et al. 2003). Somit zahlt Tinospora cordifolia zu den Pflanzen, die
Ecdysteroide enthalten.

1.5.2 Ecdysteroide

Ecdysteroide sind strukturverwandte

Substanzen, die im Tierreich eine
hormoné&hnliche Wirkung haben und in
Pflanzen als sekundare Inhaltstoffe
vorkommen konnen. Erstmals konnten
Ecdysteroide von Butenandt und
Karlson im Jahr 1954 aus der
Seidenspinnerpuppe isoliert werden
(Butenandt et Karlson 1954). Dabei

wurden sie zunachst als Hormone fir

Abb. 3
den Ablauf der Metamorphose und Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson
(aus Bathori und Pongraz 2005, Seite 155)

Hautung wahrgenommen. lhre Struktur
ist seit 1965 bekannt (Huber et Hoppe
1965).

Bei dem chemischen Aufbau findet man ein polyhydroxiliertes Steranringsystem,
bestehend aus 27 bis 29 Kohlenstoffatomen mit einer Alkylseitenkette an C-17 und
einer konjugierten Doppelbindung im Ring B. Aul3erdem ist an der 14a-Position und
an der 3B-Position jeweils eine Hydroxygruppe und zusétzlich am Ring B eine 7-en-

6-one Chromophor-Gruppe (Béathori et Pongracz 2005).
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Ecdysteroide konnten in Arthropoden, Invertebraten, Pilzen und Pflanzen
nachgewiesen werden. Ihre Wirkung erfolgt Gber einen Ecdysteroidrezeptor, der ein
Mitglied der nuklearen Rezeptor-Superfamilie ist (Laudet 1997). Durch die Bindung
an diesen Rezeptor wird Einfluss auf die Genexpression genommen. Die Regulation
der Genexpression erfolgt Uber Dimere, entweder als Homodimer- oder als
Heterodimerkomplex mit einem anderen Mitglied der nuklearen Rezeptor-
Superfamilie. So interagiert der Ecdysteroidrezeptor mit Ultraspiracle-Protein (UsP)
als Heterodimerkomplex in Insekten, wéhrend in Wirbeltieren, durch seine
strukturelle Ahnlichkeit zu UsP, der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) diese Rolle
zugesprochen bekommt (Lafont et Dinan 2003).

Dabei hat der Ecdysteroidrezeptor groRe Ahnlichkeit mit den Steroidrezeptoren des
Menschen, dem Schilddrisenhormon-Rezeptor, dem Vitamin-D-Rezeptor und
anderen (Penzlin 2005). Es konnte aber weder ein Ecdysteroidrezeptor in
Vertebraten (einschliel3lich des Menschen) nachgewiesen werden (Palli et al. 2005),
noch binden Ecdysteroide an die humanen Steroidrezeptoren (Batholi et al. 2008).
Es ist Vertebraten auch nicht mdglich, Ecdysteroide endogen zu bilden. Aber
Ecdysteroide sind bei vielen Tieren ein normaler Bestandteil der Nahrung.

Dies liegt daran, dass Ecdysteroide auch in 5-6% aller Pflanzen aufzufinden sind
(Dinan 1995). Dabei ist die Konzentration wesentlich hoher als die durchschnittliche
Konzentration in Arthropoden, zu denen Insekten gehéren. Ihre Aufgabe besteht hier
in der Abwehr von Fressfeinden (Dinan 2001). In Europa ist ein bekannter Vertreter
der ecdysteroidhaltigen Pflanzen der Spinat. Auch in Tinospora cordifolia ist Ecdyson
zu finden (Singh et al. 2003). Pflanzen stellen heutzutage die Hauptisolationsquelle
dar. Dadurch koénnen groRere Mengen Ecdysteroide isoliert und flr
Forschungszwecke genutzt werden.

In den meisten Invertebraten ist das biologisch aktivste Ecdysteroid das 20-
Hydroxyecdyson (Dinan 2001, Lafont et Dinan 2003). Da unterschiedliche
Wissenschaftler zur gleichen Zeit an Ecdysteroiden forschten, entstanden fir den
gleichen Stoff unterschiedliche Nomenklaturen wie B-Ecdyson, 20-Hydroxyecdyson,
Ecdysteron, Crustecdyson und andere (Béathori et al. 2000). In der vorliegenden
Arbeit wird B-Ecdyson (Ecd) synonym fur die vorangegangenen Begriffe verwendet.
Nach der Entdeckung der Ecdysteroide wurde eine Reihe von Untersuchungen
durchgefuhrt, die eine mdgliche Wirkung auf den Saugetierorganismus nachweisen

sollten. Diese Studien zeigten Effekte auf die unterschiedlichsten Organsysteme.
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Uber die noch nicht bekannten nuklearen Rezeptoren stimulieren Ecdysteroide
indirekt die Proteinsynthese innerhalb eines Gewebes oder Organs (Syrov 2000).

So fordern Ecdysteroide das Wachstum, zum Beispiel das Muskelwachstum und den
Muskelaufbau bei Sdugetieren (Dinan et Lafont 2006, Gorelick-Feldman et al. 2008).
Wahrend der Applikation von Ecd bei Mausen kommt es nicht nur zu einer gré3eren
Muskelmasse, sondern auch zu einer Abnahme des Korperfettanteils (Kizelsztein et
al. 2009). Dieses Ergebnis konnte auch an ovx Ratten bestatigt werden; unter Ecd
haben die Tiere weniger Fett und mehr Muskelmasse im Vergleich zu den
Kontrolltieren erzielt (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Aufgrund des anabolen Effekts
stolen Ecdysteroide im Kraft- und Leistungssport auf zunehmendes Interesse -
vielleicht auch, weil Ecd nicht als Dopingmittel in den Richtlinien des Internationalen
olympischen Komitees zu finden ist. Zusatzlich haben Ecdysteroide einen positiven
Einfluss auf das Immunsystem (Chiang et al. 1992), einen blutzuckersenkenden
(Chen et al. 2006) und einen antiarrhythmischen (Kurmukov et Ermishina 1991),
sowie einen hepato- und nephroprotektiven Effekt (Syrov et Khushbaktova 2001).
Neben dem vielfaltigen Wirkungsspektrum fehlen Ecdysteroiden androgene
Nebenwirkungen, wie sie z.B. anabole, androgene Steroide haben. So haben
Ecdysteroide in Tierversuchen keine Auswirkung auf das Gewicht von Prostata und
Samenblase, die beide androgensensible Organe sind (Bathori et al. 2008). Well
Ecdysteroide nicht an die Ostrogen-, Glukokortikoid- und Androgenrezeptoren der
Wirbeltiere binden, haben sie damit nicht die gleichen Nebeneffekte wie Ostrogene,
Glukokortikoide und Androgene. Aul3erdem haben Ecdysteroide eine geringe
Toxizitat bei Saugetieren. In den siebziger Jahren fand man heraus, dass die letale
Dosis von Ecd bei Nagern 6,4 g pro Kilogramm Koérpergewicht bei intraperitonealer
Injektion und 9 g pro Kilogramm Kaorpergewicht bei oraler Applikation betragt (Lafont
et Dinan 2003).

Auch auf den Knochenstoffwechsel haben Ecdysteroide einen positiven Einfluss. So
konnte gezeigt werden, dass Ecd einen knochenprotektiven Effekt bei ovx Ratten hat:
Es wurden ovx Ratten tber drei Monate mit verschiedenen Konzentrationen an Ecd
gefuttert und ihre  Knochenmineraldichte  wurde  mittels quantitativer
Computertomographie erfasst und mit den Werten der Kontrolltiere verglichen
(Seidlova-Wuttke et al. 2010b). AuRerdem fand man in demselben Versuch heraus,

dass Ecd keine 6strogenéhnliche Wirkung aufweist. Nach neuesten Erkenntnissen
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hat Ecd auch protektive Wirkungen auf den Gelenkknorpel der Epiphyse, die
Epiphysenfuge und den trabekul&ren Knochen in ovx Ratten (Kapur et al. 2010).

1.5.3STX

Die Idee, die Wirkung von STX am |
Knochen zu untersuchen, kam durch O\/N\
die Zusammenarbeit mit der Abteilung
fur Physiologie in Portland. Hier lagen
vielversprechende Ergebnisse uber die Q
Wirkung von STX uber “H

membranstandige Ostrogenrezeptoren

Im Gegensatz zu den anderen

Testsubstanzen ist STX erst seit OH
einigen Jahren bekannt. STX ist eine
_ . Abb. 4
synthetisch hergestellte, nicht Strukturformel von STX
steroidale, diphenylacrylamide Ver- (aus Lebesgue et al. 2010, Seite 2)

bindung mit Eigenschaften der

selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modula-

toren (SERM).

Dabei kann STX nicht an intrazellularen ERa und ERB binden, sondern entfaltet
seine Wirkung Uber die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten membranstandigen
Ostrogenrezeptors (MER) (Lebesgue et al. 2010). Dieser Ostrogenrezeptor befindet
sich dberall im menschlichen Koérper und ist an ein G-Protein, welches die
Phospholipase C aktiviert, gekoppelt (Qiu et al. 2003).

Weil STX auch auf den mER im Hypothalamus wirkt, wurden folgende Effekte
nachgewiesen: Es konnte gezeigt werden, dass dieser Rezeptor an der Kontrolle von
Futteraufnahme, Kérpergewicht und Fettanteil beteiligt ist. In einem Versuch an ovx,
weiblichen Meerschweinchen mit STX- und E2- Substitution wurde deutlich, dass bei
beiden der Temperaturanstieg im Zuge der Ovarektomie, die Futteraufnahme und
das Fettdepot im Vergleich zu den Kontrolltieren geringer ausfiel (Roepke et al. 2010).

Auch andere Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass der Signalweg, den STX
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beeinflussen kann, eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Energiehaushalts und
bei der Entstehung postmenopausaler Beschwerden spielt (Qiu et al. 2006).

Neben den unterschiedlichen positiven Effekten ist es wahrscheinlich, dass
unerwiinschte Nebenwirkungen, wie sie bei der Hormonersatztherapie mit
Ostrogenen vorzufinden sind, nicht auftreten. So steigt unter STX-Substitution nicht
das Risiko fur Thrombose, Schlaganfalle, Brustkrebs und andere (Lebesgue et al.
2010). Auch auf den Uterus hat STX keine Wirkung (Qiu et al. 2006).

Es gibt Belege, dass STX eine positive Wirkung auf die tibiale Knochendichte hat.
Dies wurde in einem Versuch tber 7-8 Wochen an ovx Meerschweinchen deutlich
(Roepke et al. 2010).

1.5.4 17B-Ostradiol

Bei 17B-Ostradiol (E2) handelt es sich
um das am starksten wirksame
natirliche Ostrogen der Frau, das im
Korper aus dem  Ausgangsstoff
Cholesterin  gebildet wird.  Alle

Hormone, die sich vom Cholesterin

ableiten, werden als Steroidhormone HO
bezeichnet. Steroidhormone konnen Abb. 5
nicht gespeichert werden, sind lipophil Strukturformel von 17B-Ostradiol

(aus Lebesgue et al. 2010, Seite 2)

und werden an Plasmaproteine
gebunden transportiert.

Am Knochen agiert 17B-Ostradiol Gber ERa und ERB und es gilt als bewiesen, dass
17B-Ostradiol beim Menschen und im Tierversuch postmenopausal osteoprotektiv
wirkt. Weil Ostrogene im Zuge der Hormonersatztherapie zum Teil gravierende

Nebenwirkungen haben, wird deren therapeutischer Gebrauch vermieden.

1.6 Studienziele

Das Ziel der vorliegenden Studie ist es, den Effekt von Tinospora cordifolia, Ecdyson
und STX auf die Knochenstruktur der Tibia in einer postmenopausalen Ratte zu

untersuchen.
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Dabei stellen sich die Fragen, ob die Testsubstanzen ahnlich wie Ostrogene einen
osteoprotektiven Effekt auf die ovarektomierten (ovx) Ratten haben und ob die
Testsubstanzen zur Prophylaxe oder Therapie der postmenopausalen Osteoporose
der Frau geeignet sein konnten.

Auf Grund der geringen Stoffmenge und der fehlenden Erfahrung mit per os (p.o.) -
Gabe der beiden seltenen Testsubstanzen TC und STX werden diese beiden
subkutan (s.c.) appliziert, wéhrend die andere Testsubstanz Ecd in dem
vierwodchigem Versuch p.o. tUber das Futter verabreicht wird. Deshalb werden die
Ergebnisse getrennt mit der jeweiligen Kontrollgruppe verglichen. Es erfolgt die
Trennung in s.c. und p.o. Applikation in den Testgruppen und aber auch in den
Kontrollgruppen. Damit eine bessere Vergleichbarkeit der Substanzen, die s.c.
injiziert werden, gegeben ist, wird der jeweiligen zu vergleichenden Kontrollgruppe
zusatzlich s.c. eine physiologische Substanz injiziert. Diese Trennung wird vollzogen,
weil die tagliche s.c. Injektion die Tiere aus ihrer gewohnten Umgebung nimmt und
zusatzlich Stress hervorruft, welches zu einer Veranderung der Ergebnisse fiihren
kann.

