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Einleitung 1

1 Einleitung

Osteoporose bedeutet ,poréser Knochen™ und leitet sich aus dem
Griechischen ab. Dabei steht , osteon" fiir Knochen und ,poros" flir Pore.
Nach der World Health Organization (WHQO) ist die Osteoporose eine der
10 wichtigsten Volkskrankheiten. Im Jahre 2009 waren laut der BEST-
Studie 14 % der Uber 50-jahrigen Deutschen an Osteoporose erkrankt. Zu
diesem Zeitpunkt lag die Geschlechterverteilung bei 24 % Frauen und 6 %
Manner. Die Zahl der Neuerkrankungen wird in Deutschland auf 885.000
Menschen jahrlich geschatzt (Hadji et al. 2013).

Bisher galt die Osteoporose als eine Erkrankung der Frau. Fur den Mann ist
die Osteoporose deutlich weniger erforscht, sodass Diagnostik und Therapie
im Wesentlichen von den evidenzbasierten Erkenntnissen der weiblichen
Osteoporose Ubernommen wurden. Mit steigender Lebenserwartung ruckt
auch die Osteoporose des Mannes starker in den Vordergrund (Luger 2007).
Mdégliche Folgen dieser Erkrankung stellen Radius-, Becken-, Wirbelkérper-
und Schenkelhalsfrakturen dar. Insbesondere bei Méannern geht die
Schenkelhalsfraktur mit einer deutlich héheren Folgemortalitat einher (Van
der Klift 2002, Center et al. 1999).

Fir den physiologischen Knochenstoffwechsel spielen die Sexualhormone
Ostradiol (E2) und Testosteron bzw. Dihydrotestosteron (DHT) eine
entscheidende Rolle. Dabei geht DHT durch eine Reduzierung mittels
5a0-Reduktase aus Testosteron hervor. Der groBe Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel begrindet den therapeutischen Einsatz der
Sexualhormone. Allerdings wird die klassische Hormonersatztherapie der
weiblichen Osteoporose mit Ostradiol zunehmend kritisch hinterfragt. Denn
als Nebenwirkungen treten Thrombosen, Herzinfarkte, Brust- und
Gebarmutterkrebs auf (Carlson et al. 2008, Saunier et al. 2011). Ebenso
stimuliert die exogene Gabe von Testosteron beim Mann die Proliferation
der Prostata, welche mit einem Risiko der malignen Entartung einhergeht
(Seidlova-Wuttke et al. 2005). Deshalb riicken pflanzliche Hormon-
ersatzstoffe wie Genistein (GEN) und Equol (EQ) als alternative
TherapiemaBnahmen fir den Knochendichteverlust verstarkt in den Fokus
(Sehmisch et al. 2010). Deren knochenprotektive Wirkungen wurden bereits

in Studien an orchiektomierten (orx) und ovariektomierten (ovx) Tieren
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sowie bei post- und pramenopausalen Frauen erforscht (Ishimi et al. 2002,
Mathey et al. 2007, Marini et al. 2007, Kwak et al. 2009, Xu et al. 2009).
Die Nebenwirkungen sollen flr die Phytohormonapplikation geringer sein als
fur die der Sexualhormone (Travis et al. 2009, Xu et al. 2009).

Neben der Hormonwirkung spielt auch die mechanische Belastung fir den
Knochenstoffwechsel eine wesentliche Rolle. Diese kann in Form einer
Ganz-Korper-Vibration (GKV) ausgelbt werden (Totosy de Zepetnek et al.
2009). In der Literatur konnte der GKV bereits eine Verbesserung der
knéchernen Parameter bei Menschen und Nagern zugeschrieben werden
(Prisby et al. 2008, Wenger et al. 2010). Ebenso fuhrten die verwendeten
Testsubstanzen in Kombination mit der GKV zu protektiven Wirkungen auf
den osteoporotischen Knochen (Hertrampf et al. 2007, Papenberg 2011, Wu
2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Auswirkungen der Hormongabe von
DHT, E2, GEN und EQ in Kombination mit der GKV auf die defekte Tibia der
orx Ratte darzustellen, um daraus Erkenntnisse zur Therapiemdglichkeiten
beim Mann zu gewinnen. Insbesondere soll die Auswirkung auf die
Kortikalisdicke, die Qualitat und Quantitat der Spongiosastruktur, die Dicke
der Epiphysenfuge und die Knorpeldicke geklart werden.
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2 Grundlagen

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit verschiedenen Ansatzen, um
Therapiemdglichkeiten der Osteoporose beim Mann zu entwickeln. Hierzu
sind Grundkenntnisse der Knochenhistologie sowie einiger Sexualhormone
und Hormonersatzstoffe von Bedeutung, die im Folgenden kurz erlautert

werden.
2.1 Knochen

Das menschliche Skelett besteht aus etwa 220 einzelnen Knochen und
nimmt ungefahr 15 % des Koérpergewichts ein. Es hat Stitz-, Fortbe-
wegungs- und Mineraldepotfunktion, hamatopoetische Funktion und schitzt
die in ihm liegenden Organe.

Wahrend des Wachstums entsteht Knochen durch Mineralisation von
Knorpelgewebe. Dies kann in Form von enchondraler und perichondraler
Ossifikation geschehen. Im Erwachsenenalter wird Knochen nur noch dort
zusatzlich gebildet, wo er durch mechanische Beanspruchung gedehnt und
deformiert wird.

Die Epiphysenfuge befindet sich zwischen der Epiphyse (Endstlick) und der
Diaphyse (Mittelstiick) der Réhrenknochen. Sie besteht aus hyalinem
Knorpel und ist der Ort des Langenwachstums der Rohrenknochen. Das
Wachstum wird durch Proliferation von Chondroblasten in der Epiphysen-
fuge verursacht. Die Chondroblasten werden zusammen mit ihrer
extrazelluldren Matrix fortwahrend von der Epiphyse und der Diaphyse aus
durch Knochengewebe ersetzt (Zanner et al. 2002). Dieser Vorgang wird als
enchondrale Ossifikation bezeichnet. Bis zum kompletten Verknéchern der
Epiphysenfugen mit Hormonumstellung wahrend der Pubertat befindet sich
der Mensch im Wachstum.

Die Tibia, die in diesem Versuch untersucht wird, ist ein R6hrenknochen. Sie
hat einen verdichteten Knochenmantel, die Kompakta, und im Inneren ein
schwammartiges Knochennetz, die Spongiosa (Abb. 1). Zwischen den
Spongiosatrabekeln befindet sich das Knochenmark, welches blutbildende
Zellen beinhaltet. Die Spongiosatrabekel sind so ausgerichtet, dass sie in
Abhangigkeit von der mechanischen Beanspruchung des Knochens Zug- und

Drucktrajektorien ausbilden, welche zur Stabilitdt des Knochens beitragen
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(Niethard et al. 2009). Dabei ist

die Kompakta im Bereich der

T Kortikalis

s

= Spongiosa ——

Trabekel Markraum

Diaphyse am starksten und lauft
zur Epiphyse hin dinner aus. Die
Knochen-oberflache ist von einer
faserigen Bindegewebsschicht
Uberzogen, die auBen als Periost
und innen als Endost bezeichnet

wird. Diese Knochenhaut fihrt
Fasern und GefaBe fir die nervale
und vaskuldre Versorgung des

Periost General-Lamelle \;olkmann-Kanéle Havers-Kanal KnOChenS. DaS PeriOSt d ient
Abb. 1: Knochenaufbau eines Rdéhrenknochens o .
schematisch dargestellt: Osteone und 2usatzlich als Anheftungsstelle far
Schaltlammellen bilden die auBere KOI’tIka|IS,.dIe Sehnen und Bander. Auf den
von der Generallamelle und dem Periost

umgeben wird. Im Inneren des Knochens Epiphysen befindet sich
befindet sich die Spongiosa, die aus Trabekeln
aufgebaut ist (Quelle: www.biofachforum.ch,

2010). Zusammen mit der Synovia

Gelenkknorpel aus Faserknorpel.

verringert er die Scherkrafte bei Gelenkbewegung.

