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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Osteoporose ist in den letzten Jahrzehnten immer mehr in den Fokus der Mediziner
gertickt. Noch vor wenigen Jahrzehnten wurde sie als physiologisches, unabwendbares
Phédnomen des Alterns angesehen. Mittlerweile hat sich mit dem Fachgebiet der
Osteologie eine facherlbergreifende Expertengruppe gebildet. Nicht zuletzt aufgrund der
Héaufigkeit und 6konomischen Auswirkungen widmet sich die Osteologie der Prévention,
Diagnostik und Therapie von Osteoporose (PFEILSTIFTER 2008). 7,8 Millionen
Deutsche sind von Osteoporose betroffen (HAUSSLER et al. 2007). 1% aller 50-
80jahrigen Frauen erleidet eine osteoporotisch bedingte, radiologisch nachweisbare
Sinterungsfraktur. Bei Mannern dieser Altersgruppe sind es 0,6%. Die Haufigkeit
peripherer Frakturereignisse bei Frauen dieser Altersgruppe liegt bei 1,9% und bei
Mannern bei 0,9%. Die Osteoporose ist hiermit eine der zehn hdufigsten und, durch
Frakturen bedingt, teuersten Erkrankungen des Menschen weltweit (SEEMAN 2001).
Eine addquate Prévention, Diagnostik und Therapie zur Behandlung bzw. Verhinderung
der weitreichenden Folgen von Osteoporose ist daher in jeder Hinsicht absolut notwendig
(PFEILSTIFTER 2008).

Epidemiologische Studien belegen, dass die Osteoporose in der asiatischen Bevolkerung,
verglichen mit der européaischen, seltener auftritt. Ein Erklarungsversuch dieses
Phénomens stellen die Phytodstrogene im Sojaprotein dar (COXAM 2008). Diese werden
aktuell daher als mogliche alternative Therapieoption in der Osteoporosetherapie
diskutiert. Man erhofft sich aufgrund ihrer pflanzlichen Herkunft ein glnstiges
Nebenwirkungsprofil und eine gute Vertraglichkeit. Somit wirden Phytodstrogene aus
Sojaprotein als Therapeutikum verwendet werden.

In den vergangenen Jahrzehnten lag der Forschungsschwerpunkt auf der Untersuchung
der weiblichen Osteoporose. Die weibliche Osteoporose manifestiert sich durch den
postmenopausalen Ostrogenmangel haufiger. Der mannliche Anteil betroffener
Osteoporosepatienten liegt bei 1/5. Die durch Osteoporose bedingten Frakturen flhren
bei Mannern zu héherer Morbiditat und Mortalitat als bei Frauen (LAMBERT et al.
2011). Die geschlechtsspezifischen Unterschiede im Knochenstoffwechsel erfordern hier
erhohtes Engagement zur Erforschung der mannlichen Osteoporose. Die
Pathomechanismen beziiglich Atiologie und Pathophysiologie werden noch nicht in
gleicherweise verstanden wie bei der Frau.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung der Sexualhormone Dihydrotestosteron und 17-R3-

Ostradiol sowie der Phytodstrogene Genistein und Equol auf das Remodelling des
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méannlichen osteoporotischen im Heilungsprozess befindlichen Knochen zu untersuchen.
Insbesondere sollte dabei untersucht werden, wie sich die jeweiligen Hormone in ihrer
Wirkung auf die unterschiedlichen kndchernen Strukturen unterschieden. AuRerdem
sollte untersucht werden, wie sich die Hormontherapie auf den spongitsen und kortikalen
Knochen auswirkt und ob Rickschlisse auf den Heilungsverlauf und dessen

Beeinflussung getroffen werden kénnen.
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2. Grundlagen
2.1 Knochen

Knochen bilden zusammen mit Muskeln und Gelenken den Bewegungsapparat, schutzen
innere Organe, beherbergen das blutbildende Knochenmark und dienen als Speicher von
lonen wie Kalzium und Phosphat (GRATZEL 2002).

Epiphysis j
( Linea
Metaphysis < epiphysialis
Substantia
compacta
| Cavitas
Diaphysis { medullaris
(Corpus)
L.
[ Substantia
spongiosa
Metaphysis <
{ Substantia
[ corticalis
Epiphysis J{

Abbildung 1: Aufbau eines Rohrenknochens (DRENCKHAHN und
KUGLER 2003, (S. 134)).

An den langen Rohrenknochen werden Diaphyse, Metaphyse und Epiphyse
unterschieden. Zwischen Metaphyse und Epiphyse liegt die Epiphysenfuge (siehe
Abbildung 1). Sie verkndchert nach Abschluss der Pubertat zur Linea epiphysialis.
Epiphysen und Metaphysen bestehen hauptsachlich aus Substantia spongiosa, die von
einer dunnen Kompakta (Substantia corticalis) umgeben ist. Die Diaphyse hingegen
besteht hauptséchlich aus Substantia compacta. Die duRRere Oberflache des Knochens
wird von der Knochenhaut, dem Periost, bedeckt. An Gelenkflachen, Ansatzstellen fur

Muskel, Sehnen und Bandern sowie Knochenabschnitte, die von der Synovialmembran
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uberzogen sind, fehlt sie. Das Endost kann als innere Hullstruktur des Markraums
angesehen werden (DRENCKHAHN und KUGLER 2003).

Das Knochengewebe des Erwachsenen besteht hauptséchlich aus Lamellenknochen, der
in den Organisationsformen Spongiosa und Kompakta vorkommt.

Die Spongiosatrabekel sind platte bzw. saulenférmige verzweigte Strukturen, die als
Gitterwerk entlang der im Knochen herrschenden Zug- und Druckspannungen verlaufen
(trajektorielle  Spongiosa-Architektur). Die Trabekel sind und werden aus
halbmondférmigen Lamellenpaketen aufgebaut. Osteone fehlen weitgehend. Die
Oberfl&che ist mit Endost bedeckt. Die Kompakta ist auf die AuRenschicht des Knochens
beschrankt (Substantia corticalis, s.0.). Die R&ume zwischen den Trabekeln der
Spongiosa und die Markrdume in den Diaphysen enthalten das Knochenmark. Dieses
wird in das rote und gelbe Knochenmark unterteilt.

In der Kompakta des Erwachsenen bilden Kollagenfibrillen dicke Lamellen, die
konzentrisch in Schichten um einen zentralen Kanal angeordnet sind, dem sogenannten
Havers-Kanal. Die Einheit aus Lamellen und Havers-Kanal wird als Havers-System bzw.
Osteon bezeichnet. Osteone stellen also die Baueinheit des Lamellenknochens und somit
der Kompakta dar. Kanédle, die die longitudinal durch die Kompakta verlaufenden
Havers-Kanéle untereinander verbinden und transversal durch die Kompakta laufen,
werden als Volkmannsche Kanéle bezeichnet. Ein Osteon wird durchschnittlich aus 30
einen Havers-Kanal konzentrisch umgebenden Knochenlamellen (Speziallamellen)
gebildet. Die Kollagenfibrillen in den Osteon-Lamellen verlaufen in Schraubentouren,
deren Drehrichtung von einer zur anderen Lamelle wechselt. Die Rdume zwischen den
Osteonen sind mit Schaltlamellen gefillt, die Gbrig gebliebene Lamellen eines Havers-
Systems darstellen, das im Zuge von Umbauprozessen abgebaut worden ist. Im duReren
Bereich der Kompakta sind die Lamellen nicht in Osteonen organsiert, sondern umfassen
in Form einer Generallamelle die ganze Zirkumferenz. Eine innere Generallamelle
begrenzt die Kompakta nach innen (DRENCKHAHN und KUGLER 2003, GRATZEL
2002).

Geflechtknochen fehlt im adulten Skelett weitestgehend, kommt jedoch wéhrend der
Knochenentwicklung und Knochenbruchheilung in bestimmten Phasen dominierend vor
(DRENCKHAHN und KUGLER 2003, GRATZEL 2002).

Das Knochengewebe besteht histologisch aus mineralisierter Extrazellularmatrix (EZM)

und verschiedenen Zelltypen. Die EZM besteht aus anorganischen Hydroxylapatit-
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Kristallen sowie aus organischen Kollagenfibrillen (Kollagen Typ 1). Kalzium und
Phosphat bilden den Hauptbestandteil der Hydroxylapatit-Kristalle. Das Kollagen Typ |
bildet typische Fibrillen mit einem hoch geordneten Verlaufsmuster. Die spezielle

Zusammensetzung und Architektur des Knochens verleiht ihm eine besonders hohe

Druck und Zugfestigkeit.
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Abbildung 2: Ausschnitt der Substantia compacta eines
Rohrenknochens (GRATZEL 2002,(S. 96)).

Der Knochen unterliegt einem stdndigem Auf- und Abbauprozess. Die spezifischen
Zellen des Knochens sind Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Osteoblasten leiten
sich von mesenchymalen Vorlauferzellen (Osteoprogenitorzellen) ab. Sie sitzen
palisadenartig der mineralisierten Matrix auf, von der sie durch eine Schicht nicht
mineralisierter Kollagenfibrillen getrennt sind. Die Osteoblasten sezernieren die
organische Matrix (Osteoid), in die vor allem Hydroxylapatit eingelagert wird.
Osteoblasten werden zu Osteozyten, wenn sie sich durch die Prozesse der Mineralisation
infolge der Lamellenbildung einmauern. Des Weiteren werden von Osteoblasten
Zytokine gebildet, u.a. Interleukine (IL-1, -6, -1), Plattchenwachstumsfaktor, (PDGF),
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TNF-0, TGF-B, CSF-l, IGF-I,-1l, PGE2, Osteoprotegerin (OPG) und einen
membranstandigen Osteoklastenliganden (Osteoprotegerin Ligand bzw. RANKL). Diese
Zytokine dienen unter anderem der Aktivierung bzw. Differenzierung der Osteoklasten.
Die Bindung von Progenitorzellen der Osteoklasten an Osteoblasten wird durch
Cadherin 6 vermittelt und erfolgt Uber Osteoprotegerin-Ligand und Osteoprotegerin-
Rezeptor (siehe Abbildung 3) (DRENCKHAHN und KUGLER 2003, EGHBALI-
FATOURECHI et al. 2003).

Osteozyten sind weitgehend inaktive Osteoblasten, die in verkalkte Knochensubstanz
eingemauert sind und dort in Hohlungen (Osteozyten-Lakunen) liegen. Uber diinne
Kandlchen sind die Knochenzellen ber Zellauslaufer und Gap junctions miteinander
verbunden (DRENCKHAHN und KUGLER 2003).

Osteoklasten sind 50-100pum groBe mehrkernige Riesenzellen, die zum monozytéren
Phagozytensystem (MPS) gehoren. Sie dienen dem Knochenabbau. Der aktive Osteoklast
liegt der mineralisierten Matrix direkt an. Die Kalziumverbindungen werden durch die
von den Osteoklasten sezernierte Sdure (H+ATPase) aufgeldst. Die sezernierten
lysosomalen Enzyme, u.a. Cathepsin K, fihren zur Zerlegung der organischen Matrix in
Fragmente, die von den Osteoklasten rezeptorvermittelt durch Endozytose aufgenommen
werden. Die Osteoklastenaktivitat wird durch Osteoblasten gesteuert. Osteoblasten bilden
das RANKL-Protein (RANK-Liganden) das am RANK-Rezeptor von Vorlauferzellen der
Osteoklasten und an reifen Osteoklasten andockt. Dadurch werden Osteoklasten aktiviert.
Osteoklasten bauen Knochen ab. Osteoblasten bilden auch das Osteoprotegerin (OPG),
das RANKL bindet und als decoy-Rezeptor dient. Wenn das RANKL nicht mehr an
RANK bindet, kdnnen keine weiteren Osteoklasten aktiviert werden. Ein erhohter
Parathormonspiegel bzw. ein Vitamin D3-Mangel stimulieren die Synthese des RANKL-
Proteins der Osteoblasten (PIETSCHMANN et al. 2004), wohingegen Ostrogen die
Synthese inhibiert und so die Knochenresorption verhindert (FRENKEL et al. 2010).
Mesenchymale Zellen produzieren auBerdem den FAS- Liganden (FASL), welcher Uber
einen proapoptotischen FAS-Rezeptor der Osteoklasten bindet und den programmierten
Zelltod auslost. Ostrogen stimuliert die Expression von FASL, der zur schnelleren
Apoptose der Osteoklasten fuhrt (KRUM et al. 2008). Die Osteoklastenanzahl nimmt ab
und mit ihr die Knochenresorption. Das Hormon Calcitonin hemmt die Osteoklasten tiber
osteoklastdre Calcitoninrezeptoren, was im Resultat zu einer Losung des Osteoklasten

vom Knochen und von seiner Resorptionszone fuhrt.