Um die osteoprotektive Wirkungsweise der Testsubstanzen zu beweisen, steht die
Histologie der Tibia der ovx Ratten im Vordergrund. Es ist zu prifen, welche
Auswirkungen die einzelnen Substanzen auf die Knochenstruktur, die Kortikalisdicke,

die Wachstumsfuge, den Gelenkknorpel und die endostalen Anteile haben.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuch

Der hier beschriebene Tierversuch, dessen Durchfiihrung unter der Aufsicht von Frau
PD Dr. Dana Seidlova-Wuttke stand, wurde vor Versuchsbeginn von der
Bezirksregierung Braunschweig genehmigt (Aktenzeichen G 82.06). Ich selber habe
nicht an dem Tierversuch teilgenommen, mir wurden die Tibiae und Daten Uber

Korpergewicht und Futterverbrauch zur Verfigung gestellt.

2.1.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur den Versuch wurden 60 weibliche Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten) gekauft
(Firma Winkelmann, Borchen). Es wurden allen Ratten 12 mm grof3e Transponder
(UNO MICRO-ID, Roeevastaal, Zevenaar, Niederlande) subkutan in den Nacken
eingesetzt. Dadurch konnten mit Hilfe des Transponder-Lesegerates (Gesreader ||
Ge S008: ISO kompatibler Taschenleser) die einzelnen Tiere identifiziert werden.

Die Tiere wurden in einem fensterlosen und vollklimatisierten Stall des
Universitatsklinikums Gottingen in Gruppen zu jeweils 5 Tieren pro Kafig
(Makrolon®-KafigTyp IV der Firma  Tecniplast Deutschland  GmbH,
Hohenpreil3enberg) gehalten. Die Raumtemperatur lag bei 23°C, die
Raumfeuchtigkeit bei 50-60% und die Belichtung erfolgte taglich von 6.00 bis 18.00
Uhr. Die gesamte Zeit stand den Ratten Wasser und sojafreies (sf),
phytodstrogenarmes Pellet-Futter (VV 1355-0000, R-Z, Maus-Ratte, ssniff®

Spezialdiaten GmbH, Soest) zur freien Verfigung.

2.1.2 Versuchsablauf

Dem Eintreffen der Tiere am 24.09.08 schloss sich eine mehrwdchige
Eingewbhnungsphase, in der alle Tiere unabhéngig von ihrer spateren Futtergruppe
sf Futter erhielten, an. Nach dieser Zeitspanne wurden vom 28.10.08 bis 30.10.08
die Ovarektomien (Ovx) mit Einteilung der Tiere in die Versuchsgruppen
vorgenommen und anschlieBend erfolgte die Applikation der Testsubstanzen. Nach
vier Wochen vom 01.12.08 bis 03.12.08 ist die Tétung der Tiere durchgefihrt worden.
Anschliel3end wurden die zu untersuchenden Organe (fur die vorliegende Studie die

Tibiae) entfernt und den jeweiligen Doktoranden zur weiteren Untersuchung zur
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Verfligung gestellt. Das Korpergewicht der jeweiligen Tiere und der Futterverbrauch
wahrend des Versuchs wurden wahrend des Versuches gemessen und in Form von

Excel Tabellen bereitgestellt.

2.1.3 Ovarektomie

Die  Ovarektomie  wurde unter kurzzeitiger Vollnarkose durch das
Inhalationsanésthetikum Isofluran (Forene®, Abbott GmbH, Chicago) vorgenommen.
Nach oberflachlicher Rasur und Desinfektion am lateralen Abdomen wurde die Haut
inzidiert und die Muskulatur und das Peritoneum schichtweise bis zur Er6ffnung der
Bauchhohle abgetragen. Im weiteren Verlauf konnten beide Ovarien dargestellt und
nach Unterbindung entfernt werden. Die Muskulatur und das Peritoneum wurden mit
einer resorbierbaren Naht (3-0 Vicryl®, Firma Ethicon, Norderstedt) verschlossen,
wahrend die Haut mit Michel-Klammern (KLS Martin Group, Tuttlingen) versorgt

wurde.

2.1.4 Testsubstanzen

Die Tiere, die alle ovarektomiert (ovx) wurden, waren in 6 Gruppen mit jeweils 10
Tieren eingeteilt. Die erste Gruppe, die Kontrollgruppe, wurde wiederum in zwei
Teilgruppen a 5 Tiere geteilt. Beide Teilgruppen erhielten dasselbe sf Futter; der
Unterschied bestand darin, dass der zweiten Teilgruppe jeden Tag eine
physiologische Substanz Cremophor® s.c. injiziert wurde, um einen besseren
Vergleich zu den anderen Gruppen mit Substanzen, die ebenfalls s.c. injiziert wurden,
zu haben. So handelt es sich bei den Analysen, bei denen es um eine getrennte
Betrachtung der s.c. oder p.o. applizierten Substanzen geht, jeweils um die
dazugehorende Teilgruppe der Kontrollgruppe.

Bei den Tieren, denen die Versuchssubstanzen s.c. appliziert wurden, handelt es
sich um die dazugehodrende Kontrollgruppe (ko,sf) und folgende Versuchsgruppen:
Zum einen die STX-Gruppe, der jeden zweiten Tag 0,50 mg STX s.c. injiziert wurde,
und die zwei Versuchsgruppen, denen Tinospora cordifolia-Extrakt s.c. in
verschiedener Dosierung injiziert wurden. Die eine Gruppe erhielt taglich 10 mg
Extrakt pro kg Korpergewicht (TC1l) und die andere 1 mg Extrakt pro kg
Korpergewicht (TC2).
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Die Tiere, die ihre Testsubstanzen p.o. aufnahmen, sind die jeweilige Kontrollgruppe
(ko,sf), auRerdem die Ecd-Gruppe, die 3 g Ecdyson pro kg Futter aufnahm, und die
E2-Gruppe, die 10 mg Ostradiol pro kg Futter erhielt.

Aus der Tibia jeden Tieres wurden zwei histologische Praparate hergestellt, sodass
eine Testgruppe aus 20 Préparaten und die beiden Kontrollgruppen aus jeweils 10
Praparaten bestanden.

Die Herkunft der einzelnen Testsubstanzen ist im Anhang auf Seite 68 zu finden (Tab.
3).

Tabelle 1: Gruppeneinteilung nach subkutan verabreichten Substanzen. Aus dem
Gewicht der Tiere konnte man die durchschnittliche Dosis der Testsubstanzen pro
Tag und Tier errechnen (TC1 und TC2).

Gruppe Applikation | Dosierung Dosis (mg/Tag Tier)
ko,sf s.C. Cremophor keine
TC1 S.C. 10 mg/kg KG 2,6
TC2 s.C. 1 mg/kg KG 0,26
STX S.C. 0,5 mg 0,25
(jeden zweiten Tag)

Tabelle 2: Gruppeneinteilung nach per Futter verabreichten Substanzen. Aus dem

Futterverbrauch der Tiere liel3 sich die Dosis der Testsubstanzen pro Tag und Tier

berechnen.

Gruppe Applikation | Dosierung Dosis (mg/Tag Tier)
ko,sf p.o. VV 1355 ssniff Basis keine

Ecd p.o. 3000 mg/kg Futter 59,16

E2 p.o. 10 mg/kg Futter 0,13

2.2 Herstellung der mikroskopischen Hartschnittpraparate

2.2.1 Einbetten, Schneiden und Aufziehen auf die Objekttrager

Vor dem Einbetten wurde der Knochen aus der Tiefkiihltruhe entnommen, nach 20-
minutiger Wartezeit gekdirzt, und anschliel3end fixiert. Die Fixierung bestand fur 36

Stunden in 4%iger neutraler, gepufferter Formalinlésung (0,1 M Phosphat- bzw. 0,02
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M Phosphatpuffer) und der anschlieBenden Dehydrierung mit aufsteigender
Alkoholreihe: Fur jeweils 24 Stunden in 70%igem und 80%igem Ethanol, zwei Mal je
24 Stunden in 96%igem Ethanol und drei Mal fur jeweils 24 Stunden in 100%igem
Ethanol. Danach wurden die fixierten Knochen fur jeweils 24 Stunden in zwei
Intermedien aus Xylol gelagert.

Als nachstes fand die Einbettung, die sich aus den Teilschritten der Prainflitration und
der Infiltration zusammensetzt, statt. Die Prainfiltration diente der Vorbereitung des
Knochens; die Infiltration erfolgte mit Technovit 9100 NEU® (Heraeus Kulzer,
Wehrheim) mit einer Basis, einem Harter und dem Polymethacrylat-Pulver. Dabei
wurde das Polymerisationsgemisch in die Einbettform mit dem darin enthaltenen
Knochen gegossen. Um Lufteinschlisse zu reduzieren, war eine Evakuation im
Exsikkator fur etwa 10 Minuten nétig. Damit der Acrylatblock vor dem Schneiden die
richtige Harte hatte, wurde er fur 2 bis 3 Tage im Kuhlschrank, bei etwa minus 8°C,
aufbewahrt. Zur Anfertigung von 3 pm dicken Schnitten in Knochenl&ngsachse wurde
ein Rotations-Tischmicrotom (Jung Polycut S, Leica, Solms) mit 16 cm-
Hartmetallmessern mit D-Schliff verwendet. Zum Schneiden der polymerisierten
Blocke benétigte man 30%iges Ethanol als Schneideflissigkeit. Die Schnitte wurden
auf die Objekttrager (SuperFrost ultra plus, Firma Menzel, Braunschweig)
aufgezogen, dabei mit 50%igem Ethanol gestreckt, mit einer Kunststofffolie
(Kisolfolie, Firma Kettenbach) abgedeckt und in einer Schnittpresse tber Nacht bei
50°C getrocknet. Diese techniksensiblen Schritte wurden unter technischer Assistenz
von Frau Briggemann-Meyer, der medizinisch-technischen Assistentin der
Arbeitsgruppe, durchgefihrt.

Vor dem Farben der Hartschnittpréaparate musste das Einbettmaterial, das Acrylat,
entfernt werden. Dazu wurden die Praparate zunachst drei Mal je 20 Minuten in Xylol,
anschlieend einmalig fur 20 Minuten in 2-Methoxyethylacetat, danach zwei Mal fur
je 5 Minuten in Aceton und abschlieBend zwei Mal fir zwei Minuten in destilliertes

Wasser gelegt.

2.2.2 Farbung der Hartschnittpraparate
Nach der Entplastung konnten die Schnitte mit einer Trichromfarbung nach Goldner
angefarbt werden. Dazu wurden die Objekttrager in die mit der jeweiligen Chemikalie

gefullten Gefal3e in folgender Reihenfolge fir eine bestimmte Zeit eingetaucht.
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1. Weigert's Hamatoxylin (10 Minuten)
Blauen in 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. Spilen in 1%iger Essigséaure (1 Minute)
Kurzes Abspulen mit destilliertem Wasser
2 g Wolframatophosphorsaure + 1 g Orange G + 200 ml destilliertes Wasser
(7 Minuten)
Spilen in 1%iger Essigsaure (1 Minute)
0,4 g Lichtgrin + 0,4 ml Essigsaure + 200 ml destilliertes Wasser (15 Minuten)
Auswaschen mit 1%iger Essigsaure

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

11. Entwassern in Xylol (10 Minuten)

Zum Abschluss wurde ein Deckglas unter Zuhilfenahme eines Tropfens Eukitt tUber

das Praparat und den Objekttrager geklebt.

2.3 Histologische Auswertung

2.3.1 Mikroskop und Software

Die lichtmikroskopische Auswertung der Knochenpréparate erfolgte mit einem Zeiss
Axiophot Mikroskop® (Zeiss, Jena). Uber eine integrierte CCD-Kamera war es
moglich, die Bilder aufzunehmen und an einem angeschlossenen Computer mit Hilfe
der Software analySIS® 3,0 (Soft Imaging System GmbH, Olympus, Minster)

auszuwerten.

2.3.2 Messung der Kortikalisdicke im Bereich der Metaphyse der Tibia

Diese Messung wurde unter 3,125-facher (1,25 x 2,5) Vergrof3erung vorgenommen.
Zunachst wurden von jedem Praparat von zwei sich gegentberliegenden und
intakten Kortikalisabschnitten im Bereich der Metaphyse Bilder angefertigt. Danach
wurden in jedem Bild manuell zehn Messbalken zwischen &uf3erer und innerer
Kortikalisseite, mdglichst parallel und im 90°-Winkel zum Kortikalisverlauf,

eingezeichnet (Abb. 7). Nach dem Einzeichnen konnten mit Hilfe der
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Abstandsmessfunktion des Computerprogramms die zehn Messwerte ermittelt

werden.