Wahrend des Wachstums muss der Knochen standig umgebaut werden,
damit er seine definitive Form erhalt (Lullmann-Rauch 2009). Auch nach
Abschluss des Wachstums findet ein standiger Umbauprozess statt, um
den durch Mineralverlust und Matrixalterung in seiner Festigkeit und
Elastizitat geschwachten Knochen zu ersetzen und Mikroschaden zu
reparieren. Dieses Remodelling dient auch dazu, die Materialmenge der
Kompakta und die Spongiosa-Architektur den Veranderungen der
mechanischen Beanspruchung anzupassen. Zur Folge werden etwa 4 bis
10 % des Skelettknochens pro Jahr erneuert (Lullmann-Rauch 2009).
Dieser Turnover besteht aus Knochenab- und Knochenaufbau und wird als
Remodelling bezeichnet. In den ersten drei Lebensdekaden Uberwiegt der
Aufbau, danach der Abbau (Bartl 2008). Ein neuer Knochenanteil entsteht
vorerst als Geflechtknochen, der dann in Lamellenknochen umgebaut wird.
In der Kortikalis legen sich die Lamellen um einen Havers-Kanal, in dem ein
Havers-GefaB lauft. Diese GefaBe werden von anderen GefaBen gespeist,
die sich zentrifugal vom Markraum zum Periost hin erstrecken. Die Havers-

Kandle sind Uber Volkmann-Kandle miteinander querverbunden. 5 bis
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20 der Knochenlamellen, die konzentrisch um einen Havers-Kanal
geschachtelt sind, ergeben ein Osteon. Die Osteone verlaufen annahernd
longitudinal zur Kortikalis. Zwischen den Osteonen liegen Schaltlamellen,
die Reste von abgebauten Osteonen darstellen. Im duBersten Bereich der
Kompakta sind die Lamellen nicht in Osteone organisiert, sondern bilden
eine auBere Generallamelle, die kontinuierlich die ganze Zirkumferenz des
Knochens einnimmt. In der Spongiosa sind die Lamellen Uberwiegend
parallel zur Trabekeloberflache, also eher flachig angeordnet. Sie flhren
keine GefaBe, sondern werden von dem sie umgebenden Markraum durch
Diffusion versorgt (Lullmann-Rauch 2009).

An dem Knochenumbau sind zahlreiche Zellen beteiligt. Die Osteoklasten
bauen die Knochensubstanz ab. Diese mehrkernigen Riesenzellen leiten sich
von Monozyten des Knochenmarks ab und gehdéren somit zum mono-
nukledren Phagozytosesystem (MPS). Ihre Rekrutierung, Differenzierung
und Aktivierung wird durch zahlreiche Hormone (u.a. Ostrogene) und
Wachstumsfaktoren gesteuert. Ostrogene unterdriicken vor allem die
Rekrutierung der Osteoklasten, welche die Knochensubstanz abbauen.
Osteoblasten sind mesenchymale, knochenaufbauende Zellen. Dabei
synthetisieren sie zuerst den organischen Anteil der extrazellularen Matrix,
das Osteoid, und steuern danach die Mineralisation der Matrix. Osteoblasten
haben Ostrogenrezeptoren. Sie werden von vielen weiteren Hormonen und
Zytokinen gesteuert. Etwa jeder zehnte auf der Knochenoberflache liegende
Osteoblast wird in das neu gebildete Knochengewebe eingebaut und
entwickelt sich somit zu einem Osteozyten. In Lakunen liegend sind sie Uber
Canaliculi miteinander verbunden. Sie versorgen den Knochen mit
organischen und anorganischen Stoffen und sind an der funktionellen
Adaptation des Knochens als mechanosensorische Zellen beteiligt (Bartl
2008).

Im Alter verandert sich der Knochen dahingehend, dass durch endostale
Resorption und periostale Apposition der Knochenquerschnitt zunimmt. Die
Kortikalis wird dadurch dunner. Bei Mannern ist die periostale Apposition
groBer als bei Frauen. Dies ist unter anderem ein Grund, warum Frauen im
Alter schneller an Knochenmasse verlieren als Manner (Duan et al. 2001,
Riggs et al. 2004).
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2.2 Osteoporose

GemaB Definition handelt es sich bei der Osteoporose um eine Skelett-
erkrankung mit Verminderung der Knochenmasse und -mikroarchitektur
sowie erhohter Frakturanfalligkeit (Pschyrembel 2007). Unterteilt wird sie in
die primare und die sekundare Osteoporose. Dabei fallen 95 % des
Krankheitsbildes auf die primare Osteoporose zurlick. Nach ihrer Ursache
wird diese in die postmenopausale (Typ I), die senile (Typ II) und die
idiopatische Osteoporose unterschieden. Die postmenopausale Osteoporose
tritt zumeist bei Frauen im Lebensalter zwischen 50 und 75 Jahren auf
Grund von Ostrogenmangel auf (Bartl 2008). Besonders betroffen ist bei
dieser Form der Knochenabbau der Spongiosa (4 bis 8 %/Jahr fur ca.
5-8 Jahre nach Menopause), weniger der Abbau der Kortikalis (2 bis
3 %/Jahr) (Niethard et al. 2009). Hingegen zeichnet sich die senile
Osteoporose durch einen Verlust des trabekuldaren und des kortikalen
Knochens aus. Die senile Osteoporose tritt bei Frauen doppelt so haufig auf
wie bei Mannern (Herold 2011). Dieser pathologische Knochenverlust lagert
sich dem naturlichen Knochenverlust eines jeden Menschen auf. Dieser
sukzessive, altersabhangige Knochenabbau beginnt mit dem 40. Lebensjahr
und betragt bei der Frau 35 bis 40 % des kortikalen Knochens und 55 bis
60 % der Spongiosa. Beim Mann sind es nur etwa zwei Drittel dieser
Mengen (Niethard et al. 2009).

Der sekundaren Osteoporose liegt eine andere Erkrankung zu Grunde

(Tab. 1). Ein der Menopause der Frau entsprechendes Syndrom mit einem

Tab. 1: Ursachen fiur die sekundare Osteoporose beim Mann (Luger 2007)

1. Endokrine Ursachen: Hypogonadismus, Cushing-Syndrom, Hyperthyreose,
Hyperparathyreoidismus
2. Medikamentos verursacht: Glukokortikoidtherapie, Androgendeprivation,
Chemotherapie, Antikoagulantien, Antikonvulsiva
. Gastrointestinale Ursachen: Malabsorptionssyndrom, Leberzirrhose
4. Systemische Erkrankungen: chronische Polyarthritis, multiples Myelom, Mastozytose

w

Androgendefizit konnte beim Mann bisher nicht schllissig nachgewiesen
werden. Dass aber ein Androgenmangel beim Mann, ebenso wie der
Ostrogenmangel bei der Frau, einen Knochenverlust induziert, ist bereits

erforscht (Vanderschueren et al. 2004). Bei Mannern spielt die Erkrankung
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der sekundaren Osteoporose eine wichtigere Rolle (45 %) als bei Frauen
(10 %) (Bartl 2008, Kudlacek 2008).