2. Grundlagen

Mononukleare
Osteoklasten-
Progenitorzellen

Parathormon Osteoprotegerin

-rezeptor
Calcitriol

Calcitriol . e

Calcitonin

, \ O
Osteoid- 6,11 S e G
synthese Y s

U:steoblast,

Endostale Saumzelle Osteoklast

A “{‘ 4
A (¥) —— Aktivitat ——

Abbildung 3: Interaktion zwischen Osteoblast und Osteoklast

(DRENCKHAHN und KUGLER 2003,( S. 142)).
Runx2 (Runt-related transcription factor 2) wird ebenfalls von Osteoblasten synthetisiert.
Er ist der Hauptregulator der Osteoblastendifferenzierung und somit des Knochenaufbaus
(BANIWAL et al. 2011, DUCY et al. 1997). Daruber hinaus wird durch Runx2 auch die
Osteoklastogenese und somit auch die Knochenresorption gefordert. Die Wirkung ist von
der Aktivitat des Runx2 abhéngig. Hieraus wird ersichtlich, dass es flir eine ausgewogene
Balance zwischen Knochenaufbau und Abbau einer strengen Regulation der Runx2
Aktivitat bedarf (BANIWAL et al. 2011, GEOFFROY et al. 2002). Eine Dysbalance in
diesem Gleichgewicht fihrt zu pathologischen Verdnderungen der Knochenmasse, -
struktur und —funktion, die sich beim Menschen am haufigsten in Form der Osteoporose

manifestieren kann.

2.2 Osteoporose

Die Osteoporose ist als systemische Skeletterkrankung definiert, die durch unzureichende
Knochenfestigkeit mit einem erhohten Frakturrisiko charakterisiert ist (PFEILSTIFTER
2008). Die WHO hat die Osteoporose aus praktischen Griinden Uber die Knochendichte
definiert (BMD: bone mineral density). Die Methode der Wahl zur

Knochendichtemessung und zur Diagnose einer Osteoporose ist die Osteodensometrie
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mit dem am weitesten verbreiteten Verfahren der Dual-Energy-X-Ray-Absorptiometrie
(DEXA). Hier werden gleichzeitig zwei Rontgenquellen mit unterschiedlichen
Wellenlangen eingesetzt und dadurch ermdglicht, die Abschwachung verschiedener
Materialien genauer zu unterscheiden. Die dreidimensionale Geometrie des Messobjektes
wird nicht erfasst und auch keine Dichtewerte im physikalischen Sinne, sondern eine
flachenprojektierte Masse (SI-Einheit: kg/m 2
(BLAKE und FOGELMAN 2007). Darlber hinaus gibt es noch eine Menge anderer

Verfahren der Osteodensometrie, die miteinander nicht vergleichbar sind. Daher wird das

, auch als Flachendichte bezeichnet)

Ergebnis in Form eines T-Wertes (T-Score) wiedergegeben. Hierbei handelt es sich um
eine dimensionslose statistische Grolie, die die Abweichung vom Mittelwerte der
Knochendichte (BMD) eines gesunden 30jahrigen Referenzkollektivs angibt. Liegt der
Messwert, der durch die Osteodensometrie ermittelt wurde, mindestens
2,5 Standardabweichungen unter dem Durchschnitt der geschlechtsgleichen 30jahrigen
Gesunden, so handelt es sich um eine Osteoporose (WHO 1994). Die Osteodensometrie
korreliert mit dem Frakturrisiko als Komplikation der Osteoporose (CUMMINGS et al.
2006).

Bei der Osteoporose werden die primdre Osteoporose und die sekundare Osteoporose
unterschieden.

Zur priméaren Osteoporose wird die postmenopausale, senile, sowie die selten auftretende
idiopathische Form gezahlt. Urséchlich fir den Knochenverlust nach der Menopause ist
der einsetzende Ostrogenmangel. Hierbei kommt es iberwiegend zum Abbau des
spongidsen und weniger des kortikalen Knochen (SEEMAN 2003).

Die senile Osteoporose kommt bei Frauen und Mannern im Verhaltnis 2:1 ab dem
60. Lebensjahr vor. Hier wird die altersbedingte Reduktion der Sexualhormone Ostrogen
und Testosteron als Ursache betrachtet (EBELING 1998). Es kommt zu einem Verlust
der spongitsen und kortikalen Knochenanteile (SEEMAN 2003).

Bei einer sekundédren Osteoporose liegt die Ursache in einer Erkrankung. Hier seien
exemplarisch die endokrinen Stérungen Hypogonadismus und Hyperkortisolismus
erwéhnt, die eine Osteoporose bedingen kénnen (OLSZYNSKI et al. 2004). Bei der
Diagnosesicherung einer primaren Osteoporose missen die sekunddren Formen stets
laborchemisch ausgeschlossen werden.

In dieser Arbeit wird die altersbedingte Osteoporose des Mannes betrachtet. Die Folgen
einer Osteoporose sind als klinische Manifestation Frakturen, die es aus gesundheitlicher

und 6konomischer Sicht zu verhindern gilt. Bei beiden Geschlechtern kommt es ab dem
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75. Lebensjahr zu einem rasanten Anstieg der Frakturhdaufigkeit. Insbesondere sind hier
die Wirbelkorper, der Femur, der Radius und die Ulna betroffen (EBELING 1998,
FELDSTEIN et al. 2005). Die grofite Bedeutung haben bei Mannern die
hiftgelenksnahen Frakturen, die 30% des mannlichen Geschlechtes betreffen (JOHNELL
und KANIS 2006). Die 1-Jahres-Mortalitatsrate liegt bei Mannern bei 31-35% und bei
Frauen bei 17-22% (FORSEN et al. 1999).

Aufgrund der hoheren Morbiditats- und Mortalitdtsrate nach Osteoporose assoziierter
Fraktur bei Mannern (BLIUC et al. 2009), sollte auf eine friihzeitige Prévention,
Diagnostik und Therapie der Osteoporose hingewirkt werden.

(links) und eines Patienten mit Osteoporose (rechts) (PSCHYREMBEL
2002, (S.1228)).

Die Therapie der primédren Osteoporose setzt sich aus Basistherapie, spezieller
medikamentoser Therapie und Schmerztherapie zusammen. Zur Basistherapie gehort die
Umsetzung von Empfehlungen zur Osteoporose und Frakturprophylaxe wie z.B.
Forderung der Muskelkraft und Koordination, Senkung des Sturzrisikos sowie
Substitution von Vitamin D3 und Calcium. Die spezielle medikamentdse Therapie wird in
Abhangigkeit der Knochendichte, dem Geschlecht, dem Lebensalter sowie weiteren
Faktoren eingesetzt. Hier wird auf die Medikamentengruppen der Bisphosphonate, der
selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM), Strontiumranelat und Parathormon
zuriickgegriffen (DVO-LEITLINIEN 2009). Ostrogene stellen zwar eine sehr effektive
Therapie der Osteoporose dar, jedoch fuhren die karzinogene Wirkung auf die Mamma,
Ovarien und das Endometrium sowie das geh&ufte Auftreten von kardiovaskuldren
Erkrankungen, etwa vendse Thromboembolien und Schlaganfélle, zu kontroversen
Diskussionen dieser Therapiestrategie (CAUFRIEZ 2007). Bei Mannern wird aufgrund
der zu erwartenden Nebenwirkungen wie Feminisierung und Gyndkomastie eine
Monotherapie nicht durchgefuhrt (STUERMER et al. 2009). Der Einsatz von
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Phytotstrogenen wird aktuell als Therapieoption diskutiert. Sie dhneln in Threr Wirkweise
den SERMs. Ihre Wirkung auf den in Defektheilung befindlichen Knochen soll im Fokus

dieser Arbeit stehen.
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3.1 Versuchsaufbau und Versuchsablauf

Fur die Studie wurden 180 ménnliche Ratten der Gattung Sprague-Dawley (S.D.-Ratten,
Fa. Winkelmann, Borchen) verwendet. Zum Startzeitpunkt waren sie drei Monate alt und
wogen im Mittel 380g. Im Studienzeitraum befanden sich vier Tiere in je einem Kéfig
(Makrolonkafig Typ IV, Fa. Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpreiRberg). Zur
Ké&figausstattung gehorten eine Trinkwasserversorgung mit Frischwasser und eine
Futterschale, zu der jederzeit Zugang bestand. Die durchschnittliche Raumtemperatur lag
bei 23°C und die Luftfeuchtigkeit bei 55%. Die Raumbeleuchtung erfolgte in einem 12h-
Zyklus, in dem der Raum von 6-18 Uhr beleuchtet war. Die Versorgung und Reinigung
der Kafige wurde durch Tierpfleger Gbernommen. Der Tierversuch fand in Tierstallen der
Universitatsmedizin Gottingen unter Aufsicht von Prof. Dr. Dr. K. G. Wiese und PD Dr.
D. Seidlova-Wuttke statt. Eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig lag vor
(Aktenzeichen G 43.08). Nachdem sich die Tiere drei Wochen unter gleichen
Bedingungen eingewohnt hatten, erfolgte die Orchiektomie zum Einleiten der
Osteoporose. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde sojafreies Futter verwendet.

Der Eingriff der Orchiektomie erfolgte unter VVollnarkose. Hierflr erhielten die Tiere eine
COs-Inhalationsnarkose sowie eine intraperitoneale Injektion von Xylozin (Rompun®,
Fa. Bayer, Leverkusen) und Ketamin (Hostaket®, Fa. Hoechst, Bad Soden) im Verhaltnis
4:5. Es wurden 10mg/kg KG Xylozin sowie 45mg/kg KG Ketamin verabreicht. Zum
Schutz der Augen vor Austrocknung wurde ein Feuchtigkeitsgel (Thilo-Tears®, Fa.
Alcon) verwendet. Nach Lagerung und Abwaschen erfolgte die sterile Abdeckung des
Operationsfeldes. Durch Palpation der Bauchhdhle wurden die Hoden aufgesucht. Nun
erfolgte die Schnittsetzung im Bereich der medialen Skrotalhaut mit anschlieRender
Durchtrennung des viszeralen Peritoneums zur operativen Freilegung des Hodens. Der
Ductus epididymidis mit seiner Gefalversorgung wurde mit Vicryl-Féden ligiert und
anschlieBend der Hoden entfernt. Auf der kontralateralen Seite identisches VVorgehen. Der
Waundverschluss beendete den operativen Eingriff. Zur Identifizierung wurde den Tieren
ein Transponder in das subkutane Fettgewebe des Nackens implantiert, um eine
Identifizierung mittels eines tragbaren Transponderlesegerétes jederzeit zu gewahrleisten.
Es wurde das Transponder-UNO Micro-ID-System mit ISO-Transponder der Lange

12mm verwendet (Gesreder 11 Ge S008: 1SO- kompatibler Taschenleser). Jedem Tier
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wurde so eine ldentifikationsnummer zugewiesen, unter der alle erhobenen Daten
festgehalten wurden. Die Narkoseausleitung wurde mit einer intraperitonealen Injektion
von 0,3-0,5 ml einer 10%igen Antipamezolhydrochlorid-Losung in NaCl durchgeftihrt
(Antisedan®, Fa. Pfizer, Freiburg). Postoperativ erhielten die Tiere zur
Dehydratationsprophylaxe 5ml einer isotonen NaCl Ldsung (Fa. Braun, Melsungen)
subkutan..

Vier Wochen nach Orchiektomie und manifester Osteoporose wurden die Tiere in finf
Gruppen zu je 36 Tieren eingeteilt. Jede der Gruppen bekam eine Testsubstanz
verabreicht. Vier Gruppen bekamen als Verum jeweils Dihydrotestosteron (DHT),
Ostrogen (E2), Genistein (GEN) oder Equol (EQ) im Futter verabreicht. Die fiinfte
Gruppe (Kontrollgruppe) wurde weiter mit sojafreiem Futter ernahrt. Bei der
Futterumstellung erfolgte die Trepanation der Rattentibia, um als definiert gesetztes
Trauma die Effekte auf die Defektheilung und das Remodelling des Knochens zu
untersuchen. Hierfur wurden die Tiere erneut narkotisiert. Unter sterilen Bedingungen
erfolgte nach operativer Freilegung der rechten Tibia 3mm unterhalb des Kniegelenks,
mit Hilfe eines Knochenbohrers (Durchmesser 1,5mm) die Trepanation in der Kortikalis
der Metaphyse.

46 Tage nach Futterumstellung und Trepanation wurde eine erste Obduktion an zwolf
Tieren jeder Gruppe durchgefiihrt. Die Tiere wurden in Inhalationsnarkose getétet. Zur
histologischen Untersuchung wurde die rechte trepanierte Rattentibia entnommen,
prapariert und in Formalin fixiert. 53 und 102 Tage nach Futtertausch und Trepanation
wurde eine zweite bzw. dritte Obduktion durchgefiihrt.