Diaphyse Epiphyse

Messung | Metaphyse

Messung 2

Kortikalis Spongiosa mit
Knochenmark

Gelenkknorpel

Wachstumsfuge

AW o N (s (TR

e A

Abb. 6: Schemazeichnung der Tibia mit | Abb. 7: Originalbild mit Messung der
Messung der Kortikalisdicke Dicke der Kortikalis.
VergroRerung: 3,125. Praparat: 55-6

2.3.3 Messung der Epiphysenfugendicke der Tibia

Diese Messung erfolgte ebenfalls unter 3,125-facher (1,25 x 2,5) Vergrof3erung.
Auch hier wurden von jedem Praparat an zwei Stellen die intakten Epiphysenfugen
fotografiert. AnschlieRend wurden in jedem Bild zehn Messbalken, mdglichst parallel
und im 90°-Winkel zum Epiphysenfugenverlauf, eingezeichnet und die Messwerte
ermittelt (Abb. 9).

Diaphyse Epiphyse
Metaphyse

Messung |

Messung 2

Kortikalis Spongiosa mit
Knochenmark

Gelenkknorpel

Wachstumsfuge

AVERNERRLNLAN ] AR
Abb. 8: Schemazeichnung der Tibia mit | Abb. 9: Originalbild mit Messung der

Messung der Epiphysenfugendicke Dicke der Epiphysenfuge.
VergroRerung: 3,125. Praparat: 35-6
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2.3.4 Messung der Gelenkknorpeldicke der Tibia

Fur diese Messung wurde auch eine Vergrof3erung von 3,125 (1,25 x 2,5) gewahlt.
Hier wurde der Knorpel des jeweiligen Praparates je zweimal in der Mitte fotografiert.
Als nachstes wurden pro Bild etwa 15 Messbalken, mdglichst parallel und im 90°-
Winkel zum Knorpelverlauf, eingezeichnet und die Messwerte ermittelt (Abb. 11).

Diaphyse Epiphyse
Metaphyse

——  Messung |

—

J— Messung 2

Gelenkknorpel

Kortikalis Spongiosa mit
Knochenmark

Wachstumsfuge

s B R A

LAY ¥5 - [ i

Abb. 10: Schemazeichnung der Tibia mit | Abb. 11: Originalbild mit Messung der
Messung der Gelenkknorpeldicke Dicke des Gelenkknorpels.
VergroRerung: 3,125. Praparat: 35-6

2.3.5 Bestimmung der Anteile von Fett, Trabekeln und ha&matopoetischem,
lymphatischem Gewebe

Zur Bestimmung der Flachenanteile von Fett, Trabekeln und hamatopoetischem,
lymphatischem Gewebe in der Tibia wurde eine Messmethode des analySIS-
Programms gewahlt. Die Messung erfolgte unter 12,5-facher (1,25 x 10)
VergroRerung. Es wurden zwei zentrale Tibiaregionen, die sich knapp hinter der
Epiphysenfuge befanden, ausgewahlt und fotografiert (Abb. 12). Darauf schlossen
sich folgende Arbeitsschritte wie die Inversion des Bildes in ein Negativbild (Abb. 13),
anschlieBende Wahl des roten Farbauszugs (Abb. 14) und danach die Definition der
Schwellenwerte (Abb. 15) fur die drei zu messenden Gewebe (Fett, Trabekel,
hamatopoetisches, lymphatisches Gewebe) an. In diesem Zusammenhang ist der
Schwellenwert ein Wert, der als Grenzwert fUr die Verarbeitung des Signals genutzt
wurde. Wurde der eingestellte Schwellenwert unterschritten, so konnte kein Gewebe
zugeordnet werden. Dabei schlug das Programm Schwellenwerte vor, die, unter
standiger Kontrolle des Echtfarbbildes, manuell angepasst werden konnten. Am
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Ende entstand, auf der Basis der zugewiesenen Schwellenwerte, eine
Phasenanalyse, die die absoluten und relativen Anteile der drei Gewebe lieferte.

Abb. 12: Echtfarbbild. Abb. 13: Nach der Inversion.
VergroéRerung: 12,5. Praparat: 35-6 VergroRerung: 12,5. Praparat: 35-6
LN i & Wt‘ : ’/”J}
;. schwellwerte setzen
Maruell | Auto Parameter |
5= [ nocher | Qnten:m@ _;DEZ::: Heu
Fabe: [BRFot o] Qbenzm@ F;gtuene Luischen
; :::targrund M
™ Iransparent il
Auto
T Gilatten:
alg| [Feoom o [ TE
Ok | abbrechen | il |

Abb. 14: Nach Einstellung des roten | Abb. 15: Balken zum Einstellen der
Farbauszugs. Schwellenwerte im Bild. Auf Basis der
VergroRerung: 12,5. Praparat: 35-6 zugewiesenen Schwellenwerte entstand
die Phasenanalyse mit den absoluten
und relativen Anteilen der drei Gewebe

2.3.6 Trabekelstrukturanalyse

Zur  Beschreibung des trabekularen  Vernetzungsgrades wurde  die
Trabekelstrukturanalyse nach der Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und
Garrahan et al. (1986) vorgenommen. Dazu wurden Bilder mittig und direkt hinter der
Wachstumsfuge in 3,125-facher (1,25 x 2,5) VergroRerung angefertigt. Darin wurden
Knoten, freie Enden und Verbindungspunkte markiert und gezahlt. Freie Enden sind

Unterbrechungen im trabekularen Netzwerk und in der Abbildung 16 als griner Punkt
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dargestellt. Verbindungspunkte sind Verbindungen zwischen zwei Trabekeln und in
der Abbildung 16 als schwarzer Punkt sichtbar. Knoten sind Verbindungen zwischen
drei oder mehreren Trabekeln und sind in der Abbildung 16 als roter Punkt markiert.
Die Anzahl und das Verhéltnis der Punkte zueinander wurden in Excel-Tabellen
gespeichert.

Abb. 16: Schema Abb. 17: Trabekelstrukturanalyse eines Praparates
(von oben nach unten) aus der Kontrollgruppe.

Freie Enden (griner Punkt), | VergroRerung: 3,125. Praparat: 4-8
Verbindungspunkte Grun: Unterbrechungen im Netzwerk

(schwarzer Punkt), Knoten | Schwarz: Verbindungen zwischen 2 Trabekeln
(roter Punkt) Rot: Verbindungen zwischen 3 und mehr Trabekeln

2.4 Statistische Auswertung

Alle Messergebnisse wurden zunachst in Excel (Microsoft Corporation, Redmond)
gesammelt und gespeichert. Die graphische Darstellung und Analyse wurde mit der
Software PRISM 5® (GraphPad, San Diego) vorgenommen. Es wurden mit Hilfe des
arithmetischen Mittels (SEM) Mittelwerte und Standardfehler der einzelnen Gruppen
bestimmt. Die graphische Abbildung erfolgte in Form von Saulendiagrammen. Die
Signifikanz wurde mit der Varianzanalyse fur wiederholte Messungen eines Faktors
(ANOVA) und dem darauf folgendem multiplen t-Test nach Dunnett ermittelt. Dabei

lag die Signifikanzgrenze bei p<0,05 und wurde bei signifikanten Ergebnissen in der
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Graphik durch ein Symbol (*) markiert. Hierbei wurden die einzelnen Gruppen jeweils
mit der Kontrollgruppe verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Der Futterverbrauch

Die Messungen zum Futterverbrauch wurden in Form von Excel Tabellen
bereitgestellt. In den Abbildungen 18 und 19 ist der tagliche Futterverbrauch pro Tier
in Gramm dargestellt. Auf der Abszisse finden sich die Versuchsgruppen und
zusatzlich die Gruppe der durchschnittlichen Futteraufnahme vor Ovarektomie (vor
Ovx). Auf der Ordinate kann man die Futteraufnahme pro Tag und Tier in Gramm (Q)
ablesen.

Vor der Ovx verbrauchten die Ratten taglich durchschnittlich 16,35 g Futter pro Tier.
Die Gruppen, die ihre Versuchssubstanzen s.c. appliziert bekamen, zeigten folgende
Ergebnisse (Abb. 18): Ein einzelnes Kontrolltier nahm taglich 17,86, ein Tier der
STX-Gruppe 18,38, ein Tier der TC1-Gruppe 17,64 und ein Tier der TC2-Gruppe
17,88 g Futter auf. Der tagliche Futterverbrauch der STX-Gruppe war signifikant

héher im Vergleich zu dem Futterverbrauch der Tiere vor der Ovx.

#p<0,05 vs vor Ovx
*p<0,05 vs ko,sf

am—
e —

——
——

Futterverbrauch
pro Tag/Tier [g]
ORLPPOREIPORT

vorOvx kosf  STX TC1 TC2

Abb. 18: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Futterverbrauch pro Tag und Tier in Gramm im Vergleich zur Kontrollgruppe und der
Tiere vor der Ovx

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, sind in der
Abbildung 19 dargestellt. Dabei verbrauchte ein einzelnes Kontrolltier taglich 18,91,
ein Tier der Ecd-Gruppe 19,72 und ein Tier der E2-Gruppe 13,13 g Futter. Der
tagliche Futterverbrauch der Ecd-Gruppe war signifikant héher im Vergleich zu dem
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Futterverbrauch der Tiere vor der Ovx. Der Futterverbrauch der E2-Tiere war
signifikant geringer als der Futterverbrauch der Kontrolltiere und der der Tiere vor
Ovx. Aus dem Futterverbrauch der Tiere lasst sich die aufgenommene Menge der

Testsubstanzen und Dosis pro Tag und Tier errechnen.

#p<0,05 vs vor Ovx
24+ " *p<0,05 vs ko,sf

20=- —

-
(o]
[
*

Futterverbrauch

v ] | J L
vor Ovx ko,sf Ecd E2

Abb. 19: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Futterverbrauch pro Tag und Tier in Gramm im Vergleich zur Kontrollgruppe und der
Tiere vor der Ovx

3.2 Die Korpergewichtsentwicklung

Die Daten zum Korpergewicht der jeweiligen Tiere wurden in Form von Excel
Tabellen bereitgestellt. Die Abbildungen 20 und 22 stellen die Entwicklung des
Korpergewichts der einzelnen Versuchsgruppen dar. Auf der Abszisse ist der
zeitliche Verlauf in Wochen vor und nach der Ovarektomie (Ovx) aufgetragen. Das
Korpergewicht der SD-Ratten ist in Gramm (g) auf der Ordinate gezeigt.

In den Abbildungen 21 und 23 sind die Anderungen des Korpergewichts zwischen
dem Zeitpunkt der ersten Korpergewichtsbestimmung, eine Woche vor der Ovx, und
der letzten Versuchswoche pro Tier dargestellt. Auf der Abszisse sind die
Versuchsgruppen und auf der Ordinate die Kérpergewichtszunahme in Gramm (Q)
dargestellt.

Das Ausgangsgewicht aller Ratten betrug im Durchschnitt eine Woche vor der Ovx
263,55 g. Das Gewicht wurde wéchentlich bis zum Ende der 4ten Versuchswoche

bestimmt. Im Laufe des Versuchs nahmen alle Tiere an Gewicht zu.
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Die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen s.c. appliziert bekamen, lieferten folgende
Ergebnisse (Abb. 20 und 21): Nach vier Wochen wogen die Tiere der Kontrollgruppe
320,82 (+56,9), der STX-Gruppe 327,22 (+63,97), der TC1-Gruppe 323,40 (+59,65)
und der TC2-Gruppe 326,05 (+62,17) g.

340 -
330 -

C
)
=
L -~ ko,sf
2 - STX
o - TC1
= TC2
L.
0
X 250 -
240 -
230 -
-'1 Ovx ‘i é :'3 :t

Wochen vor oder nach Ovx

Abb. 20: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Entwicklung des Korpergewichts

~N O
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[ (]

h
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Delta Koérpergewicht [g]
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o

ko.sf STX TC1 TC2

Abb. 21: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Differenz des Koérpergewichts zwischen dem Zeitpunkt der ersten Messung eine
Woche vor der Ovx und der letzten Messung vier Wochen nach Versuchsbeginn
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Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. zu sich nahmen, sind in
der Abbildung 22 und 23 dargestellt. Nach vier Wochen betrug das Gewicht der Tiere
der Kontrollgruppe 321,22 (+58,04), der Ecd-Gruppe 324,0 (+63,79) und der E2-
Gruppe 268,47 (+7,11) g. Dabei war die Gewichtszunahme der E2-Gruppe signifikant

geringer zu der Gewichtszunahme der Kontrollgruppe.