Die Folgen der Osteoporose sind in erster Linie Frakturen. Sie sind
vornehmlich in den Wirbelkdérpern und dem Oberschenkelhals lokalisiert.
Interessant ist an dieser Stelle, dass die Oberschenkelhalsfraktur bei
Mannern eine deutlich héhere Folgemortalitat nach sich zieht als bei Frauen
(Center et al. 1999, Van der Klift 2002). Zusatzlich brechen die Knochen bei
Mannern bereits bei hoheren Knochendichtewerten als bei Frauen (Haney
und Bliziotes 2008).

Diagnostiziert wird die Osteoporose durch die Osteometrie (Knochen-
dichtemessung). Als einheitlicher Messbefund wurde der T-Score eingeflihrt.
Diese einheitslose Zahl gibt die Abweichung (SD, standard deviation) vom
Mittelwert der Knochendichte (BMD, bone mineral density) eines
Referenzkollektivs gesunder 30-jahriger Patienten. Eine manifeste Osteo-
porose liegt ab einer Standardabweichung von 2,5 unter dem
durchschnittlichen BMD der gleichgeschlechtlichen Referenzgruppe vor
(WHO 1994). Eine Abweichung von 1 bis 2,5 beschreibt hingegen eine
Osteopenie. Niedrige BMD-Werte gehen bei beiden Geschlechtern mit einem
erhdhten Frakturrisiko einher (Cummings et al. 2006).

Als generelle Therapie gilt der Muskelaufbau, Koordinationstraining und die
Substitution von Vitamin D3, Vitamin B;, und Kalzium. Nach individueller
Abwagung (AusmaB der Knochendichteerniedrigung, Geschlecht,
Lebensalter und weitere Risikofaktoren) kénnen noch andere Medikamente
zum Einsatz kommen. Hierzu zdahlen osteoanabole Substanzen (z.B.
Parathormon, Strontiumranelat) und antiresorptive Substanzen wie
Ostrogene und Bisphosphonate (Bartl 2008, DVO-Leitlinien 2009). Bei der
Therapie mit Parathormon konnten in Abhangigkeit von Applikationsmodus,
Anwendungsdauer und verabreichter Dosis entweder katabole oder anabole
Wirkungen festgestellt werden, wodurch die Knochendichte zugenommen
hat (Orwoll et al. 2003, Kurland et al. 2000).

Die Hormonersatztherapie (HRT) mit Ostrogenen ist nur bei Frauen
anerkannt. Die Ostrogene senken bei Frauen zwar das Risiko von Frakturen,
jedoch steigt das Risiko, an kardiovaskularen Erkrankungen und Brustkrebs
zu erkranken (Rassouw et al. 2002). Unter der Behandlung mit

Bisphosphonaten wurde ein signifikanter Anstieg der Knochendichte
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beobachtet (Orwoll et al. 2000, Ringe et al. 2001). Bisphosphonate
reduzieren den Knochenstoffwechsel, flihren hierdurch allerdings auch
haufig zu Nebenwirkungen wie zum Beispiel Kiefernekrosen (Brozoski et al.
2012).

2.3 Steroidhormone

Steroidhormone leiten sich vom Cholesterin ab und sind daher lipophil. Aus
diesem Grund koénnen sie die Zellmembran ohne Second Messenger
passieren und direkt in die Zelle gelangen, wo sie, gebunden an einen
Rezeptor, auf die DNA wirken kénnen. In der Blutbahn sind Steroidhormone
an Proteine gebunden. Ihre Biosynthese wird vom Hypothalamus-
Hypophysen-System durch positive und negative Ruckkopplung reguliert. In
der Leber werden sie durch Glukuronidierung oder Sulfatierung inaktiviert
und Uber die Niere und den Darm ausgeschieden (Cheng et al. 1998,
Pschyrembel 2007).

Das Androgen Dihydrotestosteron stellt eine umgewandelte, aktivere Form
des Testosterons dar. Testosteron wird bei Mdnnern und Frauen in der
Nebennierenrinde und den Gonaden synthetisiert. Das Gonadotropin
luteinisierendes Hormon (LH) des Hypophysenvorderlappens ist flr die
Stimulation der Testosteronsekretion verantwortlich, welche beim Mann zu
95% in den Leydig-Zwischenzellen der Hoden geschieht. Die Sekretion des
LH wiederum wird durch das gonadotropin releasing hormone (GnRH) aus
dem Hypothalamus und die negative Ruckkopplung des Testosterons
reguliert (Janssens und Vanderschueren 2000). In den Zielzellen wird
Testosteron zum GroBteil durch das Enzym 5a-Reduktase zu dem biologisch
aktiveren DHT umgewandelt. Beide Steroide aktivieren den Androgen-
rezeptor (AR), der ubiquitar im Organismus beider Geschlechter vorkommt.
Testosteron kann im Gegensatz zu DHT durch die Aromatase in Ostradiol
umgewandelt werden. Um in Tierversuchen die reine Testosteronwirkung
auf den Organismus untersuchen zu kénnen, kann DHT als Futterzusatz
verwendet werden. Androgene stimulieren die Entwicklung der Geschlechts-
organe und der akzessorischen Drisen beim Mann. Testosteron bzw. DHT
bewirkt die Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale und des

typischen ménnlichen Kérperbaus. Zusammen mit Ostrogenen regulieren
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sie das Skelettwachstum (Rassow et al. 2008). DHT stimuliert das Langen-
und Dickenwachstum des kortikalen Knochens und ist somit auch fir das
radiale Wachstum verantwortlich, was bis jetzt nur an Ratten festgestellt,
aber auch fur den Menschen vermutet wird. Bekannterweise induziert ein
Androgenmangel beim Mann, &hnlich dem Ostrogenmangel bei der Frau,
einen Spongiosaverlust (Vanderschueren et al. 2004).

Ostrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone aus der Klasse
der Steroidhormone. Sie werden hauptsachlich in den Follikeln und
Gelbkérpern der Ovarien und zu einem geringeren Teil in der
Nebennierenrinde produziert. Wahrend der Schwangerschaft findet die
Synthese der Ostrogene zuséatzlich in der Plazenta statt. Auch Manner
produzieren in den Testes kleine Mengen an Ostrogenen. AuBerdem wird ein
gewisser Teil des Testosterons in anderen Organen (Muskel, Fettgewebe
und Nerven) durch die Aromatase in Ostrogene umgewandelt. Bei der Frau
beeinflusst es die Bildung und Entwicklung der Geschlechtsorgane und
-merkmale. Zusammen mit Testosteron reguliert es bei beiden
Geschlechtern das Skelettwachstum. Die wichtigsten Ostrogene sind
Ostradiol, Ostratriol und Ostron. Alle entstehen durch die Aromatase-
Reaktion aus Androgenen (Rassow et al. 2008). In diesem Versuch wird
17beta-Ostradiol (E2) als Hormonsubstituent verwendet. Ostrogene
vermitteln ihre Wirkung tber die Ostrogenrezeptoren a (ERa) und B (ERB).
Fir den Knochenumbau bei Mannern spielt im Gegensatz zu Frauen
besonders der ERa eine Rolle (Sims et al. 2002). E2 wirkt physiologisch auf
den Knochen, indem es den Epiphysenschluss fordert (Perry et al. 2008)
und die Biosynthese von Osteoklasten aktivierender Interleukine hemmt
und hierdurch der osteoklastaren Knochenresorption entgegenwirkt. Eine
Verminderung des Ostrogenspiegels im Blut kann somit zu Osteoporose
fihren (Rassow et al. 2008).