Futtertausch + Il 2. 3.
Trepanation Probenentnahme Probenentnahme Probenentnahme
(Tag 0) nach 46 Tagen nach 53 Tagen nach 102 Tagen

Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf vom Zeitpunkt der Futterumstellung und
Trepanation bis zur dritten Probenentnahme. Der Zeitpunkt des
Futtertausches stellt den medikamentdsen Therapiebeginn.
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3.2 Tierfutter

Die Fitterung erfolgte bis zum Futtertausch mit soja- bzw. medikamentfreiem Futter
(V1354, ssniff R-Z, Phytoestrogenarm, Fa. Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest). Die
Kontrollgruppe wurde weiter mit medikamentfreiem Futter erndhrt. Die anderen Gruppen
erhielten Futter mit Dihydrotestosteron (1mg/kg KG), 17-R-Ostradiol (10mg/kg KG),
Genistein (1g/kg KG) und Equol (400mg/kg KG) versetzt.

3.3 Schliffpraparate und Goldner- Farbung

Die operativ gewonnenen Rattentibiae wurden zundchst eine Woche in 4%iger
Formalinlésung fixiert. Anschlieend erfolgte die Dehydratation in einer aufsteigenden
Alkoholreihe bei Raumtemperatur. Nach der Entfettung mit Xylol wurden die Tibiae in
Kunststoff eingebettet (Technovit 9100 neu, Hearus Kulzer, GmbH). Hierfir war es
notwendig, die Praparate in einer Prainfiltrationslésung zu tranken, um eine gleichmaRige
Durchsetzung von Methylacrylat zu gewaéhrleisten. Zur Blockherstellung wurden die
Préparate in spezielle Formen gelegt, die zu % mit Methylacrylat gefillt waren. Dann
wurden sie bei 200 mbar fur 10 Minuten im Exsikkator evakuiert. Im Vakuum unter 30°C
kommt es zu einer Polymerisation des Kunststoffes. Hiernach wurden die
Kunststoffblocke in ihren Formen luftdicht verpackt und bei -8°C fiir 2 Tage aufbewabhrt.
Nach der kompletten Aushédrtung wurden die Kunststoffblocke mit einem
Rotationstischmikrotom (Leica RM 2165, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) in 7 pm
dicke Préparate geschnitten. Hierbei wurden die eingebetteten Tibiae langs angeschnitten.
Diese Schnitte wurden auf einen Objekttrager gezogen, mit 96%igem Alkohol gestreckt,
mit PVC-Folie abgedeckt und bei 50°C in einer Schnittpresse tber Nacht getrocknet.
AnschlieBend wurden die histologischen Préparate nach Goldner gefarbt. Hierflr wurden
die Préparate initial fur 3x30 min mit Xylol, 2x15 min mit 2-Methoxyethylacetat,

2x5 min mit Aceton und flir 2x2 min mit Aqua dest. behandelt bzw. gesplilt.

3.4 Digitalisierung der Schliffpraparate sowie Imageanalyse

Zur Auswertung wurden mit einem Mikroskop und einer an diesem Mikroskop
installierten, hochauflésenden Kamera (Axioskop 2 plus mit Axio Cam MRc5, Zeiss
GmbH, Jena) digitale Bilder generiert. Es wurde jeweils eine Ubersichtsaufnahme mit
1,25-facher VergroRerung, sowie zwei Zielaufnahmen von der Spongiosa in 500um
Abstand zur Epiphysenfuge in 10-facher VergroRerung angefertigt. Die Ubertragung des
MafRstabes in Form eines Malistabbalkens sowie die Umwandlung in das Dateiformat tif
erfolgte mit der Software von Zeiss (Axio Vision 4.8, Zeiss GmbH). Die so erstellten
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Bilder im tiff-Format konnten nun in das Programm Sigma Scan Pro 5 (SPSS Inc.,
Chicago) zur weiteren histomorphometrischen Auswertung sowie Ausmessung geladen
werden.

Nach Digitalisierung der Feinschliffe wurde mit dem Ausmessen der Kortikalisdicke bei
1,25-facher VergroRerung begonnen. Alle Messungen, sowohl der Kortikalis als auch der
Spongiosa, erfolgten mit dem Programm Sigma Scan Pro 5 (SPSS Inc., Chicago). Zur
Identifizierung des Diaphysenbereichs wurde ein Abstand von 3750um zur Epiphyse
eingehalten. Es erfolgten zehn Dickenmessungen im diaphysaren Bereich pro Seite.
Ebenfalls zehn Messungen pro Seite im Bereich der Metaphyse, definitionsgemaly der
Bereich innerhalb des Abstandes von 3750um zur Epiphyse und letztendlich 20
Messungen im Bereich der Epiphysenfuge. Mit diesen Messungen erfolgte die

Untersuchung des Einflusses der Medikamente auf die Kortikalisdicke der Diaphyse,

Metaphyse sowie auf die Breite der Epiphysenfuge.

20
oo ¥
- 4 “
i

Abbildung 6: Messungen im Bereich der Diaphyse, Metaphyse und
Epiphyse mit der Software Sigma Scan Pro5. Darstellung der Tibia in
1,25-facher VergréfRerung im Langsschnitt. Die roten Linien markieren
die Messdistanz und dienen zusammen mit dem Mafstab als
Rechengrundlage zur Bestimmung der Kortikalisdicke bzw. der
Epiphysenfugenbreite.
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Zur Beurteilung der Wirkung auf die Spongiosa wurden am tibialen Knochen der Ratte
die relative Spongiosaflache, die Trabekelanzahl pro Flache, der Feretdurchmesser mit
maximaler und minimaler Achsenlédnge und die Kompaktheit betrachtet. Zur Bestimmung
der oben genannten Parameter wurde mit den Bildern in 10-facher VergroRerung des
metaphyséren Bereiches immer in 500um Abstand zur Epiphysenfuge gearbeitet. Die
Software Sigma Scan Pro bietet hierfir die Funktion, tber die durch die Goldner-
Farbung grunlich hervorgehobenen Knochenanteile einen sogenannten Overlay
(Farblayer) zu legen. Dieser dient als Rechengrundlage fiir das Programm. In unserem
Falle wurde fur das Overlay die Farbe Rot gewahlt (siehe Abbildung 7).

Die Trabekelflache wird durch das Programm Sigma Scan Pro nach Kalibrierung mit
Hilfe des VergroBerungsmaRstabes in um? wiedergegeben. Die gemessenen Strecken sind
in um angegeben. Die einzelnen Trabekel sind durch ein rotes Overlay markiert und
dienen als Rechengrundlage. Des Weiteren wird durch das Overlay die Trabekelanzahl
bestimmt. Somit werden also die Gesamtflache pro Bildausschnitt und die Flache

einzelner Trabekel wiedergegeben.

[Z sigmascan Pro - R1-4-10xspong TIF (0.25

File Edit View Image Macro Worksheet Measurements Mode Tools Window Help

DISE &= KelRaFE al

Cal X0233.155 Y0036.364 Red 0255 Green 0255 Blue0245 Uncal Inten 0251

Abbildung 7: Ausschnitt aus der Sigma Scan Pro Software. Darstellung

der Spongiosa bei 10facher VergroRerung, links mit rotem Overlay,

rechts ohne roten Overlay.
Der Feretdurchmesser (Feretdiameter) in der Dimension um und die Kompaktheit
(Compactness) als dimensionslose Zahl beschreiben die Form der Trabekel genauer. Der
Feretdurchmesser berechnet den Durchmesser eines theoretischen Kreises, dessen

Flacheninhalt dem des zu messenden Objektes entspricht. Er wird in um angegeben und
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gibt im vorliegenden Fall Ruckschlisse tiber die TrabekelgroRe. Der Verzweigungsgrad
wird hierbei nicht berucksichtigt, hierfur dient die Kompaktheit. Die Kompaktheit ist eine
dimensionslose Grolze und definiert als Umfang zum Quadrat, dividiert durch die Flache
(C=U?A). In Form eines Kreises nimmt die Kompaktheit ihr Minimum an. Bei gleicher
Flache zweier Objekte, jedoch mit unterschiedlich groRem Umfang, kann man Aussagen
Uber die Verzweigung treffen. Je verzweigter ein Objekt ist, desto groRer ist sein Umfang
und desto groRer seine Kompaktheit und umgekehrt. Wie bereits oben erwéhnt, wird als

Minimum die Kompaktheit eines Kreises erreicht.

Abbildung 8: Ubersicht (ber den Ablauf der Untersuchung. a)
Digitalisierung in 1,25facher VergroRerung b) 10fache VergrofRerung
in 500um Abstand zur Epiphysenfuge (hier linker und rechter
Sponigosaausschnitt dargestellt). c) histomorphometrische Auswertung
mit Sigma Scan Pro Software (hier bereits roter Overlay eingefiugt).
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3.5 Statistik

Alle Graphiken im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden mit dem Sigma STAT und Sigma
PLOT (SPSS Inc., Chicago) am PC erstellt. Zur statistischen Beschreibung wurden die
Daten als Messreihen zu Spalten gefasst und bei Normalverteilung als Mittelwerte +
Standardabweichung bzw. Standardfehler wiedergegeben. In der Grafiken werden
groRRenteils die Mittelwerte mit dem 95% Konfidenzinterval dargestellt. Wir flhrten bei
den normalverteilten Daten eine Signifikanztestung mit einer Varianzanalyse und dem
Holm-Sidak-Test durch. Bei den nicht parametrischen Daten wurde auf eine ANOVA der

Rénge zuriickgegriffen.
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4. Ergebnisse

Insgesamt gingen 178 von 180 Tieren in die Studie ein. Zwei Tiere verstarben im Laufe
der Untersuchung.

4.1 Gewichtsentwicklung

Die Versuchstiere wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des
Behandlungszeitraumes gewogen. Die gruppenspezifische Gewichtsentwicklung ist in
Abbildung 9 graphisch dargestellt. Bis zur Trepanation wurden alle Gruppen wirkstofffrei
mit sojafreier Kost erndhrt. Bis zu diesem Zeitpunkt stellt sich in allen Gruppen die
Entwicklung des Gewichtes unauffallig dar. Alle Gruppen zeigen einen kontinuierlichen
Anstieg ihres Gewichtes von durchschnittlich 374g zu Beginn der Untersuchung bis zu
ca. 431g am Tag der Trepanation und des Futtertausches. Mit dem Beginn der
Substanzapplikation ~ zeigen sich  gruppenspezifische  Unterschiede bei  der
Gewichtsentwicklung.

Bei der SF-, DHT-, GEN- und EQ-Gruppe wurde eine stetige Gewichtszunahme uber die
gesamte Versuchsdauer beobachtet. Den grélRten Gewichtszuwachs Uber den gesamten
Versuchszeitraum betrachtet verzeichnet die DHT- Gruppe. Die E2-Gruppe zeigte nach
Beginn der Hormongabe (Futtertausch) eine kontinuierliche Gewichtsreduktion. Dabei
wurde das Gewicht bei Behandlungsbeginn nur unwesentlich unterschritten und stellte

somit keine gesundheitliche Geféhrdung der Tiere dar.

Gewichtsentwicklung
490
10 =
w450
= 4%
o
§ 19 5
© 39
370 == DHT
360
350 | T T T T 1 EZ
&* & & o o o = GEN
\E-‘D e\,¢9 3 'b((b ‘b((b ’b({b
2 § 2 < < < —
& & & <& < <& a
‘:b (‘b @ES\ fb&(\ @(\5\
Q (\\) %(‘ Qa{\ %’\\
Q&O .ﬂ’b «’b A
S o & s
R '\’
AR

Abbildung 9: Grafische Darstellung des Gewichtes der
Versuchsgruppen zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten bei
36 Tieren pro Gruppe (Daten wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Wuttke/Wiese zur Verfugung gestellt; siehe auch Tabelle
A-1).
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4.2 Effekte der Hormonsubstitution auf die Kortikalisdicke der Diaphyse und
Metaphyse

Nach 46-tdgiger Substanzapplikation war in allen Gruppen die Kortikalisdicke im
Bereich der Diaphyse signifikant groRer als in der Referenzgruppe SF. Nach 53-tégiger
Substanzapplikation war in der E2-Gruppe die Kortikalisdicke signifikant kleiner als in

der Referenzgruppe SF.

Kortikalisdicke der Diaphyse

7' [ NS

Kortikalisdicke (pm)

Therapiedauer (Tage)

Abbildung 10: Mittelwerte und 95% Konfidenzinterval der
Kortikalisdicke der Diaphyse nach 46-, 53- und 102-tagiger
Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe;
*0<0,05 (ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm-Sidak).
Rechts: 1,25-fache VergroRerung einer Rattentibia im L&angsschnitt,
nach Goldner gefarbt, der SF Gruppe nach a) 46 Tagen, b) 53 Tagen
und c) 102 Tagen in der Ubersicht.