340 -
330 +
320 +
310 -«
300 -
290 +
280 -+ -+ E2
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-~ ko,sf
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Koérpergewicht [g]
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240 -
230 -+

D=

.1 Ovx ; 5 :'5
Wochen vor oder nach Ovx

Abb. 22: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Entwicklung des Kopergewichts
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Abb. 23: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Differenz
des Korpergewichts zwischen dem Zeitpunkt der ersten Messung eine Woche vor
der Ovx und der letzten Messung vier Wochen nach Versuchsbeginn
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3.3 Die Histologische Auswertung der Kortikalisdicke

Die Kortikalisdicke wurde an der Metaphyse der Tibia gemessen. Die Ergebnisse
sind in den Abbildungen 24 und 25 als S&ulendiagramme prasentiert. Auf der
Abszisse sind die einzelnen Versuchsgruppen und auf der Ordinate die
Kortikalisdicke in um aufgetragen.

Die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen s.c. appliziert bekamen, zeigten folgende
Ergebnisse (Abb. 24): Die Ratten der Kontrollgruppe erreichten eine mittlere
Kortikalisdicke von 417,70 pm. Ahnlich war auch die mittlere Kortikalisdicke der STX-
Gruppe mit 405,20 (-12,50) und der TC1-Gruppe mit 410,31 (-7,39) um. Bei der
TC2-Gruppe wurde eine Dicke von 356,87(-60,83) um ohne Signifikanz festgestellt.
Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. zu sich nahmen, sind in
der Abbildung 25 dargestellt. So hatten die Ratten der Kontrollgruppe eine mittlere
Kortikalisdicke von 380,0 um. Die Tiere der Ecd-Gruppe zeigten einen Wert von
403,37 (+23,37) pm. Mit einem Wert von 323,01 hatte die E2-Gruppe im Vergleich

einen Unterschied um -56,99 pum.

450 -

400 + ——— —— ——

350 + JR —
300 +
250 +
200 +
150 +

100 +

Dicke der Kortikalis [um]

50 4

ko,sf STX TC1 TC2

Abb. 24: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Kortikalis der Metaphyse der Tibia
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Abb. 25: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Kortikalis der Metaphyse der Tibia

3.4 Die Histologische Auswertung der Epiphysenfugendicke
Die Ergebnisse der Messung der Epiphysenfugendicke sind in den Abbildungen 26

und 27 als Saulendiagramme dargestellt. Auf der Abszisse sind die Versuchsgruppen
und auf der Ordinate die Epiphysenfugendicke in um zu sehen.

Die Tiere, die ihre Testsubstanzen s.c. aufnahmen, hatten folgende Ergebnisse (Abb.
26): Die Tiere der Kontrollgruppe erreichten eine mittlere Epiphysenfugendicke von
108,25, wahrend die Tiere der Gruppen STX eine Dicke von 158,17 (+49,92), TC1
eine Dicke von 148,71 (+40,46) und TC2 eine Dicke von 154,90 (+46,65) um
aufwiesen und damit alle einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigten.

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, sind in der
Abbildung 27 graphisch dargestellt. Die Kontrollgruppe hatte eine mittlere
Epiphysenfugendicke von 124,17um. Die Ecd-Gruppe hatte eine Dicke von 146,83
und eine signifikante Verdnderung um +22,66 pum. Keinen signifikanten Unterschied

lie die E2-Gruppe mit 115,14 und mit einer Differenz von —9,03 um feststellen.
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Abb. 26: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Wachstumsfuge der Metaphyse der Tibia
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Abb. 27: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Wachstumsfuge der Metaphyse der Tibia
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3.5 Die Histologische Auswertung der Gelenkknorpeldicke

Die Dicken des Gelenkknorpels der Tibia sind in den Abbildungen 28 und 29 als
Saulendiagramme sichtbar. Auf der Abszisse sind die jeweiligen Versuchsgruppen
und auf der Ordinate die Knorpeldicke in um aufgezeigt.

Die Tiere mit s.c. Substanzapplikation lieferten folgende Ergebnisse (Abb. 28): Die
Kontrolltiere hatten eine mittlere Knorpeldicke von 71,91 pym. Einen hoheren, aber
nicht signifikant anderen, Wert erreichten die Ratten der STX-Gruppe mit 90,81
(+18,90) um. Eine signifikant hohere Dicke hatten die Tiere der Gruppen TC1 mit
133,34 (+61,43) und TC2 mit 148,27 (+76,36) pm.

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, sind in der
Abbildung 29 dargestellt. Die Tiere der Kontrollgruppe hatten eine Dicke von 71,63
pm. Die Ecd-Gruppe erreichte eine Dicke von 127,41 und einen signifikanten
Unterschied um +55,78 pm. Auch die E2-Gruppe zeigte einen signifikanten

Dickenunterschied von 115,15 und einer Differenz um +43,52 pm.
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Abb. 28: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
des Gelenkknorpels der Epiphyse der Tibia
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Abb. 29: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
des Gelenkknorpels der Epiphyse der Tibia

3.6 Die Flachenanteile von Fettgewebe, Trabekeln und
h&amatopoetischem, lymphatischem Gewebe in der Metaphyse der
Tibia

Hier werden ebenfalls die Praparate der ovx Kontrollgruppe mit denen der
Versuchsgruppen (STX, TC1, TC2 und Ecd, E2) verglichen. Die Ergebnisse sind in
Saulendiagrammen dargestellt. Auf der Abszisse finden sich die jeweiligen
Versuchsgruppen und auf der Ordinate sind die prozentualen Flachenanteile der zu

untersuchenden Gewebe bezogen auf die gesamte endostale Flache aufgetragen.

3.6.1 Fettanteil in der Metaphyse der Tibia

Der Effekt der verschiedenen Testsubstanzen auf den Fettanteil der gesamten
endostalen Flache der Metaphyse ist in den Abbildungen 30 und 31 graphisch
dargestellt.

Die Ratten mit subkutaner Versuchssubstanzapplikation lieRen folgende Ergebnisse
finden (Abb. 30). Im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit einem mittleren Anteil von
11,53% hatten alle anderen Versuchsgruppen signifikant kleinere prozentuale
Fettanteile. So zeigten die Gruppen STX mit 1,34 (-10,19), TC1 mit 1,61 (-9,92) und
TC2 mit 1,05 (-10,48) % einen deutlichen Unterschied.
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Die Tiere mit der p.o. Substanzaufnahme lieferten folgendes Bild (Abb. 31): Die
Kontrollgruppe hatte einen mittleren Fettanteil von 14,33%. Die Versuchsgruppen
hatten im Vergleich geringere, aber auch signifikante Differenzen. So erreichte die
Ecd-Gruppe einen Anteil von 5,34 (-8,99) und die E2-Gruppe einen von 7,70
(—6,63) %.
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Abb. 30: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Fettanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia
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Abb. 31: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Fettanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia
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3.6.2 Trabekelanteil in der Metaphyse der Tibia

Die Abbildungen 32 und 33 machen den Effekt der Testsubstanzen auf den
Trabekelanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse deutlich.

Die Gruppen, denen die Versuchssubstanzen s.c. appliziert wurden, prasentierten
folgende Ergebnisse (Abb. 32): Die Tiere der Kontrollgruppe erreichten einen
mittleren Trabekelanteil von 8,64%. Alle anderen Testgruppen wiesen einen
signifikant hoheren Trabekelanteil auf. Einen hohen prozentualen Anteil erreichten
die Ratten der STX-Gruppe mit 23,17 (+14,53), TC1-Gruppe mit 24,54 (+15,9) und
TC2-Gruppe mit 24,55 (+15,91) %.

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, sind in der
Abbildung 33 dargestellt. Die Kontrolltiere hatten einen mittleren Trabekelanteil von
13,74%. Bei den beiden Versuchsgruppen liel3en sich signifikant héhere Werte
finden. Daher erreichte die Ecd-Gruppe einen Wert von 22,90 (+9,16) und die E2-
Gruppe einen Wert von 26,90 (+13,16) %.
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Abb. 32: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Trabekelanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia
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Abb. 33: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Trabekelanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia

3.6.3 Anteil an hdmatopoetischem, lymphatischem Gewebe in der Metaphyse
der Tibia

In der Abbildung 34 und 35 ist der Effekt der verschiedenen Testsubstanzen auf den
Anteil des hamatopoetischen, lymphatischen Gewebes bezogen auf die gesamte
endostale Flache der Metaphyse im Vergleich zu den Kontrolltieren dargestellt.

Die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen s.c. injiziert bekamen, hatten folgende
Ergebnisse (Abb. 34): Die Kontrolltiere erzielten einen mittleren Anteil von 79,84%.
Einen ahnlichen Wert wiesen die anderen Versuchsgruppen, ohne Signifikanz, auf.
So lag der Anteil der STX-Gruppe bei 75,49 (-4,35), der TC1-Gruppe bei 73,86
(-5,98), der TC2-Gruppe bei 74,40 (-5,44) %.

Die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, hatten folgende Ergebnisse
(Abb. 35). Die Kontrolltiere erreichten einen mittleren Anteil von 71,93%. Einen
ahnlichen und nicht signifikant anderen Anteil hatten die Ratten der Ecd-Gruppe mit
71,76 (-0,17) und der E2-Gruppe mit 65,40 (-6,53) %.
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Abb. 34: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den Antell
an hamatopoetischem, lymphatischem Gewebe der gesamten endostalen Flache
der Metaphyse der Tibia
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Abb. 35: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den Anteil
an hamatopoetischem, lymphatischem Gewebe der gesamten endostalen Flache
der Metaphyse der Tibia
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3.7 Die Trabekelstrukturanalyse

Auf der Basis der Trabekelstrukturanalyse, wie in Kapitel 2.3.6 im Material- und
Methodenteil auf Seite 31-32 beschrieben, werden im Folgenden die Werte der
Kontrollgruppe mit den Werten der anderen Versuchsgruppen (STX, TC1, TC2 und
Ecd, E2) verglichen. Die Ergebnisse sind in Saulendiagrammen mit den
Versuchsgruppen auf der Abszisse und den zu untersuchenden Parametern (Anzahl
an Knoten, Anzahl an freien Enden, Verhaltnis Knoten zu freien Enden) auf der
Ordinate dargestellt.

3.7.1 Anzahl an Knoten in den Trabekeln der Metaphyse

Der Effekt der verschiedenen Stoffe auf die Anzahl an Knoten in den Trabekeln ist in
den Abbildungen 36 und 37 graphisch sichtbar.

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen s.c. appliziert bekamen, sind
in der Abbildung 36 sichtbar. Die Kontrollgruppe wies eine mittlere Knotenanzahl von
8,25 Stuck pro Bild auf. Die anderen Versuchsgruppen hatten alle signifikant héhere
Stlckzahlen. So fand man in der STX-Gruppe einen Mittelwert von 15,08 (+6,83), die
TC1-Gruppe erreichte einen von 16,0 (+7,75) und die TC2-Gruppe einen von 15,92
(+7,67) Knoten.

Die Ergebnisse der anderen Tiere, mit p.o. Substanzaufnahme, sind in der Abbildung
37 graphisch darstellt. Die Kontrolltiere zeigten eine mittlere Anzahl von 8,7 Knoten.
Die Ecd-Gruppe erreichte im Durchschnitt 14,08 (+5,38) Knoten und die E2-Gruppe
eine Anzahl von 23,64 (+14,94) Knoten. Auch diese beiden Ergebnisse waren

signifikant.
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Abb. 36: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Anzahl
an Knoten in der Metaphyse der Tibia
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Abb. 37: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Anzahl
an Knoten in der Metaphyse der Tibia
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3.7.2 Anzahl an freien Enden in den Trabekeln der Metaphyse

Der Effekt der verschiedenen Substanzen (STX, TC1, TC2, Ecd und E2) auf die
Anzahl an freien Enden in den Trabekeln ist in den Abbildungen 38 und 39
présentiert. Bei der genaueren Betrachtung schwanken ausnahmslos alle
Versuchsgruppen um einen Wert von 50 freien Enden pro Bild.

Die Ergebnisse der Gruppen mit s.c. Substanzapplikation finden sich in der
Abbildung 38. Die mittlere Anzahl der freien Enden der Kontrollgruppe lag bei 53,75.
Die Anzahl der freien Enden der STX-Gruppe lag bei 52,0 (-1,75), der TC1-Gruppe
bei 51,75 (-2,0) und der TC2-Gruppe bei 55,25 (+1,5) pro Bild.

Die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, sind in der
Abbildung 39 sichtbar. Die Kontrollgruppe hatte im Durchschnitt 52,70 freie Enden
pro Bild. Die Ecd-Gruppe hatte eine Anzahl von 51,85 (-0,85) und die E2-Gruppe
eine Anzahl von 53,79 (+1,09) freien Enden pro Bild.
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Abb. 38: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Anzahl
an freien Enden in der Metaphyse der Tibia
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Abb. 39: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Anzahl
an freien Enden in der Metaphyse der Tibia

3.7.3 Verhéltnis Knoten zu freien Enden in den Trabekeln der Metaphyse

Das Verhaltnis von Knoten zu freien Enden in den Trabekeln ist in den Abbildungen
40 und 41 dargestellt.