2.4 Phytohormone

Chemisch betrachtet gehdéren Phytohormone zur Gruppe der Polyphenole
und sind den Isoflavonen, den Lignanen und den Coumestanen zuzuordnen.
Durch die dem Ostradiol dhnliche Struktur aller drei Stoffklassen kdnnen sie

mit den Ostrogenrezeptoren interagieren. Je nach der individuellen Menge
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zirkulierender endogener Ostrogene sowie Anzahl und Typ der Ostrogen-
rezeptoren koénnen sie 6strogene und antidéstrogene Wirkungen ausuben
(Wolters und Hahn 2004). Ihre d6strogene Wirkung ist allerdings um den
Faktor 100 bis 10000 geringer als die des Ostradiols selbst (Kulling und
Watzl 2003, Otto 2000). Wichtig ist an dieser Stelle, dass die Phytohormone
lokal unterschiedlich zu wirken scheinen. Aus diesem Grund werden sie
weiter erforscht, in der Hoffnung, dass sie die positiven Eigenschaften der
Ostrogene ausiiben, ohne kanzerogene Nebenwirkungen wie Brustkrebs zu
vermitteln (Shu et al. 2001, Wolters und Hahn 2004). Hauptnahrungsquelle
fur Isoflavone ist die Sojabohne, die zwischen 30 und 92 mg GEN und
20 bis 52 mg Daidzein pro 100 g Sojabohne aufweist (Kulling und Watzl
2003). Die geringere Erkrankungsinzidenz von beispielsweise Brust-, Darm-
und Prostatakrebs und Osteoporose in den asiatischen Landern auf Grund
der starkeren Ernahrung mit Sojaprodukten wird vielfach diskutiert
(Adlercreutz und Mazur 1997, Bingham et al. 1998). Gleichzeitig sind die
positiven und negativen Eigenschaften der Isoflavone noch umstritten
(Wuttke et al. 2003), wobei ihnen aber in zahlreichen Publikationen eine
knochenprotektive Wirkung zugeschrieben wird (Lee et al. 2004, Khalil et al.
2005, Seidlova-Wuttke et al. 2008, Sugiyama et al. 2006, Wuttke et al.
2003, 2007).

Fur Genistein konnte eine 6strogene Wirkung auf den menschlichen und
tierischen Organismus festgestellt werden (Sargeant et al.1993). In einigen
Studien wurde eine Beeinflussung des Knochenstoffwechsels durch GEN
gezeigt (Ishimi et al. 2002, Piekarz und Ward 2007, Sehmisch et al. 2010).
Bei postmenopausalen Frauen konnte nach zweijahriger GEN-Gabe eine
positive Auswirkung auf die Knochendichte und ein erhdhter Knochen-
stoffwechsel beobachtet werden (Marini et al. 2007). In weiteren Studien
konnte durch GEN-Zuflihrung bei ovx Ratten eine Reduzierung der Abnahme
von trabekuldrem und kompaktem Knochen und eine Zunahme der
Osteoblastenzahl hervorgerufen werden (Fanti et al. 1998, Pan et al. 2005).
Die knochenprotektive Wirkung von GEN manifestiert sich neben weiblichen
Ratten auch an mannlichen Nagern. Der Knochendichterlickgang von orx
Mausen konnte durch die Behandlung sowohl mit GEN als auch mit E2 in
erheblichem MaBe verhindert werden (Ishimi et al. 2002). Daneben werden

positive Effekte von GEN besonders im Zusammenhang mit korperlicher
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Bewegung beschrieben (Wu et al. 2003). Genistein hat eine 20-fach héhere
Bindungsaffinitat zu ERB als zu ERa (Kuiper et al. 1998). Verglichen mit
17B-Estradiol entspricht das einer Bindungsaffinitat von 4 % zum ERa und
87 % zu dem ERB.

Equol (EQ) ist das Endprodukt der Biotransformation des Isoflavons
Daidzein. Nicht jeder Mensch besitzt die nétigen intestinalen Bakterien flur
diese Metabolisierung (Jackson et al. 2011, Jin et al. 2008, Maruo et al.
2008, Setchell et al. 2002). Es wird angenommen, dass nur 30 bis 50 % der
Menschen die entsprechende Darmflora besitzen (Decroos et al. 2005,
Lampe 2009). Es gibt zwei Enantiomere von Equol: S-equol und R-equol.
S-equol hat, vergleichbar mit GEN, eine hohe Bindungsaffinitat, vor allem
zum ERB. Die Bindungsaffinitat von R-equol ist schwach und bevorzugt am
ERa zu finden (Muthyala et al. 2004). Die Bindungsaffinitat ist insgesamt
hoéher als die seines Vorlaufers Daidzein (Weaver und Legette 2010). In
diesem Versuch wurde das S-equol verwendet. In der Literatur sind die
vergleichbaren Studien bevorzugt mit Daidzein als Testsubstanz zu finden.
Ishimi (2010) beschreibt in seiner Arbeit die hemmende Wirkung von EQ
auf Knochenschwund und Fetteinlagerung bei weiblichen, osteoporotischen
Mausen (Ishimi 2010). Auch bei ovx Ratten wurde bereits die
knochenprotektive Wirkung von EQ beschrieben (Sehmisch et al. 2010).
Dementgegen stellte die Forschungsgruppe um Rachon (2007) keine
knochenschonenden Effekte von EQ bei der ovx Ratte fest (Rachon et al.
2007). Die Frakturheilung des osteoporotischen Knochens von zuvor ovx
Ratten konnte bei EQ-Gabe wie auch bei Ostrogengabe verbessert werden.
Die Nebenwirkungen von EQ schienen zudem geringer als bei Ostrogenen zu
sein (Kolios et al. 2009).
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3 Material und Methoden

Die dieser Arbeit zu Grunde liegenden Tierversuche waren Teil eines
umfangreichen Forschungsprojektes zur mannlichen Osteoporose, das durch
die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) geférdert wurde (3A398/10-
1). Der Versuch sollte Auskunft Uber die moégliche Beeinflussung des
Knochens durch die verabreichten Hormone und die GKV auf die defekte
Tibia geben. Als Untersuchungsgegenstand des Knochens und Knorpels
dienten die Kortikalisdicke, die Flache und die Kompaktheit der Spongiosa-
trabekel, die prozentuale Trabekelflache, die Dicke der Epiphysenfuge und
des Gelenkknorpels. Hierzu wurden die histologischen Praparate mit einem
Lichtmikroskop fotografiert. AnschlieBend wurden die Bilder mit einem

Imageanalyse-System vermessen und statistisch ausgewertet.

3.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Der Tierversuch wurde nach Genehmigung des Niedersachsischen
Landesamtes flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit Oldenburg
(LAVES; AZ: G 43.09) an 180 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten
durchgeflihrt (Zlchter der Tiere: Winkelmann, Borchen, Deutschland).
Unter Standardbedingungen bei einer Raumtemperatur von 23 ° Celsius,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 % und einem 12-Stunden-Tag-
Nacht-Zyklus (Beleuchtung des Stalles zwischen 6 und 18 Uhr) wurden
jeweils 4 Tiere in einem Makrolonkafig Typ IV der Fa. Techniplast
Deutschland GmbH aus HohenpeiBenberg gehalten.

Um eine Verwechslung der Ratten auszuschlieBen, bekam jedes Tier
subkutan in der Nackenregion einen Transponder (Transponder-UNO
MIKRO-ID-System, ISO-Transponder 12 mm  Uno-Roesvastaal BV,
Zevenaar, Holland) implantiert. Mit Hilfe eines tragbaren Lesegerates
(Gesreader II Ge S008: ISO kompatibler Taschenleser) konnte die
zweifelsfreie  Identifikation einer jeden Ratte mittels Zahlencode
sichergestellt werden. Bei Ankunft der Tiere waren diese 3 Monate alt.
Futter und frisches Trinkwasser standen den Tieren zur freien Verfuigung.
Bei Tierversuchen mit 6strogen- und dstrogendhnlichen Substanzen ist das

Futtern der Tiere in der Eingewdhnungsphase (4 Wochen) mit sojafreiem
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Futter (V 1354-000, ssniff R-Z, 10mm, phytodstrogenarm, Maus/Ratte, Fa.
Ssniff Spezialdiagten GmbH, Soest) als Standardverfahren angesehen
(Seidlova-Wuttke et al. 2008).