Die Kortikalisdicke der GEN-Gruppe war dagegen gréRer als in der SF-Gruppe. Die
Gruppen von DHT und EQ zeigten nach 53 Tagen keinen signifikanten Unterschied zur
SF-Gruppe. Nach 102-tdgiger Substanzapplikation war wiederum ein signifikanter

Anstieg der Dicke der E2-Gruppe verglichen mit der Referenzgruppe SF zu sehen. Auch
die DHT-Gruppe zeigte nach 102 Tagen eine signifikante Dickenzunahme gegenuber SF.
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Die Phytohormongruppen GEN und EQ zeigten nach 102 Tagen keinen signifikanten
diaphyséren Dickenunterschied zur Referenzgruppe SF.

Kortikalisdicke der Metaphyse

Kortikalisdicke (pm)

Therapisdauer (Tags)

Abbildung 11: Mittelwerte und 95% Konfidenzinterval der

Kortikalisdicke der Metaphyse nach 46-, 53- und 102-tégiger

Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe;

*0<0,05 (ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-

Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm-Sidak).

Rechts: 1,25-fache VergroRerung einer Rattentibia im L&angsschnitt,

nach Goldner gefarbt, der DHT Gruppe nach a) 46 Tagen, b) 53 Tagen

und c) 102 Tagen in der Ubersicht.
Im Bereich der Metaphyse war die Kortikalisdicke nach 46-tdgiger Substanzapplikation
in allen Gruppen signifikant groRer als in der Kontrollgruppe SF, wobei hier die DHT
Gruppe den groRten Wert zeigte. Nach 53 Tagen waren in den Gruppen DHT, E2 und
GEN die Kortikalisdicken signifikant kleiner als in der SF-Kontrollgruppe, wahrend die
EQ-Gruppe nahezu die gleiche Dicke aufwies wie die SF-Gruppe. Nach 102 Tage langer
Applikation war die Kortikalisdicke in der DHT-Gruppe weiterhin signifikant kleiner als
in der SF-Gruppe. Alle anderen zeigten keine signifikanten GroRenunterschiede zur

Referenzgruppe SF.
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4.3 Effekte auf die Spongiosa

4.3.1 Effekt auf die Spongiosaflache pro Gewebeflache (relative Spongiosaflache)

Die Spongiosaflache (Summe aller Trabekelflachen innerhalb eines Bildausschnittes) pro
Gewebeflache (Knochenmarksraumgewebe innerhalb des Bildausschnitts) als Parameter
der Knochenquantitat zeigte nach 46 Tagen in der SF-Gruppe die grofiten Werte aller
Gruppen. Nach 53 Tagen lag die E2-Gruppe an der Spitze, dicht gefolgt von der SF-
Gruppe. DHT und EQ waren fast mit gleichen Werten vertreten und niedriger als die
oben genannten Gruppen. GEN lag deutlich unter allen anderen. Nach 102 Tagen war die
Knochenquantitat in der SF-Gruppe am groRten verglichen mit den anderen Gruppen.
Innerhalb der SF-Gruppe zeigte sich ein stetiger Anstieg wéhrend des
Behandlungszeitraumes. DHT, E2, GEN und EQ hatten deutlich weniger Knochenmenge
nach 102 Tagen als die SF-Gruppe. Innerhalb der Gruppen zeigte sich bei DHT, E2 und
GEN kein stetiger Anstieg sondern eine Fluktuation. In der EQ-Gruppe war ein stetiger

Knochenverlust der Spongiosa erkennbar (vgl. Abbildung 12).

Relative Spongiosaflache
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I 46 Tage
I 53 Tage
I 102 Tage
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SF DHT E2 GEN EQ

Abbildung 12: Darstellung der relativen Spongiosaflache/Markraum in
% nach 46-, 53-, und 102-tagiger Substanzapplikation der SF-, DHT-,
E2-, GEN- und EQ-Gruppe.

4.3.2 Effekt auf die Trabekelanzahl pro Flache
Die Untersuchung der Trabekelanzahl der einzelnen Therapiegruppen zu den

unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten ergab, dass nach 46 Tagen die E2- und EQ-
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Gruppe eine signifikant hohere Trabekelanzahl aufwiesen als die SF-Gruppe. Die GEN-

und DHT-Gruppen hingegen unterschieden sich nicht signifikant von SF. Nach 53 Tagen

war die Trabekelzahl von E2 und EQ signifikant kleiner als in der Kontrollgurppe SF.

Die DHT- und EQ-Gruppe unterschieden sich weiterhin statistisch gesehen nicht von

ihrer Referenzgruppe SF. Zum dritten Obduktionszeitpunkt nach 102 Tagen unterschied

sich keine der Gruppen statistisch signifikant von der SF-Gruppe (vgl. Abbildung 13).
Trabekelzahl N pro Flache (1,43 mm?)

70

Trabekelzahl (N)

46 53 102

Therapiedauer (Tage)
Abbildung 13: Darstellung des Mittelwerts der Trabekelanzahl pro
Flache nach 46-, 53-, 102-tagiger Substanzapplikation der DHT-, E2-,
GEN-, EQ- und SF-Gruppe (*»<0,05, ANOVA und multipler Vergleich
gegen die SF- Referenzgruppe nach Holm-Sidak).

4.3.3 Effekt auf die Flache der Trabekel

Der mittlere Feretdurchmesser lag nach 46-tagiger Substanzapplikation bei E2 und EQ
signifikant niedriger als in der SF-Gruppe. Die EQ- und DHT-Gruppen wiesen keine
signifikanten Abweichungen von der SF-Gruppe auf. Nach 53 Tagen medikamentdser
Behandlung war in der EQ-Gruppe ein signifikant hoherer Feretdurchmesser als bei der
SF-Gruppe zu beobachten. Alle anderen Gruppen zeigten keine signifikanten
Abweichungen. Nach 102 Tagen war der Feretdurchmesser nur fir die EQ-Gruppe
signifikant niedriger gegentiber der Kontrollgruppe SF (vgl. Abbildung 14).
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Mittelwert des trabekularen Feretdurchmessers
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Abbildung 14: Mittelwert und Standardfehler des trabekuléren
Feretdurchmessers nach 46-, 53- und 102-tagiger Substanzapplikation
der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe (*p<0,05, ANOVA
und multipler Vergleich gegen die SF-Referenzgruppe nach Holm-
Sidak).

4.3.4 Effekte auf die trabekuléare Achsenlange

Die maximale trabekuldre Achsenldnge war nach 46-tagiger Substanzapplikation in der
E2- und EQ-Gruppe signifikant geringer als in der Referenzgruppe SF. Nach 53 Tagen
konnte statistisch gesehen kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen erkannt werden. 102 Tage nach Beginn der Applikation war nur in der EQ-
Gruppe ein signifikant geringeres Ergebnis sichtbar. Alle anderen Gruppen zeigten erneut
keinen signifikanten Unterschied zur Referenzgruppe SF.

Die minimale trabekuldre Achsenldnge zeigte die gleichen Signifikanzen zu den
einzelnen Obduktionszeitpunkten wie bei der Darstellung der maximalen trabekuléren

Achsenléngen, sodass auf eine erneute Beschreibung hier verzichtet wird.
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Mittelwert der maximalen trabekularen Achsenlange

160

[—1
140 4o e e e ... I DHT

120 4

100 4

80 -

60 -

maximale Achsenlange (um)

40 |

20 4

46 53 102
Therapiedauer (Tage)
Abbildung 15: Darstellung des durchschnittlichen Mittelwerts und
Standardfehler der maximalen Achsenlange nach 46-, 53-und 102-
tagiger Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-
Gruppe (*»<0,05, ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe nach Holm- Sidak).

Mittelwert der minimalen trabekuldren Achsenlange
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Abbildung 16: Darstellung des durchschnittlichen Mittelwerts und
Standardfehler der minimalen Achsenlange nach 46-, 53-und 102-
tagiger Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-
Gruppe (*p<0,05, ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm- Sidak).
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4.3.5 Effekt auf die trabekulare Kompaktheit

Betrachtet man im Mittel die Kompaktheit aller 5 Gruppen tber den Therapiezeitraum,
zeigten sich, verglichen mit der SF-Referenzgruppe, keine signifikanten Unterschiede der
einzelnen Gruppen zueinander. Jedoch lassen sich Trends erkennen. SF zeigte Uber den
gesamten Behandlungszeitraum eine deutliche Schwankung. Die DHT-Gruppe blieb
konstant. Die E2-Gruppe nahm stetig an Kompaktheit zu. GEN und EQ zeigten ebenfalls
leichte  Fluktuationen.  Alle  Verdnderungen waren jedoch zu  keinem
Untersuchungszeitpunkt signifikant unterschiedlich zur SF Kontrollgruppe (vgl.
Abbildung 17).

Mittelwert der trabekularen Kompaktheit
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Abbildung 17: Mittelwert und Standardfehler der Kompaktheit nach
46-, 53-und 102-tagiger Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-,
EQ- sowie der SF-Gruppe (*»<0,05, ANOVA und multipler Vergleich
gegen die SF-Referenzgruppe nach Holm- Sidak).
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Wirkung der Testsubstanzen auf die Spongiosa nach
102-tagiger Substanzapplikation in Bezug zur SF-Kontrollgruppe.
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4.4 Effekte auf die Epiphyse

Die Breite der Epiphysenfugen zeigte in allen Gruppen zu allen Obduktionszeitpunkten,
bis auf die E2-Gruppe, keinen signifikanten Unterschied bezogen auf die Kontrollgruppe
SF. In der E2-Gruppe war jedoch zu allen Untersuchungszeitpunkten eine signifikant

schmalere Epiphysenfuge erkennbar (vgl. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Darstellung des Mittelwert und 95% Konfidenzinterval
der Breite der Epiphysenfuge nach 46-, 53- und 102-tagiger
Substanzapplikation der DHT-, E2-, GEN-, EQ- sowie der SF-Gruppe
(*p<0,05, ANOVA und multipler Vergleich gegen die SF-
Referenzgruppe einer jeden Obduktionsgruppe nach Holm-Sidak).
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Die Osteoporose wurde lange Zeit als typische Erkrankung der Frau angesehen. Wahrend
die Osteoporose beim Mann unterdiagnostiziert wurde, weil sie auch heute noch in vielen
Kulturen als Erkrankung der Frau gesehen wird. Diese Tatsache bedeutet grolie Nachteile
fir das ménnliche Geschlecht, das mit dieser Erkrankung lebt (CAWTHON 2011,
LAMBERT et al. 2011, SOLIMEO 2011). Nicht zuletzt deswegen werden in der
aktuellen Literatur weitergehende Untersuchungs- und Therapieansatze der mannlichen
Osteoporose  gefordert (CAWTHON 2011). Die Ostrogenersatztherapie, die
Verabreichung von Androgenpréparaten sowie die Therapie mit Phytohormonen wie
Equol und Genistein sind im Rahmen der weiblichen Osteoporose bereits eingehend
untersucht worden (KOLIOS et al. 2009, KOSTELAC et al. 2003, RIESCO et al. 2011,
SEHMISCH et al. 2010a, SEHMISCH et al. 2010b). Wie sich diese Wirkstoffe auf die
Defektheilung und das Remodelling der osteoporotischen mannlichen Rattentibia
ausgewirkt haben, soll nachfolgend dargestellt und im wissenschaftlichen Kontext

diskutiert werden.

5.1 Methodik

5.1.1 Tiermodell Ratte

Die mannliche orchiektomierte Ratte wird h&ufig als Tiermodell bei Studien zur
Erforschung der ménnlichen Osteoporose eingesetzt und als geeignetes Modell zur
Untersuchung und Erforschung der ménnliche Osteoporose angesehen (ERBEN 2001,
KALU 1991). Die Tiere sind nach wenigen Monaten geschlechtsreif und entwickeln nach
Orchiektomie innerhalb von vier Wochen eine Osteoporose. Sie sind daher bestens als
Untersuchungstier geeignet (ROUDEBUSH et al. 1993).

Erben hat 2001 nachgewiesen, dass eine Orchiektomie von méannlichen Ratten zu einem
deutlichen und anhaltenden erhéhten Knochenturnover (ERBEN 2001) sowie einem
Verlust des spongidsen und des kortikalen Knochens fiihrt (VANDERSCHUEREN et al.
1992). Kalu stellte in seiner Studie fest, dass bei ovarektomierten weiblichen Ratten, der
Verlust an spongiésem Knochen gegenuber den kortikalen Knochenanteilen gréRRer ist
(KALU 1991). Der ostrogenregulierte spongidse Knochenanteil, so wurde durch
Hertrampf 2006 publiziert, ist besonders vom Knochenverlust betroffen (HERTRAMPF
et al. 2006). Da die proximale Tibia im Bereich der Epiphyse besonders stark durch die
Osteoporose bei Ratten betroffen ist (WRONSKI et al. 1985),wurde dieser Bereich auch

in der vorliegenden Arbeit untersucht. In Bezug auf den Knochen eignet sich das
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Tiermodell aufgrund dhnlicher Knochenregulationsmechanismen wie beim Menschen gut
zur Untersuchung der Wirkung von Androgenen und Ostrogenen. Das Rattentiermodell
eignet sich ebenfalls zur Untersuchung von Phytohormonen, wie in unserem Falle GEN
und EQ (FROST und JEE 1992, KALU et al. 1991).