Die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen s.c. injiziert bekamen, hatten folgende
Ergebnisse (Abb. 40). Die Kontrolltiere erreichten ein mittleres Verhaltnis von 0,15.
Alle anderen Gruppen zeigten ein signifikant anderes Verhaltnis. So fand man bei
den Tieren der STX-Gruppe ein Verhéaltnis von 0,3 (+0,15), bei der TC1-Gruppe ein
Verhaltnis von 0,31 (+0,16) und bei der TC2-Gruppe eines von 0,3 (+0,15).
Signifikant waren auch die Ergebnisse der Tiere, die ihre Versuchssubstanzen mit
dem Futter appliziert bekamen (Abb. 41). Die Kontrollgruppe hatte ein Verhéltnis von
0,16 und die Ecd-Gruppe ein Verhaltnis von 0,27 (+0,11). Der grof3te Unterschied
war bei der E2-Gruppe mit einem Wert von 0,42 und einer Differenz von +0,26

nachweisbar.
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Abb. 40: Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf das
Verhaltnis von Knoten zu freien Enden in der Metaphyse der Tibia
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Abb. 41: Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf das
Verhaltnis von Knoten zu freien Enden in der Metaphyse der Tibia
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4. Diskussion

4.1 Studienziele

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, welchen Effekt Tinospora
cordifolia, Ecdyson und STX im Vergleich zu E2 auf die Knochenstruktur der Tibia,
das Fressverhalten und das Korpergewicht in einer ovx Ratte haben.

Bereits vor  Versuchsbeginn wurde in der Arbeitsgruppe Endokrinologie die
Beobachtung gemacht, dass die vorliegenden Testsubstanzen Tinospora cordifolia
(Kapur et al. 2008), Ecdyson (Seidlova-Wuttke et al. 2010b) und STX (Roepke et al.
2010) knochenprotektive Wirkungen besitzen. Ziel der vorliegenden Studie ist es,
durch umfassende histologische Untersuchung diese osteoprotekive Wirkung zu
bestatigen und neue Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise der Substanzen auf die
einzelnen Strukturen des Knochens zu gewinnen. Aus diesem Grund wurde die
histomorphometrische Analyse zur Untersuchung der strukturellen trabekul&ren
Integritdt des Knochens gewahlt. Die Daten Uber die Infrastruktur der Trabekel
konnten vorherige Aufnahmen mit der QCT nicht liefern. AuRerdem wurden die
Testsubstanzen parallel, mit zwei Applikationswegen, in einem Versuch verabreicht
und konnten durch getrennte Kontrollgruppen besser verglichen werden. Die beiden
seltenen Testsubstanzen TC und STX wurden subkutan (s.c.) appliziert, wahrend
Ecd p.o. verabreicht wurde. Diese Separierung in den Testgruppen fand auch in den
Kontrollgruppen statt. Damit eine bessere Vergleichbarkeit der Substanzen, die s.c.
injiziert wurden, gegeben ist, wurde der jeweiligen zu vergleichenden Kontrollgruppe
zusatzlich s.c. eine physiologische Substanz injiziert.

Untersucht wurde die Metaphyse der Tibia der Ratte histologisch. Vor allem dieser
Bereich der Tibia reagiert verstarkt auf endokrine Veranderungen (Martin et al. 2003,
Seidlova-Wuttke et al. 2008). Die ovarektomierte (ovx) Ratte ist als Modell zur
Simulation der weiblichen postmenopausalen Osteoporose anerkannt (Turner et al.
2001, Hgegh-Andersen et al. 2004) und es gibt viele Gemeinsamkeiten wahrend des
Knochenabbaus der ovx Ratte und der postmenopausalen Frau (Kalu 1991).

Deshalb stand die Histologie der Tibia der ovx SD-Ratten im Fokus der
Untersuchung. Es wurde die mittlere Kortikalis-, Gelenkknorpel- und
Epiphysenfugendicke ermittelt. Aul3erdem wurde die Knochenstruktur mit Hilfe der
Trabekelstrukturanalyse untersucht und die endostalen Anteile erfasst. Zusatzlich

wurden das Korpergewicht und Fressverhalten der Tiere kontrolliert.
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4.2 Die verwendeten Methoden

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie wurden weibliche ovx SD-Ratten verwendet.
Diese sind als Studienmodell zur Erforschung der postmenopausalen Osteoporose
anerkannt und etabliert (Turner et al. 2001, Kharode et al. 2008, Seidlova-Wuttke et
al. 2003). Der Versuchsaufbau ist konsequent und geeignet, um die Fragestellung zu
l6sen.

Die Untersuchung des hyalinen Knorpels, der Epiphysenfuge, der Kortikalis und der
Mikroarchitektur des Knochens mit Hilfe von histologischen Praparaten ist tblich. Die
Knochenhistomorphometrie bietet sich fur die Untersuchung der strukturellen
trabekularen Integritst des Knochens an. Wahrend eine Strukturanalyse der
Infrastruktur des Knochens mit Hilfe der QCT nicht mdglich ist. Eine histologische
Analyse der zweidimensionalen trabekularen Mikroarchitektur nach der Methode von
Dalle Carbonare et al. (2005) liefert wichtige Aussagen Uber die rédumliche
Organisation, die Qualitat der Trabekel und die Knochenfestigkeit. Die QCT erlaubt
Aussagen uber die Knochenmineraldichte und den Knochenmineralgehalt und liefert
dariber Ruckschlisse uber die Knochenstabilitat. Neben der fehlenden Aussage
Uber die Infrastruktur kann die QCT auch keine weitere Differenzierung eines
Gewebes vornehmen, sondern nur seine Dichte wiedergeben. So ist die
Unterscheidung in zum Beispiel Fett und hdmatopoetisches, lymphatisches Gewebe
nur mit Hilfe der Knochenhistomorphometrie mdglich.

Aufgrund des Stellenwerts der Kontrollgruppe als wichtigste Versuchsgruppe wurde
diese getrennt. Um noch genauere Vergleichsmdglichkeiten und ahnliche
Versuchsbedingungen zu erhalten, wurde die Kontrollgruppe, die sf Futter erhielt, in
zwei Teilgruppen geteilt. Um einen besseren Vergleich mit den Versuchsgruppen,
denen die Testsubstanzen s.c. injiziert wurden, zu haben, hat man auch einer
Teilgruppe zusatzlich s.c. taglich die physiologische Substanz Cremophor®, die
keine Wirkung auf den Organismus hat, injiziert. Die andere Versuchsgruppe wurde,
wie die Tiere, die ihre Versuchssubstanzen p.o. aufnahmen, nur gefittert. Man hat
sich fur diese Trennung entschieden, weil das tagliche Injizieren von Substanzen den
Tagesablauf der Tiere und dadurch die Ergebnisse verandern kann. Schlie3lich
wurden die Ratten zeitweise aus ihrer gewohnten Umgebung genommen. Dies
koénnte vermehrt Stress und Stresshormone, verdnderte Nahrungsaufnahme, mehr

Bewegung durch Unruhe im Kéfig, Schmerz nach der Injektion, veranderter Schlaf-
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Wachrhythmus bei den Tieren ausgelost haben. Aber auch gegenteilige Effekte
durch die Zuwendung des Menschen vor und nach der Injektion sind denkbar.

4.3 Der Futterverbrauch

Der erhohte Futterverbrauch der Tiere hat ihre Gewichtszunahme zur Folge. Aul3er
den Tieren, die E2 erhielten, haben alle anderen Tiere nach der Ovx mehr gefressen
als vorher. Es ist bekannt, dass E2 die Futteraufnahme Uber den ERa (Geary et al.
2001) und wahrscheinlich Uber die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten
membranstandigen Ostrogenrezeptors (MER) (Lebesgue et al. 2010) kontrolliert.
Durch diese Ostrogenregulation nehmen die Tiere nicht zu.

Ecd und TC (in beiden Konzentrationen) scheinen keinen hemmenden Einfluss auf
das Fressverhalten zu nehmen und haben keinen Ostrogenahnlichen Effekt. Man
kann den erhohten Futterverbrauch durch den stimulierenden Effekt von Ecd auf das
Wachstum und den Muskelaufbau erklaren (Dinan et Lafont 2006, Seidlova-Wuttke
et al. 2010a). Eine gesteigerte Futteraufnahme unter Ecd nach Ovx wurde auch in
anderen Studien beobachtet (Kapur et al. 2010).

Auch STX hatte in dem vorliegenden Versuch keinen hemmenden Einfluss auf das
Fressverhalten, welches sich in der Entwicklung des Korpergewichts widerspiegelt.
Trotzdem gibt es Annahmen, dass STX Uber den mER, welcher fir die Kontrolle des
Futterverbrauchs und des Kdrpergewichts verantwortlich ist, im Hypothalamus wirkt
(Roepke et al. 2010). So konnte in dem oben genannten Versuch mit einer héheren
Dosis gezeigt werden, dass bei weiblichen ovx Meerschweinchen der
Futterverbrauch unter STX sinkt (Roepke et al. 2010). Manche Autoren verweisen
darauf, dass STX gegenuber E2 noch wirksamer an den Membranrezeptor binden

und Neurone aktivieren kann (Qiu et al. 2006).

4.4 Das Korpergewicht

Nach der Ovx nehmen die Ratten normalerweise deutlich an Gewicht zu (Seidlova-
Wuttke et al. 2003). So kam es auch in dem vorliegenden Versuch zu einer
Gewichtszunahme der ovx Kontrolltiere. Dieses Phdnomen wird auch bei Frauen
nach dem Klimakterium beobachtet, hierbei kommt es vor allem im intraabdominalen

Bereich zu Fettakkumulation (Brown et Clegg 2010).
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Unter E2-Substitution kam es zu keiner Gewichtszunahme der ovx Ratten und das
Gewicht war signifikant niedriger als das der Kontrolltiere. Dies wurde auch in vielen
anderen Studien festgestellt und es ist bekannt, dass Ostrogene Uber den ERa und
einen Membranrezeptor im Hypothalamus Einfluss auf den Energiehaushalt nehmen
(Qiu et al. 2003, Geary et al. 2001).

Die Substitution von TC in unterschiedlicher Konzentration konnte eine
Gewichtszunahme nach Ovx nicht verhindern. In einem &hnlichen Versuch tber vier
Wochen mit TC lasst sich auch eine deutliche Gewichtszunahme belegen (Kapur et
al. 2008). Dieses Ergebnis passt zu dem Ergebnis der Ecd-Gruppe.

Auch die Ecd-Tiere nahmen, ahnlich wie die Kontrolltiere und die TC-Gruppe, an
Korpergewicht zu. Dieser Sachverhalt wurde auch in anderen Studien dokumentiert:
Weder in Futterstudien mit ahnlicher Dosis Uber drei Monate (Seidlova-Wuttke et al.
2010a, Seidlova-Wuttke et al. 2010b) noch in Futterstudien tGber einen Monat mit
einer Dosis von 52,8 mg pro Tag und Tier (Kapur et al. 2010), konnte Ecd die
Gewichtszunahme der ovx Ratten verhindern. Man kann diesen Sachverhalt auf die
anabole Wirkung des Stoffes zurtickfihren. Mit Ecd behandelte Tiere haben einen
signifikant hoheren Muskel-, bei geringerem Fettanteil, als die Kontrolltiere (Seidlova-
Wauttke et al. 2010a). Eine erhdohte Muskelmasse durch Ecd wurde auch von anderen
Autoren nachgewiesen (Dinan et Lafont 2006). Somit kommt es unter Ecd zu einer
Gewichtserhéhung durch mehr Muskelmasse, wahrend bei den Kontrolltieren mehr
Gewicht durch einen hoheren Fettanteil zustande kommt (Seidlova-Wuttke et al.
2010a).

Auch die s.c. Injektion von STX konnte die Gewichtszunahme der Ratten nicht
unterbinden. In anderen Studien an weiblichen ovx Meerschweinchen konnte STX
mit einer héheren Dosis, ahnlich wie E2, eine starke Gewichts- und Fettzunahme,
wie die bei den Kontrolltieren, verhindern (Qiu et al. 2006, Roepke et al. 2010). Dies
kénnte darauf hindeuten, dass eine hohere Dosis (etwa 2 mg pro Tag/Tier) das
Fressverhalten und das Kdrpergewicht verdndern kann, wahrend eine geringe Dosis
(in dem vorliegenden Versuch 0,5 mg jeden zweiten Tag pro Tier) keinen Effekt zeigt.
Ahnliches wurde an weiblichen ovx Meerschweinchen festgestellt: Eine hohere Dosis
an STX (6 mg/kg KG) hatte, verglichen mit einer niedrigeren Dosis (2 mg/kg KG),
eine geringere Gewichtszunahme zur Folge (Roepke et al. 2008). Aul3erdem muss
man beachten, dass es sich bei den beiden Versuchen um andere Versuchstiere

handelte und die Versuchsdauer eine andere war. Man muss also in weiteren
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Versuchen prufen, ob eine hdhere Dosis STX eine Gewichtszunahme tatsachlich
verhindern kann. Damit kann STX wahrscheinlich eine 6strogendhnliche Wirkung in

Bezug auf das Kdrpergewicht besitzen.