3.2 Versuchsablauf

Die 180 Versuchstiere kamen im Alter von 3 Monaten ins Gottinger
Klinikum. Die Tiere wurden in 3 Serien mit jeweils 5 bzw. 6 Futtergruppen
eingeteilt (Tab. 2). Wahrend ihrer Eingewdhnungsphase von 4 Wochen
(Abb. 2) bekamen die Ratten soja- und testsubstanzenfreies Pelletfutter. Im
Anschluss wurden die Ratten orchiektomiert, um eine Androgenmangel-
induzierte Osteoporose einzuleiten. Ab diesem Zeitpunkt wurden, mit

Ausnahme einer Kontrollgruppe (KG) von 8 Ratten, alle Tiere 5 Tage in der

Tab. 2: Ubersicht der 3 Serien, die nach 2, 3 und 8 Wochen untersucht wurden. Jede Serie
umfasst eine SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe. Das X markiert die durchgefihrte
Orchiektomie, Trepanation bzw. Vibration.

Gruppe DHT E2 (]3]

Serie I: Untersuchung nach 2 Wochen
Anzahl der Tiere
Orchiektomie
Trepanation
1. Vibration
2. Vibration

Anzahl der Tiere
Orchiektomie
Trepanation

1. Vibration

2. Vibration

Anzahl der Tiere
Orchiektomie

Trepanation
1. Vibration
2. Vibration 50 % 50 % 50 %

Woche einer 15-minttigen, ersten GKV uber einen Zeitraum von 4 Wochen
ausgesetzt. AnschlieBend sind, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, die Tibiae
jeder Ratte trepaniert worden. Zum gleichen Zeitpunkt (ty) wurde das Futter
durch einen Zusatzstoff (DHT, E2, GEN oder EQ) erganzt. Eine Gruppe (SF)
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ist weiterhin mit sojafreien Pellets versorgt worden. Die jeweiligen
Konzentrationen der Zusatzstoffe sind in Tab. 3 aufgefihrt. Diese
Futtermischungen, die auf dem Haltungsfutter ,R-Z" basieren, wurden von
der Fa. Ssniff Spezialdiaten GmbH bezogen. Die Konzentrationen der
Futterzusatze wurden nach evidenzbasierten Erkenntnissen ausgewahlt
(Rachon et al. 2007, Mathey et al. 2007, Sehmisch et al. 2008, Sehmisch et
al. 2010). Fur die spatere, mikroskopische Fluoreszenz-Auswertung durch

Orx t,
1. Serie
2. Serie
. 3. Serie
Calcein Alizarin
| | | | ] |
| | | | 1
2 3 8 Wochen
Gewdhnungsphase Vibration Vibration
(4 Wochen) (4 Wochen)

Abb. 2: Skizzierter Versuchsablauf. Am Zeitpunkt 0 (tg) ist die Trepanation durchgefiihrt
worden und die Futterzusatze wurden beigemischt. Vom Zeitpunkt 0 aus werden die Wochen
bis zu den drei Serien gezahlt. Bis auf die Tiere der Kontrollgruppe wurden alle Ratten in der
1. Vibrationsphase vibriert. Der 2. Vibration wurden nur die Halfte der Ratten der 3. Serie
ausgesetzt.

Frau S. Thole wurde den Versuchstieren Calcein und Alizarin subkutan
injiziert. Zwischen der 4. und 8. Woche nach Futterumtausch ist die Halfte
der Ratten der 3. Serie einer zweiten, vierwdchigen GKV unterzogen
worden. Zur Probenentnahme erfolgte die Opferung der Tiere in drei Serien

2, 3 und 8 Wochen nach Futterumtausch.

3.3 Orchiektomie

Eine Androgenmangel-induzierte Osteoporose konnte durch die Orx
hervorgerufen werden. Diese fand in Inhalationsnarkose mit Isofluran statt.
Die Skrotalhaut der Tiere wurde desinfiziert (Braunol®, Wirkstoff: Providon-

Iod, B. Braun AG, Melsungen) und direkt Uber den Testes medial inzidiert.
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Das darunter liegende viszerale Peritoneum konnte durchtrennt werden.
Nachfolgend wurde der Hoden freiprapariert, der Ductus Epididymidis und
die zugehdrigen GefaBe ligiert, um nach ihrer Unterbindung abgetrennt zu
werden. Das gleiche Vorgehen wurde auf der kontralateralen Seite
wiederholt. Die erdéffneten Strukturen konnten nach Blutstillung mit sterilem
Nahtmaterial (Vicryl™ 3-0, resorbierbares Nahtmaterial, Ethicon GmbH,
Norderstedt) verschlossen werden. Zur postoperativen Schmerzstillung und
Entziindungshemmung wurde den Tieren 0,1 mg Metacam® (Wirkstoff:
Meloxicam, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim/Rhein)
appliziert. Wahrend der Aufwachphase standen die Ratten unter

Beobachtung.

3.4 Trepanation

Auf die Orx erfolgte nach 4 Wochen die Trepanation beider Tibiae jeder
Ratte. Diese Behandlung wurde in Vollnarkose mit Isofluran vorgenommen.
Zur Analgesie erhielten die Tiere zusatzlich 0,1 ml Metacam (Fa.
Boehringer) pro 500 g Koérpergewicht subkutan verabreicht. Wahrend der
Trepanationsvorbereitung wurde den Tieren zur Infektionsprophylaxe 0,1 ml
Hostamox® (Wirkstoff: Amoxicillin-Trihydrat, Fa. Intervet Deutschland
GmbH, UnterschleiBheim) pro kg Kérpergewicht intramuskular appliziert.

Zur Ubersicht wurde im Bereich der hinteren Extremitdten das Fell mit
einem Elektrorasierer (Arco, Fa. Moser GmbH, Unterkirnach) entfernt.
AnschlieBend konnte unterhalb des Kniegelenks mit Hilfe eines 15er
Skalpells auf der Vorderseite der Tibia eine 8 bis 10 mm lange Haut- und
Periostinzision angelegt werden. Um ein Trepanationsloch (g=1,5 mm) mit
einem Knochenbohrer in der metaphysaren Kortikalis anlegen zu kénnen,
wurde das Periost mit einem Raspatorium nach Partsch abprapariert. Das
Bohrloch wurde danach so angelegt, dass nur eine Kortikalis penetriert und
die Spongiosa madglichst geschont wurde. Das Vorgehen erfolgte unter
standiger Spllung und Kihlung mit isotoner Kochsalzésung. AbschlieBend
wurde die Hautwunde einschichtig mit einem 4-0 monophilen
Kunststofffaden (Ethilon II™ 4-0, Fa. ETHICON GmbH, Norderstedt)

verschlossen und nochmals mit Braunol® desinfiziert. Zur postoperativen
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Schmerzprophylaxe bekamen die Tiere in den ersten zwei Tagen nach der

Operation subkutan 0,2 ml Metacam®.