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Gewichtsentwicklung

Betrachtet man die Entwicklung des Kopergewichts, so lassen sich zwei
Kernbeobachtungen machen. Zum einen zeigte die DHT-Gruppe die stérkste
Gewichtszunahme aller Gruppen uber den gesamten Versuchszeitraum. Zum anderen
zeigte die E2-Gruppe einen stetigen Verlust an Korpermasse. Die anderen Gruppen
verhielten sich &hnlich wie die wirkstofffreie Referenzgruppe SF. Sie nahmen stetig an
Korpermasse zu. Die Betrachtung der Gewichtsentwicklung bestatigt, dass die
Phytohormone bei mannlichen Ratten keinen appetitziigelnden Effekt haben. Dies wurde
bereits 2008 beobachtet (SANTOLLO und ECKEL 2008). GEN und EQ unterschieden
sich nicht relevant von der SF-Gruppe. Sie scheinen folglich keinen zusétzlichen
anabolen Effekt gegenliber SF zu haben. Der katabole Effekt in der E2-Gruppe wurde
schon in anderen Studien beobachtet. So konnten Studien zur Postmenopause zeigen,
dass es bei Ostrogenmangel oder Ostrogenresistenz zu einer deutlichen Adipositas bzw.
Gewichtszunahme kommt  (GENAZZANI und GAMBACCIANI 2006
MACGILLIVRAY et al. 1998). Die Gewichtszunahme nach Testosteronapplikation
(DHT-Gruppe) ist in der Literatur ebenfalls bereits beschrieben und konnte hier bestétigt
werden (GENTRY und WADE 1976).

5.2.2 Wirkung der Sexualhormone

5.2.2.1 Dihydrotestosteron

Dihydrotestosteron (DHT) ist ein biologisch aktiver Metabolit des Hormons Testosteron.
Es ist ein C-19-Steroid und zahlt zu den Androgenen, einer Klasse von Sexualhormonen.
Testosteron wird in den Leydig-Zwischenzellen des Hodens gebildet und nach zuvor
erfolgter Stimulation durch das luteinisierende Hormon (LH) der Hypophyse sezerniert,
welches wiederum durch das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) des
Hypothalamus reguliert wird. Uber einen negativen Feedbackmechanismus hemmt
Testosteron wiederum die Ausschuttung von LH und GnRH (DRENCKHAHN und
KUGLER 2003, PSYCHREMBEL 2002). Testosteron wirkt U(ber zytosolische
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Androgenrezeptoren (AR- Rezeptoren). Es wird ferner durch die 5a-Reduktase in 5a-
Dihydrotestosteron umgewandelt, welches affiner an diese AR-Rezeptoren bindet als
Testosteron selbst. Testosteron fordert Wachstum und Differenzierung der mannlichen
Fortpflanzungsorgane in der fetalen Phase. Durch seinen Mangel in dieser Phase entsteht
das weibliche Genitale. Es bewirkt die Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale
und fordert die Ausreifung der Spermien in den Sertoli-Zellen des Hodens. Das
muskuloskelettale Wachstum wird maligeblich durch Androgene beeinflusst. Unter ihnen
kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Muskelmasse und Zunahme des
Skelettlangenwachstums (PSYCHREMBEL 2002). Wéhrend der Adoleszenz verstarken
Androgene den periostalen Knochenanbau und fiihren somit zu einer Zunahme der
Kortikalisdicke (SEEMAN 2002). In der Spongiosa flihren Androgene zu -einer
Steigerung der Trabekeldicke und sorgen fiir die Aufrechterhaltung der Trabekelanzahl
(KHOSLA et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde das am starksten wirkende
Androgen DHT verwendet, dass nicht durch Aromatase in Ostrogen umgewandelt
werden kann (PSYCHREMBEL 2002, VIDAL et al. 2000, WANG und SWERDLOFF
2002). Daher wurde nur die spezifische androgene Wirkung Uber AR- Rezeptoren am
Knochen untersucht. In Studien an mannlichen orchiektomierten Ratten verhinderte
Dihydrotestosteron den Verlust von Kkortikalem Knochen und teilweise den des
trabekuldaren Knochens (TRAMONTANA et al. 2001, VANDENPUT et al. 2002,
WAKLEY et al. 1991). Das DHT hatte in der vorliegenden Untersuchung einen positiven
Effekt auf die Kortikalisdicke der Diaphyse. DHT flhrte in der Diapyhse zu einer
Dickenzunahme der Kortikalis. Auf die Kortikalisdicke der Metaphyse hatte DHT nur
anfanglich einen positiven Effekt. Uber den gesamten Behandlungszeitraum betrachtet,
fihrte das DHT jedoch zu einem Kortikalisdickenverlust. Die periostale Apposition
scheint im vorliegenden Fall nur fir den Bereich der Diaphyse zu gelten und nicht fur die
Kortikalis der Metaphyse (SEEMAN 2003). Die in der Literatur beschriebenen positiven
Einflusse auf die Kortikalis kénnen wir fir den Bereich der Diaphyse bestatigen. Fur die
Spongiosa des sich in Defektheilung und Remodelling befindlichen osteoporotischen
Knochens, lieB sich kein positiver Effekt beobachten. DHT konnte in unserer
Untersuchung weder die Knochenquantitdt, noch die Trabekelanzahl, noch die
Trabekelgrofie oder die Verzweigung positiv beeinflussen, wie dies in anderen Studien
nachgewiesen wurde (KHOSLA et al. 2006). Effekte auf die Epiphysenfugenbreite

wurden in der vorliegenden Arbeit nicht gesehen.
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5.2.2.2 17-R-Ostradiol

Ostradiol (E2) ist neben Estron und Estriol eines der wichtigsten natiirlichen Ostrogene.
Es wird bei Mannern in der Nebennierenrinde und teilweise im Unterhautfettgewebe
gebildet. Es gehort, wie auch Testosteron, zur Gruppe der Sexualhormone. Die Synthese
der Sexualhormone geht vom Cholesterin aus. Ihnen dient als gemeinsames Grundgerist
das Steranger(ist. Die Biosynthese von Ostrogenen erfolgt stets (iber Testosteron, welches
durch Aromatase umgewandelt wird. Auch hier ist der Kontrollmechanismus wie bei den
Androgenen uber den Hypothalamus und die Hypophysenhormone (GnRH, FSH, LH)
geregelt. Ostrogene binden an Ostrogenrezeptoren, von denen ERa und ERP hier
besondere Bedeutung zukommen. ERo kommt vor allem im Gehirn, der Leber und den
Nieren vor (KRUM et al. 2008) bei der Frau zusétzlich in der Mamma und im Uterus,
wohingegen ERP in den Ovarien liberwiegt. Beim Mann iiberwiegt ERP in der Prostata
und im Epididymidis (KHOSLA und RIGGS 2003). Im Knochengewebe werden beide
Subtypen exprimiert (HOU et al. 2006). Ostrogen ist fiir die Ausbildung der weiblichen
Geschlechtsmerkmale verantwortlich, stimuliert die Brustentwicklung und koordiniert
den Menstruationszyklus. Es stimuliert das Knochenwachstum und bewirkt den Schluss
der Epiphysenfuge am Ende der Pubertat. Es spielt eine zentrale Rolle im
Knochenstoffwechsel und hat eine antiresorptive Wirkung auf den Knochen
(KOSTELAC et al. 2003, KRUM et al. 2008, KUIPER et al. 1998). Es ist bekannt, dass
Ostrogen den Verlust von Kkortikalen und trabekularen Knochen verhindern kann, indem
es unter anderem einer Reduktion der Trabekelanzahl entgegenwirkt (TAKANO-
YAMAMOTO und RODAN 1990, VANDENPUT et al. 2002, VIDAL et al. 2000). Auch
werden dem E2 positive Einflisse auf die Knochenheilung nachgesagt (KOLIOS et al.
2009). E2 wirkte in unserer Untersuchung im diaphysaren Kortikalisbereich einem
Knochenverlust entgegen. Es lasst sich festhalten, dass E2 nach 102-tagiger Applikation
die starkere Wirkung auf die Kortikalis der Diaphyse zeigte als DHT, im Bereich der
Metaphyse jedoch nicht. Hier war innerhalb der ersten 46 Tagen ein knochenprotektiver
Effekt nachweisbar. Es zeigte sich ein temporarer knochenprotektiver Effekt im
Spongiosabereich. Die Anzahl der Trabekel stieg innerhalb der ersten 46 Tage signifikant
an, wahrend die TrabekelgroRe in diesem Zeitraum signifikant gegentiber SF abnahm.
Jedoch ist an dieser Stelle festzuhalten, dass die TrabekelgroRe nicht so entscheidend fur
die Knochenstabilitat ist wie die Trabekelanzahl. Die in der Literatur beschriebene
erhohte Bruchfestigkeit unter Ostrogentherapie steht der bei uns beobachteten
Trabekelgrofienabnahme also nicht entgegen (ESTAI et al. 2011, KHOSLA et al. 2006)
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Nach 53 Tagen war die Trabekelanzahl signifikant niedriger als in der SF-Gruppe. Uber
den gesamten Versuchszeitraum betrachtet wies bei uns die Ostrogensubstitution keinen
positiven Einfluss auf die Knochenquantitat, die Trabekelanzahl, die TrabekelgroRe und
den Verzweigungsgrad gegenuber der Kontrollgruppe SF auf. Die Epiphysenfugenbreite
war zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant dinner. Dies ist ein bereits bekannter
Effekt und wird auch bei uns beobachtet (NILSSON und BARON 2005, VIDAL et al.
2000).
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Abbildung 19: Chemische Strukturformel der einzelnen in dieser Studie
verwendeten Wirkstoffe

5.2.3 Wirkung der Phytohormone
5.2.3.1 Genistein

Genistein (GEN) ist ein Phytodstrogen aus der Gruppe der Isoflavonoide, die in Pflanzen
und vor allem in Sojabohnen enthalten sind. Chemisch betrachtet handelt es sich um
heterozyklische Aromaten, die eine phenolische Hydroxylgruppe in ihrem Ringsystem
aufweisen. Es wird oral aufgenommen, nach intestinaler Metabolisierung im Darm
resorbiert und Uber die Niere ausgeschieden. GEN hat dstrogendhnliche Struktur. Diese
Ahnlichkeit ermdglicht es, ebenfalls an Ostrogenrezeptoren, ERa und ERP, zu binden
(RICKARD et al. 2003). Hierbei ist seine Affinitdt zu ERf am stdrksten (KUIPER et al.
1998). Es gibt eine Fulle von Studien, die die Wirkung von GEN untersucht haben. An
weiblichen Ratten konnte eine antiresorptive Wirkung auf den Knochen nachgewiesen
werden (FANTI et al. 1998). Des Weiteren konnte ein signifikant positiver Effekt auf die
Knochenbriichigkeit bei weiblichen Ratten gezeigt werden. GEN fuhrt zu besserer
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Knochenqualitat, erhoht die OPG- Serumproteinkonzentration und reduziert die
Proteinkonzentration von RANKL im Serum (BITTO et al. 2008). Die &strogene
Wirkung auf Mamma und Uterus scheint nur schwach zu sein. Es wird daher als
alternative in der Hormonersatztherapie zur Behandlung der Osteoporose diskutiert
(SEHMISCH et al. 2010a). Die Studien an weiblichen Individuen Uberwiegen deutlich
und zeigen, dass weitere Forschung beziiglich des mannlichen Geschlechts notwendig ist.
GEN wies in unserer Untersuchung innerhalb der ersten 46 Tage einen signifikant
positiven Effekt auf die Kortikalisdicke der Diaphyse und Metaphyse auf. Dieser konnte
allerdings, Uber den kompletten Versuchszeitraum betrachtet, in unserer Arbeit nicht
beobachtet werden. In der Spongiosa gab es weder eine signifikante Erhéhung der
Trabekelanzahl noch der mittleren Trabekelgrélie. Die Verzweigung der Trabekel wurde
ebenfalls nicht beeinflusst verglichen mit SF-Gruppe. Auffallend war nur, dass nach 53
Tagen GEN die geringste relative Spongiosaflache zeigte. Demnach hatten wir einen
temporédren katabolen Effekt. Dieser katabole Effekt war aber Uber den kompletten
Versuchszeitraum dann nicht mehr nachweisbar. Ein negativer Einfluss auf die
Knochenheilung wurde auch durch die Arbeitsgruppe von Kolios beobachtet (KOLIOS et
al. 2009). Die Epiphysenfugenbreite wurde, trotz der 6strogendhnlichen Struktur und der
Fahigkeit an Ostrogenrezeptoren zu binden, in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet
(RICKARD et al. 2003). Hier scheinen die Rezeptoren fiir Ostrogen hoch spezifisch zu

sein und die Bindung 6éstrogendhnlicher Substanzen nicht zuzulassen.