4.5 Histologische Auswertungen

Die Tibia der ovx Ratte eignet sich als Studienobjekt der postmenopausalen
Osteoporose der Frau, weil sich ein Ostrogenmangel bereits innerhalb von Tagen in
der Metaphyse der Tibia bemerkbar macht (Seidlova-Wuttke et al. 2008) und sich
dadurch histologische Knochenstrukturveranderungen gut darstellen lassen.

Die histologische Untersuchung des Knochens ermoéglicht, die Struktur, die
Mikroarchitektur und die rdumliche Organisation des Knochens zu erfassen.
AulRerdem koénnen Elemente wie das Knochenmark, der Gelenkknorpel oder die
Wachstumsfuge beurteilt werden. Damit lassen sich die Knochenbrichigkeit, das
Frakturrisiko und die Belastbarkeit des Knochens einschatzen (Dalle Carbonare et al.
2005).

4.5.1 Die Kortikalisdicke

Die Kortikalis der Tibia ist, als auRere Hille des Rohrenknochens, wichtig fur die
Stabilitat und Festigkeit des Knochens. Nach der Menopause nimmt die
Knochendichte durch endostale Resorption ab. Durch die periostale Apposition
versucht der Knochen den postmenopausalen Knochenverlust zu kompensieren.
Diese periostale Apposition steht in direktem Zusammenhang mit dem niedrigen
Ostrogenspiegel (Ahlborg et al. 2003). So kommt es bei der Frau in den ersten
Jahren nach der Menopause zu nur sehr geringen Veranderungen der Kortikalis. Erst
nach langem Bestehen des E2-Defizits entwickelt sich ein Ausdinnen der Kortikalis
(Parfitt 1984).

Die Messungen der Kortikalis ergaben zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
keinen grofRen Dickenunterschied. Eine geringe Kortikalisdicke unter E2-Substitution
konnte erwartet werden, da Ostrogene die periostale Apposition in Ratten hemmen
(Turner et al. 1987). Vermutlich war die Versuchsdauer mit 4 Wochen zu kurz, um
Veranderungen der Kortikalisdicke zu erfassen, wahrend trabekuldre Veranderungen

durch ein hoéheres Turnover der Zellen sichtbar werden. AuRerdem gehen andere
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Autoren davon aus, dass sich Veranderungen in der Kortikalis weniger durch Mangel
an Ostrogenen, sondern vielmehr durch korperliche Inaktivitat hervorrufen lassen

(Miyagawa et al. 2011).

4.5.2 Die Epiphysenfugendicke

Die Wachstumsfuge, die sich zwischen der Epiphyse und der Metaphyse befindet, ist
fur das Langenwachstum des Rohrenknochens verantwortlich. Sie besteht aus
hyalinem Knorpel und ist Ort des longitudinalen Wachstums. In der Epiphysenfuge
kommt es neben der Chondrogenese gleichzeitig an der metaphyséaren Grenze zum
Eindringen von BlutgefaRen und Knochen-Vorlauferzellen, die fur die Umgestaltung
des neu gebildeten Knorpels in Knochen verantwortlich sind. Diese Prozesse werden
durch komplexe Interaktionen von endokrinen Signalen wie Wachstumshormonen,
Glukokortikoiden, Leptin, Schilddriisenhormonen, Androgenen und Ostrogenen
geregelt (Nilsson et al. 2005). Im Gegensatz zum Menschen verknéchert die
Wachstumsfuge der Ratte nie vollstandig. Damit hat die Ratte die Moglichkeit des
lebenslangen Wachstums. Studien zeigen, dass Ovx zu einer Verringerung der
Dickenabnahme der Epiphysenfuge fiihrt (Yao et al. 2006) und Ostrogene diese
unterdriicken. Dabei  beschleunigen Ostrogene die Verkleinerung der
Wachstumsfuge, welches beim Menschen, nicht aber bei der Ratte, zur frihen
Fusion fuhrt (Weise et al. 2001).

Ahnliche Ergebnisse sind auch in der vorliegenden Studie zu finden. So hatte die
Kontrollgruppe eine dickere Epiphysenfuge als die E2-Gruppe, wahrend die Tiere,
die mit den Testsubstanzen TC1, TC2, Ecd und STX behandelt wurden, signifikant
héhere Dicken aufwiesen. Damit teilten die Testsubstanzen nicht die Wirkung von E2,
sondern hatten einen fordernden Einfluss auf die Epiphysenfugendicke in
Kombination mit Ovx. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch an Ratten unter Ecd-
Substitution in vergleichbarer Dosis (52,8 mg/Tag/Tier) und einem Zeitraum von
einem Monat gemacht: Die mit Ecd behandelten Tiere hatten nach der Ovx eine
signifikant hohere Epiphysenfugendicke als die Kontrolltiere (Kapur et al. 2010). Die
Werte von TC1, TC2 und Ecd waren ahnlich hoch, was ein Hinweis dafiir sein kann,
dass die Wirkung von TC auf Ecd beruht. Kapur et al. fanden heraus, dass sich in der
hypertrophen Zone die grof3te prozentuale Zunahme der Epiphysenfugendicke

befindet (Kapur et al. 2010). Charakteristisch ist die Volumenvergrof3erung der
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Chondrozyten durch Wasseraufnahme. Wie in allen anderen Organen ist der
Wirkungsmechanismus von Ecd auf die Chondrozyten unbekannt.

Der Effekt von STX auf die Epiphysenfuge war dem Effekt der pflanzlichen
Testsubstanzen &ahnlich und dem von E2 entgegengesetzt. Der Effekt konnte durch
den Membranrezeptor (MER) erfolgen. Roepke et al., die sich einem zentralen Effekt
von STX sicher sind, schlieBen aber einen direkten peripheren Effekt nicht aus
(Roepke et al. 2010). Wenn STX Uber den zentralen Membranrezeptor im
Hypothalamus wirken wirde, dann sollte das Ergebnis fir die Breite der
Wachstumsfuge auch dem Ergebnis von E2 &hnlich sein. In dem vorliegenden
Versuch war aber das Ergebnis dem von E2 entgegengesetzt, welches ein Hinweis
auf eine periphere Wirkung von STX ist.

Insgesamt stiitzen diese Ergebnisse auch andere Beobachtungen im Rahmen des
vorliegenden Versuches. Die Ratten unter E2-Substitution hatten, auf Grund der
kleineren Wachstumsfuge, auch eine geringere Koérpergrof3e und ein geringeres

Korpergewicht.

4.5.3 Die Gelenkknorpeldicke

Der Gelenkknorpel besteht, wie die Epiphysenfuge, aus hyalinem Knorpel.
Zusammen mit den ihm angrenzenden Strukturen - wie Synovialflissigkeit,
Gelenkkapsel und Knochen - bildet er eine funktionelle Einheit. Mit zunehmendem
Alter und nach der Menopause steigt, auf Grund des niedrigen Ostrogenspiegels, die
Inzidenz fur Osteoarthritis. Daher konnte, ebenfalls an Tieren, ein Zusammenhang
zwischen Knorpeldegeneration und Ovx gezeigt werden (Sniekers et al. 2008). Unter
Ostrogenmangel kommt es in der extrazellularen Matrix des Gelenkknorpels zu
ahnlichen Veranderungen wie im physiologisch alternden Knorpel (Claassen et al.
2002). Eine friihe Ostrogentherapie kann die strukturelle Integritit des
Gelenkknorpels erhalten, weil Ostrogene chondroprotektiv wirken (Oestergaard et al.
2006).

Aus diesem Grund hatte in der vorliegenden Studie die E2-Gruppe, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, einen signifikant dickeren hyalinen Gelenkknorpel. Auch die mit Ecd,
TC1 und TC2 behandelten Tiere hatten eine signifikant hohere hyaline
Gelenkknorpelschicht, wobei deren Werte noch hdher waren. In anderen Studien

wurden fur Ecd &hnliche Effekte an dem Gelenkknorpel gefunden (Kapur et al. 2010).
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Die Werte von TC1, TC2 und Ecd waren in der Hohe vergleichbar, was wieder die
Annahme bestétigt, dass der osteoprotektive Effekt von TC auf den Bestandteil Ecd
zurlckzufihren ist. Es bleibt die Frage offen, warum die Gelenkknorpeldicken der
Ratten, behandelt mit pflanzlichen Testsubstanzen, héher der Dicken der Tiere unter
Ostrogentherapie waren. Ein Anhaltspunkt kénnte das erhéhte Gewicht der Tiere und
zusatzlich die anabole Wirkung von Ecd sein. Die Wirkung von Ecd auf den Knorpel
kénnte durch verminderten Zelltod, vermehrte Zellproduktion oder durch eine
Kombination aus beidem hervorgerufen werden. Auch kénnten die Substanzen eine
Entziindung im Gelenk durch Unterdriickung von proinflammatorischen Mediatoren,
die fur die Gelenkdegeneration verantwortlich sind, hemmen. Diese
Entzindungshemmung am Gelenk ist fur mechanische Belastung in geringer Grol3e
bekannt (Deschner et al. 2003).

Die Werte fur STX waren etwas hoher als die der Kontrolltiere; diese Ergebnisse
waren aber nicht signifikant. Die Dosis kdnnte eventuell zu gering oder die
Applikationsdauer zu kurz gewesen sein. Andernfalls stellt dieses Ergebnis einen
Widerspruch dar; schliel3lich hat STX auf die Zellen der Epiphysenfuge eine Wirkung

gehabt. In der Literatur sind derzeit keine Belege zu diesem Sachverhalt zu finden.

4.5.4 Die Flachenanteile von Fettgewebe, Trabekeln und hamatopoetischem,
lymphatischem Gewebe

Durch die Ovx und den damit hervorgerufenen Ostrogenmangel kommt es zu einem
gesteigertem katabolen Knochenumsatz, aus dem Perforationen der Trabekel,
vergroRerte Markraume und Diskontinuitat der Knochenstruktur resultieren. Es
kommt zum Ausdinnen der verbleibenden knéchernen Elemente und zu einer

verringerten Festigkeit des Knochens (Parfitt 1984).

Da ein Mangel an Ostradiol in unbehandelten postmenopausalen Frauen zu einer
gesteigerten Fettakkumulation im Knochenmark fuhrt (Syed et al. 2008), hatte die
Kontrollgruppe, im Vergleich zu allen Testsubstanzen, den gré3ten Fettanteil. Ein
erhohter Fettanteil im Knochenmark beeinflusst den Knochenumbau durch die
Hemmung der Osteoblasten und die Foérderung der Differenzierung von Osteoklasten.
Dies wird auf den lipotoxischen Effekt der Adipozyten zurtickgefihrt: Adipozyten

kénnen Fettsdauren und Adipokine parakrin sezernieren und damit auf Osteoblasten
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wirken (Duque 2008). Ostrogengabe kann diese Fettakkumulation verhindern (Syed
et al. 2008).

Es hatten nicht nur die mit E2 behandelten Tiere, sondern auch die Ratten unter
TC1-, TC2-, Ecd- und STX-Substitution einen signifikant geringeren Fettanteil in der
tibialen Metaphyse. Ahnliche Resultate lassen sich auch in der Literatur finden. So
kann man Belege finden, dass TC-Extrakt in den Fettstoffwechsel eingreifen kann: In
Versuchen an Ratten konnten blutzucker- und lipidsenkende Effekte von TC-Wurzeln
nachgewiesen werden (Stanely Mainzen Prince et Menon 2003). Die Ergebnisse
bestatigen auch die Annahme, dass Ecd in den Fettstoffwechsel eingreifen kann:
Ecd kann Fettleibigkeit, Insulinresistenz und Hyperglykamie durch eine Verringerung
der Fettdepots verhindern und die Expression von Adipokin modulieren (Kizelsztein
et al. 2009). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Ratten unter Ecd-Substitution
nach der Ovx nicht an Fettgewebe, sondern an Muskelmasse zunehmen und dass
Ecd den Serumleptinspiegel senken und in hoherer Dosierung die HDL Parameter im
Blut steigern kann (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Das Ergebnis von STX bestétigt
die Erwartung, dass STX den Energie- und Fetthaushalt beeinflussen kann (Qiu et al.
2006, Roepke et al. 2010). Der geringe Fettanteil im Knochen stitzt zudem die
These, dass die Gewichtszunahme der Tiere aus der TC1-, TC2-, Ecd- und STX-

Gruppe nicht unbedingt mit einem erhéhten Korperfettanteil einhergehen muss.