3.5 Vibrationstherapie

Die Vibrationstherapie erfolgte wahrend des Versuches zweimal Uber einen
Zeitraum von vier Wochen. Der ersten GKV wurden alle Tiere, mit
Ausnahme der Kontrollgruppe, ausgesetzt. Die zweite GKV wurde nur bei
50 % der Versuchstiere der 3. Serie durchgefihrt (Tab. 2). Die Vibration
fand an 5 Tagen in der Woche flr jeweils 15 Min. etwa zur gleichen Zeit
statt, dabei wurde die Reihenfolge der Versuchstiere mehrfach gewechselt.
Die Frequenz wurde flir 5 Min. bei 25 Hz und anschlieBend fiir 10 Min. bei
30 Hz festgelegt. Um die Vibration maoglichst direkt auf die Tiere Ubertragen
zu koénnen, wurde der Kafig auf der Rittelplatte des Ganzkdérper-
Vibrationsgerates ,SwingVibe" mit Spanngurten befestigt. Die Vibration lief
unter dem Modus ,Monoswing" ab. Die Schwingungen verlaufen in diesem

Modus in der vertikalen Ebene mit einer Amplitude von 4 Millimetern.

3.6 Herstellung der histologischen Goldner-Préparate der Tibia

Die Tiere wurden 2, 3 und 8 Wochen nach der Trepanation in drei Serien
unter CO,-Narkose dekapitiert. Um Messfehler durch Schwankungen der
zirkadianen Rhythmik der Tiere zu vermeiden, fanden die Obduktionen
immer zum gleichen Tageszeitpunkt statt. AnschlieBend wurde den Ratten
die fir diesen Versuch bendétigte rechte Tibia als Probe entnommen.

Die Aufbereitung des Gewebes fir die lichtmikroskopische Auswertung
erfolgte in 4 Schritten: Fixieren, Einbetten, Schneiden und Farben. Zur
Fixierung wurde das Gewebe fur etwa eine Woche in 4%iger, neutraler und
gepufferter Formalinlésung (0,1 M Phosphat- oder 0,02 M Phosphatpuffer)
fixiert. Einmal taglich wurde im Exsikkator ein Vakuum erzeugt. Zur
anschlieBenden Dehydratation wurde das Formalin ca. 30 Min. unter
flieBendem Wasser ausgewaschen, um das Gewebe anschlieBend bei
Raumtemperatur durch eine prozentual aufsteigende Alkoholreihe (70 bis
100 %) zu dehydrieren. Eine Entfettung der Gewebeproben konnte durch

die Behandlung mit Xylol erreicht werden.
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Die Einbettform wurde zu 3 mit einem Kunststoff-Kitt (Technovit 9100®,
Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) geflullt und das Prdparat in dieser
eingelegt und ausgerichtet. Unter Iuftdichtem Verschluss wurden die
Formen zur Polymerisation bei -8 °C in den Tiefklhlschrank gestellt. Nach
2 bis 3 Tagen waren die Blocke ausgehartet und wurden nach Entnahme
aus den Formen fir einige Stunden im Kihlschrank platziert.

Die 5 ym dicken Langsschnitte wurden mittels Rotationstischmikrotoms
(Leica RM 2165, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) hergestellt. Als
Schneidflissigkeit diente 40%iges Ethanol. Die Schnittpraparate wurden mit
Hilfe von Streckflissigkeit (96%iges Ethanol) auf Objekttrager aufgebracht
und mit PVC-Folie (Kieselfolie) abgedeckt. Zum Trocknen wurden die
Objekttrager gestapelt und in einer Schnittpresse unter Druck bei +50 °C
getrocknet.

Zur Farbung wurde die Trichrom-Farbung nach Goldner angewendet. Die
kollagenhaltige Knochensubstanz hebt sich in dieser Farbung gut ab. Fir
das Farben mussten zundchst die in Technovit eingebetteten Schnitte
entplastet werden, indem sie mehrere FlUssigkeiten durchliefen. Zuerst
wurden sie fir 1 h in Xylol, dann zweimal flir 15 Min. in 2-Methoxyethyl-
acetat, danach zweimal fur 5 Min. in Aceton und zuletzt zweimal fir 2 Min.
in destilliertem Wasser gelagert. Das eigentliche Farben erfolgte durch
Einstellen der Objekttrager in die mit verschiedenen Chemikalien geflllten
GefaBBe (Tab. A-1).

AbschlieBend wurde unter Verwendung eines Tropfens Eukitt das Praparat

auf dem Objekttrager eingedeckt.

3.7 Herstellung der Bilder und ihre Auswertung

Von jeder Ratte wurden zwei histologische Praparate in Goldner-Farbung
angefertigt. Die Praparate stellen Langsschnitte etwa der Halfte der Tibia,
des gesamten Kniegelenks und kleiner Anteile des Femurs dar
(Ubersichtsfoto Abb. 3). Zur Erstellung digitaler Fotos wurde ein Mikroskop
(Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) sowie eine Kamera
(Axio Cam MRc5, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) der Fa. Zeiss

verwendet. Als Software diente Axio Version Vernon 4.8 (Fa. Zeiss, Carl
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Zeiss Microlmaging GmbH, Jena). Von jedem Praparat wurden 6 Bilder
angefertigt (Abb. 3).
Das mittige Ubersichtsfoto in Abb. 3 (1,25-fache VergréBerung) dient zur

Orientierung. Fur die spateren Auswertungen der Epiphysenfugenbreite und

Abb. 3: Ubersicht der zu vermessenden Bildausschnitte der proximalen Tibia. In der Mitte ist
eine Ubersichtsaufnahme zu sehen. Die Bilder A und B werden zur Auswertung der
Epiphysenfuge und der Knorpeldicke verwendet. Die Bilder C und D bilden die Grundlage der
Messung der Kortikalisdicke. Das Bild E dient zur Auswertung der Spongiosa.

der Gelenkknorpeldicke der Tibia wurden zwei Fotos (A und B in Abb. 3) mit
2,5-facher VergréBerung aufgenommen. Die Beispielbilder A und B (Abb. 3)
sind so ausgewahlt worden, dass die Epiphysenfuge mdglichst vollstandig
und ohne Uberschneidungen abgebildet wurde. Um die Kortikalisdicke
auszuwerten, wurden ebenfalls zwei Bilder in 2,5-facher VergréBerung
angefertigt (C und D in Abb. 3). Dabei wurden beide Kortikalisseiten
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abgebildet. Zur Spongiosaauswertung wurde das Foto E (Abb. 3) so
ausgewahlt, dass bei 5-facher VergréBerung nur Spongiosa, aber keine
Kortikalis abgebildet wurde. Es wurde darauf geachtet, dass ein Abstand
von 500 um zur Epiphysenfuge nicht unterschritten wurde. So konnte
vermieden werden, dass die zur Wachstumsfuge hin angrenzende, erhdhte
Spongiosadichte vom Bild erfasst wurde. Die Auswertung der Bilder erfolgte
mit Hilfe des Computerprogramms SigmaScan Pro (Sigma Scan Pro 5.0,
SPSS Inc., Chicago).
Die Dicke der Epiphysenfuge ist durchgehend in Abstanden von ca. 250 ym
gemessen worden. Die Messungen schlossen alle vier Zonen der
Epiphysenfuge (Reservezone, Proliferationszone, Hypertrophe Zone,
Er6ffnungszone) mit ein. Die Dicke des tibialen Gelenkknorpels wurde
analog zur Epiphysenfuge gemessen.
Fir die Erfassung der Kortikalisdicke wurden pro Kortikalisseite
7 Messungen vorgenommen. Diese liegen in der Diaphyse, knapp distal der
proximalen Metaphyse. Die mittlere Messung wurde in einem Abstand von
3750 um zur Epiphysenfuge gewahlt. Die sechs weiteren Messungen
erfolgten beidseitig der ersten Messung und in jeweils 50 um-Abstanden
zueinander.
FlUr die Spongiosaberechnung mussten zuerst die einzelnen Trabekelanteile
manuell im Programm umzeichnet und anschlieBend mit einer Farbe geflllt
werden (Bild E in Abb. 3). Mit Hilfe des Programms war es madglich, die
Flache (area) und die Kompaktheit (compactness) der einzelnen
Trabekelanschnitte automatisch zu messen. So lieB sich die Form der
Trabekel charakterisieren.
Die Kompaktheit (K) ist eine dimensionslose Zahl und definiert als Quadrat
des Umfangs (U) eines Objektes, dividiert durch dessen Flache (A). Die
Formel dazu lautet: K=U2/A. Je weniger Verzweigungen ein Trabekel bei
gleicher Flache hat, desto kleiner ist seine Kompaktheit. Der kleinstmdgliche
Fall ware somit ein Trabekel in Kreisform. Der Umfang eines Kreises ist
definiert als 2ar und seine Flache als nr2. Daraus ergibt sich:

K= U_2 _ (2mr)? _ 4m?r? — 4= 1257

A r? r?
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Zusatzlich wurde der prozentuale Anteil der Summe der Trabekelflachen
zum Gesamtbild (5,79 mm2 bei 5-facher VergroBerung) rechnerisch

ermittelt.

3.8 Statistische Methodik

Die zahlreichen Messwerte wurden mit Hilfe des Computerprogrammes
Excel (Microsoft Office 2010) katalogisiert. Unter Verwendung der
Computersoftware SigmaSTAT und SigmaPLOT (SPSS Inc., Chicago) konnte
die statistische Auswertung und deren Visualisierung durchgeftihrt werden.
Normalverteilungen wurden als Mittelwerte (Mean) £+ Standardabweichung
(SD) bzw. Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Die Signifikanztestung
wurde hierbei mit der Varianzanalyse und dem Holm-Sidak-Test
durchgefihrt. Die nicht normalverteilten Messwerte wurden als Medianwert
mit 25 % und 75 % Perzentilen dargestellt. Diese nicht parametrischen
Daten wurden mit der ANOVA der Range und dem Test nach Kruskal-Wallis
bzw. nach Dunn zum Gruppenvergleich ausgewertet. Die Signifikanz wurde
in beiden Fallen auf a<0,05 festgelegt. Die Abbildungen und Tabellen zeigen
die Mittelwerte und Standardfehler oder die Medianwerte und die 25 % und
75 % Perzentile.
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4 Ergebnisse

Nicht alle Tiere erreichten den Endpunkt des Versuches, sodass in einigen
Gruppen ein bis zwei Versuchstiere nicht mit in die Auswertung eingehen
konnten (Tab. 2).

Die folgende Abbildung (Abb. 4A) zeigt ein histologisches Praparat vom

Kniegelenk mit Teilen des Femurkopfes und der Tibia, wie es typischerweise

Gelenkknorpel

Epiphysenfuge

4§~ Spongiosatrabekel 1

Kortikalis

Abb. 4: Ausschnitt der histologischen Praparate einer Tibia der Ratte 18 (A) nach 2 Wochen
aus der GEN-Gruppe (1,25-fache VergroBerung) und der Ratte 151 (B) nach 8 Wochen der
EQ-Gruppe (2,5-fach vergroBert) in der Farbung nach Goldner. Innerhalb des Kreises ist das
Trepanationsloch in der Kortikalis im Abstand von 3750 pym von der Epiphysenfuge zu
erkennen.

der Auswertung der morphologischen Befunde zu Grunde lag. In der
Abb. 4B ist die Trepanationsbohrung in der Kortikalis dargestellt. Es wird
deutlich, dass die Bohrung nur die Kortikalis und nicht die Spongiosa
betrifft.

Tab. 3: Durchschnittliche Futteraufnahme (E2, DHT, GEN und EQ) der Versuchstiere in
g/Tag; zusatzlich sind sowohl der Futterzusatz in mg/kg als auch die tatsachliche
Futterzusatzaufnahme in mg/Tag angegeben.

Zusdtze Durchschnittliche Futterzusatz Tatsachliche
Futteraufnahme in mg/kg Futterzusatzaufnahme

in g/Tag in mg/Tag
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Die durchschnittlich aufgenommene Futter- und Substanzmenge der Tiere

wahrend des Versuches gibt Tab. 3 wieder.

4.1 Hormonwirkung auf die Morphologie der Kortikalis

Zur Untersuchung der Hormonwirkung auf die Kortikalis wurde diese im
Langsschnitt der Tibia beidseits angeschnitten und vermessen. Die
Ergebnisse sind graphisch in Abb. 5 aufgefiihrt. Zwei Wochen nach der
Futterumstellung hat die Kortikalis in allen Versuchsgruppen (SF, DHT, E2,

A Mittelwerte und Standardfehler der Kortikalisdicke
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Abb. 5: Mittelwerte und Standardfehler der Kortikalisdicke (A) der Versuchsgruppen (SF-,
DHT-, E2-, GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-wéchiger Substanzapplikation. Die
zusatzlich vibrierten Tiere der 3. Serie sind mit Vib. gekennzeichnet (# p<0,05 vs. KG, *
p<0,05 vs. SF des betreffenden Zeitfensters, 63<n<161, ANOVA und multipler Vergleich
nach Holm-Sidak). Rechts sind in 2,5-facher VergréBerung 2 Bilder dargestellt, wie sie der
Kortikalisauswertung zu Grunde lagen. Die Bilder zeigen histologische Prdaparate aus der
zusatzlich vibrierten (B) und der nicht zusatzlich vibrierten (C) SF-Gruppe nach 8 Wochen.
Die Pfeile zeigen die Kortikalis.

GEN und EQ) signifikant an Dicke gegenluber der Kontrollgruppe
zugenommen (Tab. 4). Gleichzeitig weisen die Ratten mit SF-Futter eine
signifikant dickere Kortikalis im Vergleich zu den Tieren mit hormonellen
Zusatzen auf. Im zeitlichen Verlauf fallt eine kontinuierliche Abnahme der

Kortikalisdicke von der 2. bis zur 8. Woche auf. Allerdings unterscheiden



Ergebnisse 23

sich die zusatzlich vibrierten von den nicht zusatzlich vibrierten Tieren der
SF-Gruppe nach 8 Woche durch eine starke Zunahme der Kortikalisdicke.

Im Vergleich zur 2. Woche zeigt sich nach 3 Wochen fiur die Futtergruppen
mit Ausnahme der DHT-Gruppe eine Abnahme der Kortikalisdicke. Die DHT-

Gruppe weist dagegen mit 635,4 um die starkste Kortikalis zu diesem

Tab. 4: Mittlere Kortikalisdicke in % vom Basiswert der Kontrollgruppe (552,2 £ 9,6 um
=100%). Die dazugehdrigen absoluten Werte sind in Tabelle A-2 und die Signifikanzen in
Abbildung 5 zu finden.

Zeit SF DHT E2 GEN EQ
2 Wochen 129,77 112,56 113,46 118,53 114,61
3 Wochen 109,67 115,07 97,64 101,58 101,81
8 Wocheb 107,05 95,30 97,35 107,99 101,45
8 Wochen Vib. 128,36 95,80 95,81 135,14 109,48

Zeitpunkt auf. Diese ist signifikant dicker als die der Kontrollgruppe und der
SF-Futtergruppe. Der kleinste Wert der Kortikalisdicke ist flr die Tiere mit
E2-Futter ermittelt worden. Dieser ist signifikant schmaler als der der
Kontrollgruppe. Die Kortikali der E2-, GEN- und EQ-Gruppe sind nach
3 Wochen signifikant dinner als die der SF-Gruppe.