5.2.3.2 Equol

Equol (EQ) ist ein Metabolit des Daidzain, eines weiteren Phytohormons, das nach oraler
Aufnahme im Darm zu EQ verstoffwechselt und anschlieBend resorbiert wird. Die
Bioverfugbarkeit ist interindividuell verschieden und von den metabolisierenden
Darmbakterien abhangig (FRANKENFELD et al. 2005). Daher wurde in dieser Arbeit
auf die direkte Substitution zurtickgegriffen und somit der Metabolisierung ausgewichen.
Tatséchlich sind nur 30-50% der Menschen in der Lage, EQ zu produzieren. Es wird
davon ausgegangen, dass die Wirkung der Isoflavone von der Kompetenz, EQ zu bilden,
abhéangt (WU et al. 2007). Die Ausscheidung erfolgt auch hier wie bei GEN (ber den
Urin (LIU et al. 2010). Equol bindet an ERa und ERP und hat einen groBeren
Ostrogeneffekt als GEN (TOUSEN et al. 2011). Studien deuten darauf hin, dass
Individuen, die viel EQ metabolisieren kdnnen, ein geringeres Risiko haben, an einem
Mammakarzinom zu erkranken (ADLERCREUTZ und MAZUR 1997). Es konnte
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beobachtet werden, dass Frauen, die viel EQ metabolisieren, nach der Menopause
weniger Knochenmasse verlieren (LYDEKING-OLSEN et al. 2004). Die Behandlung mit
EQ konnte in Studien mit osteopenischen Mausen zu einer signifikanten Zunahme der
Knochenmasse fiihren (FUJIOKA et al. 2004), teilweise ohne proliferativen Effekt auf
den Uterus (SEHMISCH et al. 2010b), teilweise mit proliferativem Effekt (RACHON et
al. 2007). Im Rattenmodell wurde durch EQ-Applikation eine Verringerung der
Gewichtszunahme beobachtet sowie glinstige Auswirkungen auf metabolische Parameter
(RACHON et al. 2007). EQ und GEN sollen starker auf die spongiosen Anteile des
Knochens wirken als auf die kortikalen (MATHEY et al. 2007). EQ wies in unserer
Untersuchung innerhalb der ersten 46 Tage, wie GEN, einen signifikant positiven Effekt
auf die Kortikalisdicke der Diaphyse und der Metaphyse auf. Dieser positive Effekt
konnte, wie schon bei GEN und auch bei E2, Uber den kompletten Versuchszeitraum
betrachtet, nicht bestétigt werden. Aus der Literatur ist allerdings bekannt, dass EQ die
friihe metaphysare Knochenheilung positiv beeinflussen kann (KOLIOS et al. 2009). Die
Arbeitsgruppe um Kolios verwendete aber fir Ihre Untersuchung weibliche Ratten.
Protektive Effekte auf die Spongiosa konnten temporar in unserer Untersuchung,
innerhalb der ersten 46 Tage, nur von EQ nachgewiesen werden. EQ fuhrte nach 46
Tagen zu einer erhohten Trabekelanzahl. Nach 53 Tagen war die Trabekelanzahl dann
signifikant niedriger. Uber den gesamten Zeitraum von 102 Tagen betrachtet zeigte sich
kein protektiver bzw. anaboler Effekt. Die mittlere Trabekelflache schwankte stark von
Untersuchungszeitpunkt zu Untersuchungszeitpunkt. Insgesamt nahm die mittlere
Trabekelfache jedoch ab. Die relative Spongiosaflache zeigte einen stetigen Verlust an
Flache. Die Epiphysenfugenbreite wurde nicht beeinflusst. EQ scheint nicht an die

Ostrogenrezeptoren in der Region der Epiphyse zu binden.

5.2.4 Effekte der Hormonsubstitution

5.2.4.1 Effekte auf die Kortikalisdicke der Diaphyse und der Metaphyse

Nach einem Behandlungszeitraum von 46 Tagen zeigten alle Testsubstanzen im Bereich
der Diaphyse eine signifikant groiere Kortikalisdicke als die Kontrollgruppe SF. Nach 53
Tagen zeigten nur die E2- und GEN-Gruppe signifikante Unterschiede gegeniber SF. Die
E2-Gruppe hatte signifikant niedrigere und die GEN-Gruppe signifikant groRere
Kortikalisdicken als die SF Gruppe. 102 Tage nach Behandlungsbeginn lagen nur die
DHT- und E2-Gruppe signifikant hoher als die SF-Gruppe. Die anderen Gruppen
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hingegen zeigten keinen signifikanten Unterschied. Die Zunahme der Kortikalisdicke
innerhalb der DHT-Gruppe stimmt hier mit Ergebnissen vorliegenden Literatur tUberein.
In der Literatur wir im Vergleich zu postmenopausalen Frauen bei Ménnern ein erhéhter
periostaler Knochenanbau beobachtet (SEEMAN 2003, SEEMAN 2004, VANDENPUT
et al. 2002). Diesem periostalen Knochenanbau wird auch die geringere
Frakturanfalligkeit des mannlichen osteoporotischen Knochens zugeschrieben. Somit
wird ein ausgleichender, stabilisierender Effekt des periostalen Knochenanbaus vermutet
(SEEMAN 2003, SEEMAN 2004). Nach 53 Tagen zeigte die E2-Gruppe im Bereich der
Diaphyse eine signifikant geringere Kortikalisdicke. Nach 102 Tagen jedoch eine
signifikant hohere Kortikalisdicke. Diese gegensatzliche Beobachtung zeigt im
Gesamtverlauf der Untersuchung die Dynamik der Knochenheilung bzw. des
Knochenumbaus. Es lassen sich somit abhdngig vom Stand der Heilung unterschiedliche
Wirkungen des E2 vermuten. Der positive Effekt des GEN auf die Kortikalisdicke zum
Zeitpunkt der ersten beiden Obduktionen zeigt, dass in unserer Untersuchung GEN einen
zeitlich langeren positiven Einfluss auf die diaphysédre Kortikalisdicke hatte als das
Phytohormon EQ. Das zweite in unserer Studie verwendete Phytohormon, EQ, zeigte
nach 46 Tagen die grofite signifikante Kortikalisdicke. Dieser Effekt war nach 53 und
102 Tagen jedoch nicht mehr nachweisbar. Somit hatte EQ also nur zu Beginn eine
positive Wirkung auf die Kortikalisdicke der Diaphyse. Uber einen langeren
Behandlungszeitraum haben allerdings nur die Sexualhormone E2 und DHT eine
signifikant hohere Dicke der diaphysaren Kortikalis zur Folge. Insgesamt war die
Wirkung der Testsubstanzen stark abhéngig von der Dauer der Behandlung.

Im Bereich der Metaphyse zeigten auch hier alle Versuchsgruppen nach 46 Tagen eine
signifikant erhohte Kortikalisdicke, verglichen mit der SF-Referenzgruppe. Diese
Beobachtung konnte nach 53 Tagen nicht gemacht werden. Hier zeigten die
Sexualhormone DHT und E2 sowie das Phytohormon GEN signifikant kleinere Dicken
der metaphyséren Kortikalis. EQ unterschied sich hingegen nicht von der Referenzgruppe
SF. Nach 102 Tagen war weder bei E2-, GEN- noch bei der EQ-Gruppe ein signifikanter
Unterschied gegenuber der SF-Gruppe zu erkennen. Nur die Tiere der DHT-Gruppe
wiesen eine signifikant diinnere metaphysére Kortikalis gegenuber allen anderen Gruppen
auf.

Zusammenfassend muss also zwischen den Effekten auf die diaphysére und metaphysére
Kortikalis unterschieden werden. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wirkten nur

die Sexualhormone E2 und DHT im Bereich der Diaphyse einem Kortikalen
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Knochenverlust signifikant entgegen. Die Gruppe der Phytohormone konnte hier keinen
signifikanten Nutzen hervorbringen. Sie hatten nur in den ersten 46 Tagen positiven
Einfluss auf den Knochenverlust. Das DHT und E2 dem kortikalen Knochenverlust bei
Osteoporose entgegen, wurde bereits in der Literatur (VANDENPUT et al. 2002).
Allerdings, so haben wir festgestellt, muss hier zwischen Metaphyse und Diaphyse
unterschieden werden. Der Knochenverlust im Bereich der metaphyséren Kortikalis
wurde in unserer Untersuchung von keiner Testsubstanz verhindert. DHT fiihrte sogar,
Uber den gesamten Behandlungszeitraum betrachtet, eher zu einem Kkortikalen
Knochenverlust der Metaphyse. Die positiven Effekte von DHT und E2 auf den
diaphyséren Bereich der osteoporotischen, mannlichen Ratte, wurden bereits beschrieben
(BOHNSACK 2010). Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden allerdings nicht im
Hinblick auf die Frakturheilung der Osteoporose untersucht (BOHNSACK 2010).
Osteoporotischer Knochen, der sich in Defektheilung und Remodelling befindet, scheint
also &hnlich auf die Hormone anzusprechen wie osteoporotischer Knochen, der sich nicht
in Defektheilung befindet.

5.2.4.2 Effekte auf die Spongiosa

Der Knochenverlust im Rahmen der Osteoporose ist bekanntermaflen nicht nur im
Bereich der Kortikalis lokalisiert, sondern ist vor allem und vermehrt im Bereich der
Spongiosa anzutreffen (SEEMAN 2003). Die Untersuchung der spongidsen Struktur
mittels histomorphometrischer Parameter war daher von besonderem Interesse. Als
histomorphometrische ~ Parameter wurden die relative Spongiosaflache, die
Trabekelanzahl pro Flache, der Feretdurchmesser mit maximaler und minimaler

Achsenlénge und die Kompaktheit betrachtet.

Relative Spongiosaflache

Die Betrachtung der relativen Spongisoaflache ermdglicht es, Aussagen (ber die
Knochenquantitdt zu machen. Interessanterweise war in der SF-Gruppe die
Spongiosaflache zu jedem Zeitpunkt groer als in den Vergleichsgruppen. Eine
Ausnahme bildet hier nur die E2-Gruppe, die nach 46 Tagen die groRte Flache hatte.
Diese Beobachtung konnte jedoch fir die E2-Gruppe zu keinem anderen
Obduktionszeitpunkt gemacht werden. Betrachtet man nun jede Gruppe einzeln fir sich,
so kam es innerhalb der SF-Gruppe mit zunehmender Versuchsdauer zu einer
kontinuierlichen Spongiosaflachenzunahme. Die DHT-Gruppe zeigte kaum Verénderung
im Therapieverlauf. Die relative Spongiosaflache des DHT war nach 46 Tagen am
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groBten. Nach 53 Tagen fiel sie leicht ab, um anschlieBend nach 102 Tagen wieder auf
ahnliche Werte anzusteigen wie zum ersten Obduktionszeitpunkt. Die E2-Gruppe hatte
seine maximale Spongiosaflache nach 53 Tagen. Hier zeigte sich aber, wie oben bereits
erwéhnt, die grofite Flache aller Gruppen. Nach 46 und 102 Tagen waren die Flachen
deutlich geringer als nach 53 Tagen. Es scheint also im Rahmen des Heilungsprozesses
ein tempordr besonders gutes Ansprechen des spongidsen Konchenstoffwechsels auf das
Sexualhormon E2 zu geben. Eine positive Beeinflussung des Heilungsprozesses von E2
ist aus der Literatur bekannt (KOLIOS et al. 2010, STUERMER et al. 2010). Innerhalb
der GEN-Gruppe kam es nach 53 Tagen zu einem temporaren Knochenverlust. Die
Knochenflache stieg nach 102 Tagen jedoch wieder auf den anfanglichen Wert vom
ersten Obduktionszeitpunkt an. Die EQ-Gruppe zeigte keine derartigen Schwankungen
der relativen Spongiosaflache, so wie dies in der E2- und GEN- Gruppe zu beobachten
war. Es kam hier zu einem geringen, jedoch stetigen Abfall der relativen

Spongiosaflache.

Trabekelanzahl pro Flache

Die Trabekelanzahl pro Flache wurde ebenfalls von den einzelnen Gruppen
unterschiedlich beeinflusst und war auch hier stark von der Behandlungsdauer abhangig.
Nach 46 Tagen zeigten E2 und EQ signifikant héhere Trabekelanzahlen als SF. Die
anderen Gruppen wiesen keine signifikanten Unterscheide gegentiber der SF-Gruppe auf.
Am Tag 53 waren die Trabekelzahlen von E2 und EQ signifikant kleiner als in der SF-
Kontrollgruppe. Die DHT- und GEN-Gruppe waren nach 53 Tagen nicht signifikant
gegenuliber SF verandert. Nach 102 Tagen unterschied sich keine der Gruppen signifikant
von der SF Gruppe.