Wie zu erwarten, zeigte sich ein niedriger Trabekelanteil bei den ovx und sf
gefutterten Kontrolltieren, wahrend die Tiere mit E2-Substitution einen deutlich
hoheren Trabekelanteil prasentierten und es damit bei diesen Tieren zu keinem oder
zu sehr geringem Knochenabbau gekommen ist. Die osteoprotektive Wirkung von E2
ist bekannt und daher war E2 lange Zeit das Mittel der Wahl in der
Osteoporosetherapie. Es sind weniger die Ergebnisse der Ostrogene im Knochen,
weshalb sie besser nicht zur Osteoporosetherapie verwendet werden sollten,
sondern viel mehr die Nebenwirkungen in Uterus und Brustdrise.

Die Ergebnisse der Testsubstanzen TC1, TC2, Ecd und STX prasentierten eine
ahnliche Reduktion der osteoporotischen Vorgange in der Metaphyse der Tibia wie
E2. So bewirkte die Gabe von Ecd und TC in beiden Konzentrationen signifikant
hohere Trabekelflachen als die der Kontrolltiere. Diese Beobachtung bestarkt die
Funde anderer Autoren, dass Ecd und TC positiv auf den Knochenstoffwechsel

wirken kénnen. In diesem Zusammenhang fand man in in-vitro-Versuchen heraus,
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dass Ecdyson direkt auf osteoblastendhnliche Zellen wirken kann (Gao et al. 2000).
Allerdings behauptete die gleiche Studie, dass Ecd sich durch ER-Antagonisten
inhibieren lasst, welches einen Widerspruch zu sonstigen Autoren darstellt. Auch die
Gabe von STX bewirkte eine erhohte Trabekelflache und bestétigt die Erwartung
(Roepke et al. 2010). So gehen Roepke et al. davon aus, dass der Membranrezeptor,
Uber den STX wirkt, sich im Nucleus preopticus des Hypothalamus befindet und tber
sympathische Neurone in den Knochenstoffwechsel eingreifen konnte. Aul3erdem
konnte es eine Verbindung zu dem Nucleus ventromedialis geben; dieser spielt eine
entscheidende Rolle in der Regulation der Knochendichte durch Leptin und
Serotonin (Yadav et al. 2009). Eine Leptin abh&ngige zentrale Steuerung der
Knochenmasse erfolgt Giber sympathische Signale an 32 adrenergen Rezeptoren auf
Osteoblasten und begunstigt dadurch die Knochenresorption (Elefteriou et al. 2005).
Dieses Beispiel zeigt die moglichen komplexen und noch nicht hinreichend
erforschten Interaktionen von verschiedenen Hormonen und verweist dadurch auf die
Moglichkeiten, die eine Substanz nutzen kénnte, um in den Knochenstoffwechsel
einzugreifen.  Aber auch periphere = Wirkungsmechanismen an einem

membranstandigen ER sind denkbar.

In der vorliegenden Studie ergab die histologische Auswertung der Tibia keinen
signifikanten Unterschied der Anteile an hdmatopoetischem, lymphatischem Gewebe
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppen. Es liel3 sich
kein Effekt von TC1l, TC2, Ecd, STX und auch E2 auf das hamatopoetische
Knochenmark nachweisen. Dieses Ergebnis steht teils im Widerspruch zu den
Untersuchungen anderer Autoren. Schliel3lich konnte eine positive Wirkung von Ecd
auf die Erythrozytenzahl im Blut und eine Stimulation der Erythropoese festgestellt
werden (Syrov et al. 1997). Vielleicht war die Versuchsdauer zu kurz, um die

erwarteten Ergebnisse zu bestéatigen?

4.5.5 Die Trabekelstrukturanalyse

Auf Grund einer Osteoporose verliert der Knochen kontinuierlich an Knochenmasse.
Diese Veranderungen spiegeln sich auch in der Struktur und Mikroarchitektur des
Knochens wider. Eine Untersuchung der Mikroarchitektur des Knochens ist wichtig,

um die raumliche Organisation und Verknupfung der einzelnen Trabekel zu
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bestimmen. Schliellich ist die Starke eines Knochens nicht nur von seinem Volumen,
sondern auch von seiner Struktur abhangig (Kleerekoper et al. 1985). In der
vorliegenden Studie wurde an histologischen Praparaten eine ,strut analysis® nach
Dalle Carbonare et al. durchgefihrt. Damit konnte man den raumlichen
Vernetzungsgrad der Trabekel bestimmen. Andere gangige Moglichkeiten zur
Knochenanalyse sind die Computertomographie oder Magnetresonanztomographie.
Diese Methoden kdonnen aber weniger Aussagen Uber die Knochenintegritat treffen.
Als Ort der Trabekelstrukturanalyse wurde einige Millimeter distal der Epiphysenfuge
die Metaphyse der Tibia gewahlt.

Es ist bekannt, dass nach einer Ovx zwei Arten von Knochenresorption auftreten:
Eine an den Kanten und eine auf den Oberflachen der Trabekel. Aus diesem Grund
formen sich in den Trabekeln die Knoten in freie Enden oder in Verbindungspunkte
um (Abe et al. 1999). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die
Anzahl an freien Enden zwar fur alle Versuchsgruppen ahnlich grol3 war, dass aber
die Anzahl an Knoten und das Verhaltnis von Knoten zu freien Enden bei den
Kontrolltieren am niedrigsten und bei den mit E2 behandelten Tieren am grof3ten ist.
Die Tiere, die mit TC1, TC2, Ecd und STX behandelt wurden, haben im Vergleich zur
Kontrollgruppe auch signifikant hohere Werte, vergleichbar mit denen von E2. Damit
wird deutlich, dass die Versuchssubstanzen nicht nur den Anteil an Trabekeln,
sondern auch den Grad der trabekularen Verzweigung positiv beeinflussen und dem
Knochenverlust nach der Ovx vorbeugen koénnen. Gerade die Knoten, als
Verzweigungen der trabekuldaren Knochenplatten, gelten als wichtigste Strukturen
der Knochenfestigkeit (Abe et al. 1999). Damit kann gezeigt werden, dass bei den
Tieren unter TC1l-, TC2-, Ecd- und STX-Substitution nicht nur mehr Knochen

vorhanden ist, sondern dass auch seine Qualitat verbessert ist.

4.6 Bezlige der Osteoporose zur Zahnmedizin

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, welchen Effekt TC, Ecd
und STX im Vergleich zu E2 auf die Knochenstruktur der Tibia einer
postmenopausalen Ratte haben. Dies erfolgte unter dem Blickwinkel als mégliche
Prophylaxe oder Therapie der postmenopausalen Osteoporose der Frau.
AbschlieRend bleibt die Frage, ob sich auch fir den zahnmedizinischen Bereich

Rickschlisse ziehen lassen.
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Die Idee, dass es einen Zusammenhang zwischen Tibia und Kieferknochen gibt,
basiert auf einer Studie, die nach Ovarektomie der Ratte &hnliche strukturelle
Veradnderungen in Mandibula und Tibia zeigt (Yang et al. 2003). Dies wéare ein
Hinweis, dass die Mandibula und die Tibia als spongiése Knochen in einer &hnlichen
Weise reguliert werden. Damit kdnnte, wie in der Metaphyse der Tibia, Osteoporose
sich in &hnlicher Form in der Mandibula manifestieren und die Testsubstanzen
vergleichbar dagegen wirken.

Zusammenhéange zwischen Osteoporose im Skelett und Auswirkungen auf den
Kieferknochen werden derzeit noch sehr unterschiedlich gesehen: Einige Autoren
sind der Meinung, dass sich ein Ostrogenmangel nach langerer Zeit am
Kieferknochen durch eine verminderte trabekulére Struktur oder kortikale Dicke
bemerkbar macht (Yang et al. 2005), wahrend andere Autoren wiederum keine
Abnahme der Knochensubstanz im Kiefer in Zusammenhang mit Ostrogenmangel
sehen (Kingsmill et Boyde 1999).

Auch der Zusammenhang zwischen Parodontopathien, Menopause und
Osteoporose wird seit den 60er Jahren diskutiert. Unter Parodontopathien werden
entzindlich- und nicht entzindlich bedingte Erkrankungen der Gingiva und des
Zahnhalteapparates zusammengefasst. Atiologisch werden vor allem Zahnplaque
und die Anwesenheit parodontalpathogener Keime dafir verantwortlich gemacht.
Aber auch Rauchen, Diabetes, Adipositas und auch Osteoporose kommen als
weitere Faktoren hinzu. Auffallig ist, dass Osteoporose und Parodontopathien viele
gemeinsame Risikofaktoren haben. So ist beiden gemeinsam, dass eine erniedrigte
Kalziumzufuhr ein Fortschreiten sowohl der Osteoporose als auch der Parodontitis
begunstigt (Nishida et al. 2000). Daher gibt es Annahmen, dass es eine Beziehung
zwischen Osteoporose und Parodontitis gibt: Eine systematische Uberprifung vieler
klinischer Studien konnte diesen Sachverhalt bestatigen (Martinez-Maestre et al.
2010). Einige Autoren konnten klinischen parodontalen Attachmentverlust (Brennan
et al. 2007) und Zahnverlust (Nicopoulou-Karayianni et al. 2009) in Zusammenhang
mit Osteoporose bringen. Allerdings gibt es auch kritische Publikationen, die keinen
direkten Zusammenhang zwischen Zahnverlust, Knochenschwund,
Attachmentverlust und Osteoporose sehen (Mattson et al. 2002). Es bleibt die Frage
offen, ob beide gemeinsam aufgrund gemeinsamer Risikofaktoren auftreten oder ob

die eine Erkrankung die andere tatsachlich beeinflussen kann. Auch hier muss noch
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auf weitere klarende Studien gewartet werden, die die Zahn- und Humanmedizin
starker verknupfen.

In anderen Teilgebieten der Zahnmedizin spielt die Osteoporose zumindest im
Verlauf der Therapie eine Rolle. Im Bereich der zahnarztlichen Implantologie ist die
Osteoporose zwar keine Kontraindikation fur Implantate. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass Implantate unter Ostrogensubstitution in einem menopausalen
Organismus besser einheilen kdénnen (Qi et al. 2004). Wahrend eine erhthte
Komplikationsrate von Implantaten zusammen mit Knochenersatzmaterial bei einer
unbehandelten Osteoporose festgestellt wurde (Erdogan et al 2007). Zwar ist auch
auf diesem Gebiet kein Konsens gefunden, trotzdem stellt die Osteoporose einen
Risikofaktor fir Komplikationen im Zusammenhang mit zahnarztlichen Implantaten
dar.

Auch wenn man sich nicht einig ist, ob Patienten mit Osteoporose ein gesteigertes
Risiko fur den Verlust von Alveolarknochen und Zahnen haben, sollte die
Osteoporosetherapie mit oralen Bisphosphonaten von zahnéarztlicher Seite
engmaschig kontrolliert und kritisch gesehen werden. Besonders die zahnarztliche
Sanierung vor einer Therapie mit Bisphosphonaten hat einen hohen Stellenwert.
Bisphosphonate besitzen eine hohe Affinitat zu Hydroxylapatitkristallen und lagern
sich fur Jahrzehnte in das Knochengewebe ein. Sie werden nicht nur in der
Osteoporosetherapie, sondern auch bei Tumoren mit ossédren Metastasen,
Plasmozytomen, Morbus Paget und fibréser Dysplasie eingesetzt. Eine mégliche,
zwar seltene, aber sehr geflirchtete Nebenwirkung ist die Osteochemonekrose des
Kieferknochens und den damit einhergehenden Folgen: Sehr starke Schmerzen,
Frakturen des Kiefers und Verlust von Knochen. Dabei ist die Therapie langwierig,
schwierig und teils mit Operationen verbunden. Das Risiko flr eine Kiefernekrose
durch  Bisphosphonate steigt mit einer hohen Dosis, einem langem
Einnahmezeitraum, der i.v. Applikation und einer malignen Grunderkrankung
(Bamias et al. 2005). Aufgrund dieser Nebenwirkung sollte aus Sicht der
Zahnmedizin auf Bisphosphonate zur Osteoporosetherapie besser verzichtet und auf
andere Therapiemdglichkeiten zurtickgegriffen werden.

Insgesamt wird deutlich, dass es noch keinen Konsens zu vielen Themen der
Zahnmedizin in Zusammenhang mit Osteoporose gibt und ein engerer Bezug von
Zahn- und Humanmedizin daftr nétig ware. Damit wird der Bedarf zur weiteren

Erforschung der Osteoporose und ihrer Therapie im Allgemeinen und auch in Bezug
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zur Zahnmedizin deutlich. Inwieweit die Testsubstanzen eine Rolle in der
Zahnmedizin spielen kdnnen, muss in Zukunft geklart werden. Ob es nicht moglich
ware, dass die Testsubstanzen das Einheilen von zahnéarztlichen Implantaten in den
Kieferknochen positiv beeinflussen konnten oder das Fortschreiten von
Parodontopathien durch eine der Testsubstanzen gedammt werden konnte?
AulRRerdem bleibt die Frage, welche Rolle der Zahnarzt in der Friherkennung der

Osteoporose spielen konnte.
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5. Zusammenfassung

Ein Umdenken in der Behandlung der postmenopausalen Osteoporose ist, seitdem
die Nebenwirkungen der Hormonersatztherapie bekannt geworden sind, notwendig.
Zudem gehort die Osteoporose zu den zehn wichtigsten Erkrankungen weltweit und
aufgrund des demographischen Wandels steigt die Zahl alter Menschen, die eine
Osteoporose entwickeln kénnen. Deshalb ist man auf der Suche nach neuen
Substanzen zur Prophylaxe und Therapie der Osteoporose. Dabei scheinen selektive
Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) einen vielversprechenden Ansatz zu liefern.
In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob TC, Ecd und STX einen ahnlichen
osteoprotektiven Effekt wie E2 in der Metaphyse der Tibia und auf das Korpergewicht
bei ovx Ratten haben. Als Modell zur Simulation der weiblichen postmenopausalen
Osteoporose wurde die ovx SD-Ratte, die viele Gemeinsamkeiten wahrend des
Knochenabbaus zur postmenopausalen Frau hat, verwendet. Wahrend eines
vierwochigen Versuches wurden die Testsubstanzen Ecd (59,16 mg/Tag/Tier) und
E2 (0,13 mg/Tag/Tier) p.o. verabreicht, wahrend TC1 (2,6 mg/Tag/Tier), TC2 (0,26
mg/Tag/Tier) und STX (0,25 mg/Tag/Tier) s.c. injiziert wurden. Anschlielend stand
neben dem Korpergewicht und dem Futterverbrauch die Histologie der Metaphyse
der Tibia im Fokus der Untersuchungen. Dabei wurden die Ergebnisse der jeweiligen

Testsubstanzen mit den Ergebnissen der Kontrolltiere verglichen.

Tinospora cordifolia

TC konnte in beiden Konzentrationen eine Gewichtszunahme, wie die der
Kontrolltiere, nicht verhindern, was sich im erhdhten Futterverbrauch widerspiegelt.
Auch auf die Dicke der Kortikalis war die Wirkung nicht signifikant, wahrend die
Epiphysenfugendicke und Dicke des hyalinen Knorpels signifikant héher waren. Auch
im Knochen konnte der Extrakt die Erwartungen mit einer ahnlichen Reduktion der
osteoporotischen Vorgange in der Tibia der Metaphyse wie E2 bestatigen. So war
nicht nur der Trabekelanteil, sondern auch der Vernetzungsgrad signifikant héher als

der der Kontrollgruppe und der Fettanteil dagegen niedriger.

Ecdyson
Trotz der unterschiedlichen Applikationsform von TC und Ecd lieferten beide sehr

ahnliche signifikante Ergebnisse. Damit kann man schlussfolgern, dass die
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Hauptwirkung von TC auf dem Bestandteil Ecd beruht. So konnte Ecd zwar auch
nicht die Gewichtszunahme und den gesteigerten Futterverbrauch verhindern, aber
seine Wirkung auf den Knochen konnte einen, durch Mangel an Sexualhormonen
verursachten, Knochenabbau verhindern. Das erhdhte Gewicht kdnnte man sich mit

der anabolen muskelaufbauenden Wirkung des Stoffes erklaren.

STX

Entgegen den Erwartungen konnte STX weder die Gewichtszunahme noch die
Steigerung des Futterverbrauchs unterbinden. Dabei muss man annehmen, dass die
Dosis zu gering gewesen sein kann. Wie alle Testsubstanzen, einschliel3lich E2, liel3
sich auch kein Effekt auf die Dicke der Kortikalis nachweisen. Eine positive Wirkung
wurde an der Epiphysenfuge, aber nicht am hyalinen Gelenkknorpel, beobachtet. Da
man Uber die periphere Wirkungsweise von STX sehr wenig weil3, kann man nur
mutmalien, warum es zu keiner Wirkung am Knorpel, dafir aber am Knochen kam.
Aber der hohe Anteil an Trabekelflachen, der hohe trabekulare Vernetzungsgrad und
der geringe Fettanteil belegen ein ahnlich gutes osteoprotektives Potential der

synthetisch hergestellten Testsubstanz wie Ostrogene.

Insgesamt konnte mit der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass TC, Ecd und
STX signifikant die osteoporotischen Vorgange an der Tibia der ovx Ratte
unterbinden kdénnen. Dabei wurde deutlich, dass die Wirkung von TC hauptsachlich
auf Ecd beruht. In zukinftigen Studien misste die Wirkungsweise der
Testsubstanzen hinreichend geklart werden. Vor allem fir STX muss die Wirkung auf
andere Organe hinzugezogen werden. Damit wére ein Einsatz von Ecd und STX in
der Prophylaxe und Therapie der postmenopausalen Osteoporose der Frau, nach

Abwarten hinreichender klinischer Studien, denkbatr.
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6. Methodischer Anhang

Herkunft der einzelnen Testsubstanzen

Tabelle 3: Herkunft der einzelnen Testsubstanzen

Testsubstanz Herkunft

TC Pflanze aus Roorkee district (Uttaranchal, Indien)
Hergestellt nach der Methode aus Kapur et al. 2008

STX AA Pharma Syn. LLC (Ann Arbor MI, USA)

Ecd Changzhou Dahua Imp. and Exp. (Group) Corp. Ltd. (Changzhou
Jiangsu, China)

E2 Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH (Hannover)
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Bau eines typischen Rohrenknochens am Beispiel des Femurs (S. 8)
Wirbelkdrper im Quer- und Frontalschnitt (S. 12)

Strukturformel von 20-Hydroxyecdyson (S. 18)

Strukturformel von STX (S. 21)

Strukturformel von 17B-Ostradiol (S. 22)
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Schemazeichnung der Tibia mit Messung der Kortikalisdicke (S. 29)
Originalbild mit Messung der Dicke der Kortikalis. Vergrof3erung: 3,125.
Praparat: 55-6 (S. 29)

Schemazeichnung der Tibia mit Messung der Epiphysenfugendicke (S.
29)

Originalbild mit Messung der Dicke der Epiphysenfuge. Vergro3erung:
3,125. Praparat: 35-6 (S. 29)

Schemazeichnung der Tibia mit Messung der Gelenkknorpeldicke (S.
30)

Originalbild mit Messung der Dicke des Gelenkknorpels. Vergréf3erung:
3,125. Praparat: 35-6 (S. 30)

Echtfarbbild. VergroRerung: 12,5. Praparat: 35-6 (S. 31)

Nach der Inversion. Vergro3erung: 12,5. Praparat: 35-6 (S. 31)

Nach Einstellung des roten Farbauszugs. Vergrof3erung: 12,5.
Praparat:35-6 (S. 31)

Balken zum Einstellen der Schwellenwerte im Bild. Auf Basis der
zugewiesenen Schwellenwerte entstand die Phasenanalyse mit den
absoluten und relativen Anteilen der drei Gewebe (S. 31)

Schema (von oben nach unten) Freie Enden (griner Punkt),
Verbindungspunkte (schwarzer Punkt), Knoten (roter Punkt) (S. 32)
Trabekelstrukturanalyse eines Praparates aus der Kontrollgruppe.
VergrolRerung: 3,125. Praparat: 4-8 (S. 32)
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Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Futterverbrauch pro Tag und Tier in Gramm im Vergleich zur
Kontrollgruppe und der Tiere vor der Ovx (S. 34)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Futterverbrauch pro Tag und Tier in Gramm im Vergleich zur
Kontrollgruppe und der Tiere vor der Ovx (S. 35)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Entwicklung des Korpergewichts (S. 36)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Differenz des Korpergewichts zwischen dem Zeitpunkt der ersten
Messung eine Woche vor der Ovx und der letzten Messung vier
Wochen nach Versuchsbeginn (S. 36)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Entwicklung des Kdpergewichts (S. 37)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Differenz des Korpergewichts zwischen dem Zeitpunkt der ersten
Messung eine Woche vor der Ovx und der letzten Messung vier
Wochen nach Versuchsbeginn (S. 37)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Kortikalis der Metaphyse der Tibia (S. 38)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Kortikalis der Metaphyse der Tibia (S. 39)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Wachstumsfuge der Metaphyse der Tibia (S. 40)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
der Wachstumsfuge der Metaphyse der Tibia (S. 40)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
des Gelenkknorpels der Epiphyse der Tibia (S. 41)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die Dicke
des Gelenkknorpels der Epiphyse der Tibia (S. 42)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den

Fettanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia (S.

43)
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Abbildungsverzeichnis

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Fettanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der Tibia (S.
43)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Trabekelanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der
Tibia (S. 44)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Trabekelanteil der gesamten endostalen Flache der Metaphyse der
Tibia (S. 45)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Anteil an hamatopoetischem, lymphatischem Gewebe der gesamten
endostalen Flache der Metaphyse der Tibia (S. 46)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf den
Anteil an hamatopoetischem, lymphatischem Gewebe der gesamten
endostalen Flache der Metaphyse der Tibia (S. 46)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Anzahl an Knoten in der Metaphyse der Tibia (S. 48)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Anzahl an Knoten in der Metaphyse der Tibia (S. 48)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Anzahl an freien Enden in der Metaphyse der Tibia (S. 49)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf die
Anzahl an freien Enden in der Metaphyse der Tibia (S. 50)

Der Effekt von STX und TC (s.c., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf das
Verhaltnis von Knoten zu freien Enden in der Metaphyse der Tibia (S.
51)

Der Effekt von Ecd und E2 (p.o., 4 Wochen bei ovx Ratte) auf das

Verhaltnis von Knoten zu freien Enden in der Metaphyse der Tibia (S.

51)
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Tabellenverzeichnis

9. Tabellenverzeichnis

Material und Methoden

Tab. 1:

Tab. 2:

Gruppeneinteilung nach subkutan verabreichten Substanzen. Aus dem
Gewicht der Tiere konnte man die durchschnittiche Dosis der
Testsubstanzen pro Tag und Tier errechnen (TC1 und TC2). (S. 26)
Gruppeneinteilung nach per Futter verabreichten Substanzen. Aus dem
Futterverbrauch der Tiere liel3 sich die Dosis der Testsubstanzen pro
Tag und Tier berechnen. (S. 26)

Methodischer Anhang

Tab. 3:

Herkunft der einzelnen Testsubstanzen (S. 68)

84



Danksagung

Danksagung

Fur die Bereitstellung des Themas und die Mdglichkeit, wissenschaftlich und
selbststandig arbeiten zu durfen, mdchte ich meinen herzlichen Dank Priv.-Doz. Dr.
med. D. Seidlova-Wuttke und Prof. Dr. med. W. Wuttke aussprechen.

Dariiber hinaus mochte ich Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlova-Wuttke fir die exzellente

und zielgerichtete Betreuung zu jedem Zeitpunkt dieser Arbeit danken.

Mein Dank gilt auch allen ehemaligen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Endokrinologie,
besonders Frau Kapur und Frau Briggemann-Meyer.

85



	Inverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Einleitung_1
	Einleitung_11
	Einleitung_111
	Einleitung_112
	Einleitung_113
	Einleitung_114
	Einleitung_12
	Einleitung_121
	Einleitung_122
	Einleitung_13
	Einleitung_14
	Einleitung_15
	Einleitung_151
	Einleitung_152
	Einleitung_153
	Einleitung_154
	Einleitung_16
	Material_und_Methoden_2
	Material_und_Methoden_21
	Material_und_Methoden_211
	Material_und_Methoden_212
	Material_und_Methoden_213
	Material_und_Methoden_214
	Material_und_Methoden_22
	Material_und_Methoden_221
	Material_und_Methoden_222
	Material_und_Methoden_23
	Material_und_Methoden_231
	Material_und_Methoden_232
	Material_und_Methoden_233
	Material_und_Methoden_234
	Material_und_Methoden_235
	Material_und_Methoden_236
	Material_und_Methoden_24
	Ergebnisse_3
	Ergebnisse_31
	Ergebnisse_32
	Ergebnisse_33
	Ergebnisse_34
	Ergebnisse_35
	Ergebnisse_36
	Ergebnisse_361
	Ergebnisse_362
	Ergebnisse_363
	Ergebnisse_37
	Ergebnisse_371
	Ergebnisse_372
	Ergebnisse_373
	Diskussion_4
	Diskussion_41
	Diskussion_42
	Diskussion_43
	Diskussion_44
	Diskussion_45
	Diskussion_451
	Diskussion_452
	Diskussion_453
	Diskussion_454
	Diskussion_455
	Diskussion_46
	Zusammenfassung_5
	Methodischer_Anhang_6
	Literaturverzeichnis_7
	Abbildungsverzeichnis_8
	Tabellenverzeichnis_9
	Danksagung_10