In unserer Untersuchung konnte der Effekt der Trabekelzunahme unter Androgentherapie
gegenuber einer Kontrollgruppe nicht bestétigt werden, wie dies in einer Studie von
Koshla 2006 beobachtet wurde (KHOSLA et al. 2006). Die Steigerung der
Trabekelanzahl von E2 wurde in unserer Untersuchung nur nach 46 Tagen beobachtet.
Aquivalent zu E2 verhielt sich hier das EQ. GEN beeinflusste die Trabekelanzahl nur

unwesentlich.

Mittlere Trabekelflache (Feretdurchmesser) mit minimalem und maximalem
Achsendurchmesser
Die Auswertung des mittleren Feretdurchmessers mit dem minimalen und maximalen

Achsendurchmesser (als MaR fir die mittlere Trabekelflache) ergab nach 46 Tagen, dass
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E2 und EQ eine signifikant kleinere Trabekelflache aufzeigten als die SF-Gruppe. Die
DHT- und GEN-Gruppe unterschieden sich nicht signifikant von SF. Nach 53 Tagen wies
das EQ eine signifikant groRere Trabekelflache gegeniiber SF auf. DHT, E2 und GEN
zeigten hier keine Signifikanz bezlglich eines Unterschiedes auf. Nach 102 Tagen
hingegen war es das EQ, was eine signifikant kleiner Trabekelflache aufwies als SF. Die
anderen Gruppen zeigten hier erneut keine signifikanten Unterscheide.

Der mittlere maximale und mittlere minimale Achsendurchmessers sind das MaR fiir den
maximalen und minimalen Trabekeldurchmesser. Sie zeigten &quivalente Verlaufe und
werden deshalb im Folgenden zusammen beschrieben. Nach 46 Tagen waren die
minimalen und maximalen Achsendurchmesser des E2 und des EQ im Mittel signifikant
Kleiner als die SF-Gruppe. Nach 53 Tagen liel sich bei EQ und E2 keine Signifikanz
erkennen, weder zu kleineren noch zu gréReren Werten. Nach 102 Tagen war es sowohl
bei der minimalen als auch bei der maximalen Achsenlénge das EQ, welches signifikant
kleiner war als die Referenzgruppe SF. Die DHT- und GEN-Gruppe zeigte zu keinem

Untersuchungszeitpunkt eine signifikante Abweichung von der Kontrollgruppe SF.

Kompaktheit
Die Kompaktheit, die den Grad der Trabekelverzweigung wiedergibt, zeigte zu keinem
Untersuchungszeitpunkt einen Unterschied zwischen einer Testgruppe und der

Referenzgruppe SF.

Insgesamt lasst sich anhand der histomorphometrischen Auswertung der Spongiosa
festhalten, dass die positiven Effekte der Sexualhormone E2 und DHT wie sie bei
weiblichen Tieren beobachtet wurden (STUERMER et al. 2009, STUERMER et al. 2010,
VANDENPUT et al. 2002), sich in unserer Arbeit mit mannlichen Ratten nicht bestatigen
lassen. Jedoch sei angemerkt, dass vor allem E2 durch die Zunahme der relativen
Spongiosaflache einen durchaus positiven Effekt auf die Spongiosa nach 53 Tagen hatte.
Dies l&sst auf ein temporér positives Ansprechen einer zeitlich begrenzten
Ostrogentherapie schlieRen. Diese Beobachtung lasst sich auch in der Literatur finden
(KOLIOS et al. 2010). Der fur GEN in der Literatur als positiv beschriebene Effekt auf
die Spongiosa kann von uns nicht bestatigt werden (DEVAREDDY et al. 2006, FANTI et
al. 1998). Es sei hier erwéhnt, dass diese Arbeitsgruppen ebenfalls mit weiblichen Tieren
arbeiteten. Aber auch die Untersuchung an mannlichen Md&usen, wie sie von Ishimi
durchgefuhrt wurde, steht unserer Beobachtung entgegen. Dort zeigte sich ein positiver
Effekt des GEN auf die Spongiosa (ISHIMI et al. 2002). EQ wird ebenfalls ein
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protektiver Einfluss auf die Spongiosa nachgesagt (DEVAREDDY et al. 2006,
FILIPOVIC et al. 2010, MATHEY et al. 2007). Diese Feststellung kann in unserer Arbeit
nur teilweise bestdtigt werden und zeigt das stark zeitabhangige Ansprechen des
Phytohormons im Rahmen der Knochenheilung und des Remodellings. Den in der
Literatur als groRer beschriebenen Einfluss auf die Sponigosa als auf die Kortikalis sahen
wir nicht (MATHEY et al. 2007).

Epiphysenfuge

Ein weiteres Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf die Epiphysenfuge gelegt. Diese ist
beim Knochen fur das Langenwachstum verantwortlich. Hier zeigte sich ein deutlicher
Einfluss des E2 auf die Breite der Epiphysenfuge. Die Epiphysenfuge war bei E2 zu allen
Obduktionszeitpunkten signifikant kleiner als in der SF-Referenzgruppe. Die restlichen
Testsubstanzen unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe SF. Somit
lasst sich festhalten, dass die Epiphyse nur auf das Hormon E2 reagierte. Dieses Ergebnis
ist insofern nicht tiberraschend, da bereits aus der Literatur der Effekt des durch Ostrogen
bedingten Epipyhsenschlusses bekannt ist und dass beim weiblichen Geschlecht das
Langenwachstum der Epiphyse 6strogenabhangig beendet wird (NILSSON und BARON
2005). Denselben Effekt haben Ostrogene auch beim méannlichen Geschlecht, unabhingig
von einer manifesten Osteoporose (VIDAL et al. 2000). Des Weiteren ist aus unserer
Arbeit ersichtlich, dass das verwendete Androgen DHT, wie gewunscht, nicht durch
enzymatische Umwandlung in Ostrogene tberfihrt wurde (WANG und SWERDLOFF
2002). Somit konnte das DHT das Epiphysenwachstum nicht beeinflussen. Die
Phytohormone EQ und GEN zeigten ebenfalls keinen Effekt auf die Epiphysenfuge. Sie
verhielten sich somit wie die Referenzgruppe SF. EQ und GEN scheinen die lhnen
nachgesagte Ostrogenartige Wirkung im Bereich der Epiphysenfuge nicht entfalten zu

kdnnen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Hormone scheinen vor allem im Bereich der
diaphyséren Kortikalis ein positives Ansprechverhalten auf die Defektheilung und das
Remodelling zu haben. Positive Effekte beobachtet man im Bereich der Diaphyse starker
als im Bereich der Metaphyse.

Der Heilungsprozess scheint unserer Beobachtung zufolge vor allem im Bereich der
diaphysédren Kortikalis medikamentds beeinflussbar zu sein. Es ist festzuhalten, dass
positive und negative Effekte stark vom jeweiligen Behandlungszeitraum abhéngig sind.

Die Effekte konnen stark von Untersuchungszeitpunkt zu Untersuchungszeitpunkt
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schwanken. Dies ist bei Betrachtung der Kortikalisdicke von E2 in Abbildung 10
ersichtlich. Fur die ménnliche Osteoporose mit begleitender Defektheilung lasst sich
zusammenfassend sagen, dass vor allem das kortikale Knochenwachstum einer
medikamentosen Beeinflussung in positiver Hinsicht mit DHT und E2 (ber langeren
Zeitraum zuganglich ist. Die Phytohormone EQ und GEN zeigten hier ebenfalls einen
positiven Effekt auf die Kortikalisdicke. Dieser positive Effekt war jedoch nur von
begrenzter Dauer und konnte nicht Uber den kompletten Versuchszeitraum beobachtet
werden (vgl. Abbildung 10).

Der spongitse Knochen wird von den Testsubstanzen unterschiedlich beeinflusst. E2 und
EQ sind hier die einzigen Hormone, die einen, wenn auch nur temporaren positiven
Effekt hervorrufen. DHT und GEN sind hier nicht von therapeutischer Relevanz. In
wieweit die in dieser Untersuchung gemachten Beobachtungen auch wirklich die
Stabilitat des Knochens positiv beeinflussen und somit als klinisch sichtbarer Erfolg
gewertet werden konnen, lasst sich anhand unserer Ergebnisse nicht beurteilen. Es bedarf

hier beztglich der Knochenbelastbarkeit weiterer Untersuchungen.



6. Zusammenfassung  [|ERIEEG

6. Zusammenfassung

Wurde die Osteoporose lange Zeit als Erkrankung der Frau angesehen, so zeigten Studien
vermehrt die Wichtigkeit weiterer Forschung auf dem Gebiet der mannlichen
Osteoporose. Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung der Sexualhormone DHT und E2
sowie der Phytohormone GEN und EQ auf das Remodelling des mannlichen
osteoporotischen sich im Heilungsprozess befindlichen Knochen zu untersuchen.

Hierfar wurden 180 Ratten in finf Gruppen zu je 36 Tieren eingeteilt, denen im Futter als
Verum sojafreies Futter, DHT, E2, GEN oder EQ verabreicht wurden. In jeder Gruppe
wurden nach 46, 53 bzw. 102 Tagen jeweils zwolf Tiere geopfert. Nach Orchiektomie
mit reaktiver manifester Osteoporose wurde die Trepanation der proximalen Tibia
durchgefuhrt. Mit dem Futtertausch begann die Therapie. Die Tiere wurden zu
regelméBigen Zeitpunkten gewogen. Nach Opferung wurden histologische Préaparate
angefertigt, nach Goldner gefarbt und nach Digitalisierung ausgewertet. Hierbei wurden
die Kortikalisdicke im Bereich der Metaphyse und Diaphyse sowie die Breite der
Epiphysenfuge gemessen. Wir bestimmten die relative Spongiosaflache, die
Trabekelanzahl pro Flache, die mittlere Trabekelflache in Form des Feretdurchmessers
sowie den minimalem und den maximalem Achsendurchmesser und die Kompaktheit der
Trabekel.

Die SF-, GEN-, EQ- und DHT-Gruppe nahmen stetig an Gewicht zu, wobei die
Gewichtszunahme bei der DHT-Gruppe am starksten ausfiel. In der E2-Gruppe kam es zu
einem kontinuierlichen Gewichtsverlust. DHT flhrte zu einer Dickenzunahme der
Diaphyse. Auf die Kortikalisdicke der Metaphyse hatte DHT lediglich anfanglich einen
anabolen Effekt. Uber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet, fihrte DHT an der
Metaphysenkortikalis jedoch zu einem Dickenverlust. Die Knochenspongiosa wurde von
DHT nicht beeinflusst. E2 wirkte ebenfalls im diaphyséren Kortikalisbereich einem
Knochenverlust entgegen, jedoch nicht im Bereich der Metaphyse. Im Bereich der
Metaphyse war nur nach 46 Tagen ein knochenprotektiver Effekt nachweisbar. E2 liel3
auflerdem nach 46 Tagen eine signifikante Zunahme der Tabekelanzahl pro Flache
gegentber SF und nach 53 Tagen die grofte relative Spongiosaflache aller Gruppen
beobachten. E2 hatte folglich im Gegensatz zu DHT, GEN auch einen temporéar
knochenprotektiven Effekt im Spongiosabereich. Nach 102-t&giger Substanzzufuhr hatte
E2 zu starkerer Knochenapposition im Bereich der Kortikalis der Diaphyse gefiihrt als in
der Gruppe von DHT. GEN und EQ fuhrten innerhalb der ersten 46 Tage zu einem
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Dickenwachstum sowohl im Bereich der Diaphyse wie auch dem der Metaphyse. Uber
den kompletten Versuchszeitraum konnte jedoch fir GEN und EQ kein Dickenwachstum
nachgewiesen werden. EQ fuhrte im Gegensatz zu GEN innerhalb der ersten 46 Tage zu
einer Erhohung der Trabekelanzahl und beeinflusste somit auch die Spongiosa initial
positiv. Uber den gesamten Behandlungszeitraum betrachtet, wiesen jedoch weder EQ
noch GEN ein vermehrtes Knochenwachstum im spongiésen Knochen auf.

Fur die Defektheilung bei der mannlichen Osteoporose und das Remodelling lasst sich
aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zusammenfassend sagen, dass vorwiegend
das kortikale Knochenwachstum medikamentos beeinflusst werden kann. DHT und E2
fuhren Gber den kompletten Beobachtungszeitraum von 102 Tagen zu einem
Knochenwachstum im Bereich der Diaphyse. Die Phytohormone EQ und GEN wiesen in
der Kortikalis der Diaphyse ebenfalls Knochenwachstum auf, das jedoch nur von
begrenzter Dauer war. Das vermehrte Knochenwachstum konnte bei den Phytohormonen
nicht Uber den kompletten Versuchszeitraum beobachtet werden. Einfluss auf die
Epiphysenfugenbreite hatte nur das Sexualhormon E2, das zu einer schmaleren
Epiphysenfuge fiihrte. Bei allen anderen Substanzgruppen sowie bei der SF-Gruppe
traten keine Verdnderungen an der Epiphysenfuge auf. In Beantwortung der
Fragestellung dieser Arbeit kann folgende Schlussfolgerung gezogen werden:

1. Phytohormone sind zur kurzfristigen Therapie der Defektheilung bei mannlicher
Osteoporose geeignet, haben jedoch keinen osteoprotektiven Effekt als
Dauertherapeutikum bei der mannlichen Osteoporose. Eine Dauertherapie mit
Phytohormonen erscheint anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht sinnvoll zu
sein. Jedoch waére eine positive Beeinflussung durch Phytohormone in der
initialen Phase der ménnlichen Osteoporose denkbar.

2. E2 und DHT zeigen vor allem in der Kortikalis der Diaphyse osteoprotektive
Effekte, die bei E2 deutlich stérker sind. Als Therapeutikum fir die mannliche
Osteoporose wire deshalb Testosteron, welches von a-Aromatase in Ostrogen

umgewandelt wird besser geeignet als DHT.



7. Anhang

7.1 Ergebnistabellen

Tabelle A-1: Gewichtsentwicklung der Ratten innerhalb der Substanzgruppe zu den
einzelnen Untersuchungsterminen (diese Daten wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Wuttke/Wiese zur Verfligung gestellt).

Gewichtsentwicklung

> 9% so| 37| 3F5| 5795378
B e 3 e 3 e3g g H g 4 28"’
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= x X o B e B2 ]
=) o o = =0 =T =
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SF 36 367,8 407,1 436,9 446,1 4514 461,44
DHT 36 376,9 405,8 435,7 438,9 443,7 482,2
E2 36 375,5 406,9 430,5 389,7 3818 | 3712
GEN 36 377,1 406,9 4274 431,3 4445 463,3
EQ 36 374,1 407,1 4247 440,9 439,8 460,5

Tabelle A-2: Mittelwerte der Kortikalisdicke im diaphyséaren Bereich fir die
verschiedenen Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tagiger Applikation, sowie
Stichprobenumfang (n) der Messwerte, Standardabweichung (SD), Standardfehler (SE),
95% Konfidenzinterval und Signifikanz ( p<0,05, Varianzanalyse mit ANOVA und Test
nach Holm-Sidak).

Kortikalisdicke im diaphyséaren Bereich

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in SD in um SE in um C.l. of Mean p=<0,05
pm (95%) in pm
Substanzapplikation 46 Tage
SF 200 569,6 125,6 8,9 17,5 --
DHT 200 645,5 170,4 12,1 23,8 Ja
E2 200 695,8 203,1 14,4 28,3 Ja
GEN 200 701,4 245,8 17,4 34,3 Ja
EQ 200 724,7 219,9 15,6 30,7 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 200 701,5 245,8 17,4 34,3 --
DHT 200 699,7 217,3 15,4 30,3 Nein
E2 200 623,9 160,6 11,4 22,4 Ja
GEN 200 795,3 389,6 27,5 54,3 Ja
EQ 200 656,6 161,7 11,4 22,6 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 200 664,5 1554 10,9 21,7 --
DHT 240 728,6 295,6 19,1 37,6 Ja
E2 200 776,6 296,5 20,9 41,3 Ja
GEN 200 708,8 188,5 13,3 26,3 Nein
EQ 200 633,2 207,9 14,7 28,9 Nein
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Tabelle A-3: Mittelwerte der Kortikalisdicke im metaphysaren Bereich fir die
verschiedenen  Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tagiger Applikation sowie
Stichprobenumfang (n) der Messwerte, Standardabweichung (SD), Standardfehler (SE),
95% Konfidenzinterval und Signifikanz (p<0,05, Varianzanalyse mit ANOVA und Test
nach Holm-Sidak).

Kortikalisdicke im metaphysaren Bereich

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in SD in um SE in um C.l. of Mean p<0,05
pum (95%) in um
Substanzapplikation 46 Tage
SF 200 548,6 129,1 9,1 18,0 --
DHT 200 731,6 334,8 23,7 46,7 Ja
E2 200 613,9 128,8 9,1 17,9 Ja
GEN 200 688,2 308,6 21,8 43,0 Ja
EQ 200 665,4 202,9 14,4 28,3 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 200 725,0 159,9 11,3 22,3 --
DHT 200 618,0 224,0 15,8 31,2 Ja
E2 200 578,2 114,8 8,1 16,0 Ja
GEN 200 675,7 235,2 16,6 32,8 Ja
EQ 200 712,3 175,3 12,3 24,4 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 200 658,7 148,6 10,5 20,7 --
DHT 240 590,9 185,4 11,9 23,5 Ja
E2 200 681,2 313,4 22,2 43,7 Nein
GEN 200 635,6 174,0 12,3 24,3 Nein
EQ 200 624,7 1929 13,6 26,9 Nein

Tabelle A-4: Prozentuale Trabekelflaiche pro Bildflache fir die verschiedenen
Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tdgiger Applikation sowie Summe aller Trabekel
innerhalb einer Gruppe (Summe), Anzahl der Bilder (n), Trabekelflache pro Bild,
prozentuale Anteil der Trabekelflache bezogen auf die Gesamtflache eines Bildes von

1430586,3 um? (1,43mm>).

Trabekelflache pro Bildflache

Gruppe Summe pm? Anzahl Bilder (n) Flache/Bild um?2 Spong/mm2 %
Substanzapplikation 46 Tage
SF 5259958,1 20 262997,9 18,1
DHT 4656895,9 20 2328448 16,1
E2 4010155,8 20 200507,7 13,8
GEN 4918372,9 20 245918,6 17,0
EQ 4836784,2 20 241839,2 16,7
Substanzapplikation 53 Tage
SF 5606476,1 20 280323,8 19,3
DHT 4284133,4 20 214206,6 14,8
E2 5879267,6 20 293963,3 20,3
GEN 3163816,1 20 158190,8 10,9
EQ 4370822,3 20 218541,1 15,1
Substanzapplikation 102 Tage
SF 67673454 20 338367,2 23,4
DHT 5366452,3 24 223602,1 15,4
E2 42993220 20 214966,1 14,8
GEN 4859545,4 20 242977,2 16,8
EQ 3588451,2 20 1794225 12,4
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Tabelle A-5: Trabekelanzahl n pro 1,43mm2 Spongiosaflache fiir die verschiedenen
Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tagiger Substanzmittelapplikation. N Anzahl der Flachen,
Mittelwert, Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05, Varianzanalyse mit ANOVA und
Test nach Holm-Sidak).

Trabekelanzahl pro Spongiosa Fléche

Gruppe N Flachen Mittelwert SE p=0,05
Substanzapplikation 46 Tage
SF 20 30,8 2,8 --
DHT 20 29,0 2,8 Nein
E2 20 47,9 3,3 Ja
GEN 20 41,1 4.4 Nein
EQ 20 50,1 4,2 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 20 57,5 8,1 --
DHT 20 40,7 4,9 Nein
E2 20 39,0 4,1 Ja
GEN 20 43,1 4,8 Nein
EQ 20 36,0 3,3 Ja
Substanzapplikation 102 Tage
SF 20 31,8 2,2 --
DHT 24 30,5 3,2 Nein
E2 20 33,1 4,0 Nein
GEN 20 25,4 2,7 Nein
EQ 20 35,2 7,2 Nein

Tabelle A-6: Mittelwert des Feretdurchmessers fiir die verschiedenen Testgruppen nach
46-, 53-, 102-tagiger Applikation sowie Anzahl (n) der Messwerte, Mittelwert und
Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05, Varianzanalyse mit ANOVA und Test nach
Holm- Sidak).

Mittelwert Feretdurchmesser

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in um SE in pm p=<0,05
Substanzapplikation 46 Tage
SF 616 51,5 3,7 -
DHT 581 51,7 3,6 Nein
E2 959 38,3 2,0 Ja
GEN 822 46,9 2,5 Nein
EQ 1002 40,0 2,1 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 1151 37,9 2,0 --
DHT 815 41,5 2,5 Nein
E2 780 44,5 3,1 Nein
GEN 862 35,6 1,9 Nein
EQ 720 48,1 2,7 Ja
Substanzapplikation 102 Tage
SF 637 54,6 4,1 -
DHT 732 48,9 3,1 Nein
E2 663 46,6 3,0 Nein
GEN 508 61,1 4,1 Nein
EQ 704 33,7 2,8 Ja
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Tabelle A-7: Maximale Achsenlange fur die verschiedenen Testgruppen. Angegeben sind
die Werte nach 46-, 53-, 102-tagiger Applikation sowie Stichprobenumfang (n) der
Messwerte, Median, Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05, Varianzanalyse mit
ANOVA und Test nach Holm-Sidak).

Maximale Achsenlénge

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in um SE in pm
Substanzapplikation 46 Tage
SF 616 107,4 8,9 --
DHT 581 99,6 8,0 Nein
E2 959 75,5 4,9 Ja
GEN 822 95,2 6,2 Nein
EQ 1002 81,6 5,3 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 1151 76,4 4,9 -
DHT 815 84,8 6,3 Nein
E2 780 90,8 7,4 Nein
GEN 862 73,0 5,1 Nein
EQ 720 97,2 6,6 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 637 109,6 8,9 -
DHT 732 99,0 7,6 Nein
E2 663 95,9 7,3 Nein
GEN 508 124,5 10,0 Nein
EQ 704 69,1 6,8 Ja

Tabelle A-8: Minimale Achsenlange fur die verschiedenen Testgruppen. Angegeben sind
die Werte nach 46-, 53-, 102-tdgiger Applikation sowie Stichprobenumfang (n) der
Messwerte, Mittelwert, Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05, Varianzanalyse mit
ANOVA und Test nach Holm-Sidak).

Minimale Achsenlénge

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in um SE in pym p=<0,05
Substanzapplikation 46 Tage
SF 616 40,6 3,3 --
DHT 581 42,7 3,4 Nein
E2 959 31,8 1,9 Ja
GEN 822 36,4 2,1 Nein
EQ 1002 31,2 1,6 Ja
Substanzapplikation 53 Tage
SF 1151 32,3 2,0 --
DHT 815 33,8 2,4 Nein
E2 780 38,0 3,4 Nein
GEN 862 28,1 1,7 Nein
EQ 720 39,4 2,5 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 637 48,7 4,9 --
DHT 732 39,2 2,7 Nein
E2 663 37,6 2,7 Nein
GEN 508 46,7 3,4 Nein
EQ 704 29,1 2,9 Ja




7. Anhang R

Tabelle A-9: Mittelwert der trabekuldren Kompaktheit. Fir die verschiedenen
Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tagiger Applikation sowie Stichprobenumfang (n) der
Messwerte, Mittelwert, Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05 Varianzanalyse mit
ANOVA und Test nach Holm-Sidak).

Mittelwert der trabekuldren Kompaktheit

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert SE
Substanzapplikation 46 Tage
SF 616 89,7 7,1 --
DHT 581 84,2 6,9 Nein
E2 959 70,9 4,1 Nein
GEN 822 83,0 4,6 Nein
EQ 1002 75,5 4,0 Nein
Substanzapplikation 53 Tage
SF 1151 73,1 3,8 --
DHT 815 84,2 8,5 Nein
E2 780 76,4 6,2 Nein
GEN 862 81,4 4,5 Nein
EQ 720 81,2 4,6 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 637 97,9 8,9 --
DHT 732 81,7 6,0 Nein
E2 663 89,3 6,0 Nein
GEN 508 73,8 4,1 Nein
EQ 704 79,5 8,4 Nein

Tabelle A-10: Mittelwerte der Breite der Epiphysenfuge. Fur die verschiedenen
Testgruppen nach 46-, 53-, 102-tagiger Applikation sowie Stichprobenumfang (n) der
Messwerte, Standardabweichung (SD), Standardfehler (SE) und Signifikanz (p<0,05,
Varianzanalyse mit ANOVA und Test nach Holm-Sidak).

Breite der Epiphysenfuge

Gruppe Anzahl (n) Mittelwert in SD in um SE inpm | C.I. of Mean p=<0,05
pm (95%) in um
Substanzapplikation 46 Tage
SF 200 221,9 38,1 2,6 5,3 --
DHT 200 229,3 46,4 3,2 6,4 Nein
E2 200 180,7 35,6 2,5 4,9 Ja
GEN 200 230,9 67,8 4.8 9,4 Nein
EQ 200 2255 52,1 3,6 7,2 Nein
Substanzapplikation 53 Tage
SF 200 226,9 45,7 3,2 6,3 --
DHT 200 223,1 53,5 3,7 7,4 Nein
E2 200 167,7 29,4 2,1 4,1 Ja
GEN 200 223,2 43,5 3,1 6,1 Nein
EQ 200 230,1 62,1 4,3 8,6 Nein
Substanzapplikation 102 Tage
SF 200 206,1 37,2 2,6 51 --
DHT 240 216,7 54,2 3,4 6,8 Nein
E2 200 165,0 39,4 2,7 5,5 Ja
GEN 200 2124 48,3 3,4 6,7 Nein
EQ 200 204,5 50,3 3,5 7,0 Nein
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