Die Tiere der 3. Serie sind nach 8 Wochen geopfert worden. Dabei ist die
Halfte der Ratten einer zusatzlichen Vibration unterzogen worden, sodass
die Auswirkungen auf die Kortikalis mit und ohne zusatzlicher Vibration
unterschieden werden mdussen. Fur die nicht zusatzlich vibrierten Ratten
fallen die Messwerte der Kortikalisdicken fir die Futtergruppen mit
Ausnahme der GEN-Gruppe zwischen der 3. und 8. Woche ab. Nur die
Ratten mit GEN-Futter haben an Kortikalisdicke zugelegt und weisen mit
35,4 um die dickste Kortikalis der 8. Woche unter den nicht zusatzlich
vibrierten Ratten auf. Nach 8 Wochen sind die Kortikalisdicken der mit DHT,
E2 und EQ substituierten Ratten schmaler als die Kortikalis der SF-Gruppe,
wobei die Ergebnisse flr die mit E2 und DHT versorgten Tiere gleichzeitig
signifikant kleiner gegenltber der SF-Gruppe sind. Dies gilt sowohl flr die
zusatzlich vibrierten als auch fur die nicht zusatzlich vibrierten Gruppen.

Die zusatzlich vibrierten Ratten der SF-, GEN- und EQ-Gruppe weisen
gegeniber der Kontrollgruppe und den nicht vibrierten Tiere der gleichen
Gruppe eine dickere Kortikalis auf. Gleichzeitig ist die Kortikalis dieser

zusatzlich vibrierten Tiere nach 8 Wochen dicker als die Kortikalis der
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jeweils gleichen Futtergruppe nach 3 Wochen. Die GEN-Gruppe erreicht mit
746,3 uym den hoéchsten Wert im gesamten zeitlichen Verlauf. Dagegen ist
fir die Mittelwerte der mit DHT und E2 substituierten Tiere keine auffallige
Veranderung zwischen den vibrierten und nicht zusatzlich vibrierten Ratten
zu erkennen.

Im zeitlichen Verlauf nimmt die Kortikalisdicke der Gruppen von der 2. bis
zur 3. Woche nach Futterumtausch ab. Die Ausnahme bildet die DHT-
Futtergruppe, die in diesem Zeitraum an Kortikalisdicke zulegt. Dagegen
zeigt sich eine Abnahme der Kortikalisdicke zwischen der 3. und 8. Woche
sowohl fur die vibrierten als auch fur die nicht zusatzlich vibrierten

Versuchstiere der DHT-Gruppe.

4.2 Effekte auf die Spongiosa

Fir die Spongiosa konnte neben der Kompaktheit die Trabekelflache
ermittelt werden (Abb. 6). Die ersten Werte wurden nach 2 Wochen

erhoben. Die Trabekelflache der Kontrollgruppe hat zu diesem Zeitpunkt

Tab. 5: Relative GroBe der Trabekelflache (in %) . Basiswert (100%) stellt der Medianwert
der Kontrollgruppe dar (=6554,41 um?2). Die dazugehérigen absoluten Werte sind in Tabelle
A-2 und die Signifikanzen in Abbildung 6 zu finden.

Gruppe 2 Wochen 3 Wochen 8 Wochen 8 Wochen Vib.
SF 125,36 76,36 96,77 88,72
DHT 111,70 109,35 156,65 157,11
E2 80,06 83,52 142,58 121,78
GEN 107,02 113,47 141,17 100,23
EQ 121,28 97,34 115,68 155,15

einen Mittelwert von 6554 um2 (100 %, Tab. 5). Im Vergleich dazu zeigen
die Ratten mit SF-Futter eine Trabekelflache von 125,36 % (Tab. 5) auf.
Dies entspricht der groBten Flache in der Spongiosa, die flr alle
Futtergruppen nach 2 Wochen gemessen werden konnte. Im weiteren
Versuchszeitraum sinken die Trabekelflachen der Tiere mit SF-Futter,
sodass die Werte sowohl nach 3 als auch nach 8 Wochen immer die
kleinsten Trabekelflachen im Vergleich zu den Ubrigen Futtergruppen
darstellen. Dies steht insbesondere im Gegensatz zu den Tieren, die einen
Zusatz an Sexualhormonen erhielten. Sowohl fir die DHT- als auch die E2-

Gruppe kann bis zur 8. Woche eine Zunahme der Trabekelflache verzeichnet
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werden. Mit und ohne zusatzliche Vibration haben die Tiere mit
DHT-Zusatz nach 8 Wochen die gréBten Trabekelflachen (10285 um?2) des
gesamten Versuches. Die Werte der 3. Woche sowie der 8. Woche mit und
ohne zusatzlicher Vibration sind signifikant gréBer gegenlber der SF-
Gruppe. Dagegen haben die Tiere der E2-Gruppe mit 5247 uym?2 die
geringste Trabekelflaiche nach 2 Wochen. Diese ist signifikant kleiner

gegenlUber der SF-Gruppe. Bis zur 8. Woche kann eine Zunahme der
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Abb. 6: Medianwerte und 25 % und 75 % Perzentilen der Trabekelflaiche (A) der
Versuchsgruppen (SF-, DHT-, E2-, GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-wdéchiger Substanz-
applikation. Die zusatzlich vibrierten Tiere der 3. Serie sind mit Vib. gekennzeichnet (#
p<0,05 vs. KG, * p<0,05 vs. SF des betreffenden Zeitfensters, 98<n<435, ANOVA der
Range und Dunn-Test gegen KG bzw. SF). B zeigt ein zur Auswertung der Trabekel in 5-
facher VergréBerung aufgenommenes Bild. C ist das mit einem griinen Overlay versehene
Bild B.

Trabekelflachen sowohl fur die E2-Tiere mit als auch ohne zusatzliche
Vibration festgehalten werden, wobei die Flachen ohne zusatzliche Vibration
groBer ausfallen und signifikant gréoBer gegenliber der SF-Gruppe und der
Kontrollgruppe sind. Auch die Ratten mit GEN-Zusatz zeigen unter Vibration
in der 8. Woche eine kleinere Trabekelflache als die Tiere der gleichen
Woche ohne zusatzliche Vibration. Mit 9253 um?2 ist die Trabekelflache der
nicht zusatzlich vibrierten Ratten der 8. Woche ebenfalls signifikant gréBer

gegenlber den Messwerten der Tiere mit SF-Futter und denen der
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Kontrollgruppe. Erwahnenswert ist die kontinuierliche Zunahme der
Trabekelflache der mit GEN versorgten Tiere von der 2. bis zur 8. Woche
ohne zusatzliche Vibration. Nach einer Reduzierung der Trabekelflache in
der 3. Woche zeigen die Ratten mit EQ-Futter eine Zunahme der Flache
insbesondere unter der zusatzlichen Vibration der 8. Woche. Mit 10169 um?2
ist dieser Wert sowohl signifikant gréBer gegenuber den Tieren der SF-
Gruppe als auch gegenuber denen der Kontrollgruppe. Zusatzlich liegt diese
Trabekelflache nur 129 pm2 unterhalb des Wertes, der in der gleichen
Woche flir die Tiere mit DHT-Zusatz erhoben werden konnte und gleichzeitig
den gréBten Wert dieser Versuchsreihe darstellt.

Grundsatzlich ist eine Zunahme der medianen Trabekelfldche bei den Ratten
aller Gruppen von der 3. zur 8. Woche unabhangig von der zusatzlichen
Vibration auffallig. Eine Ausnahme bildet die Therapiegruppe mit GEN-
Zusatz, denn die Ratten der 8. Woche mit zusatzlicher Vibration zeigen eine
deutliche Reduzierung der Trabekelfldche gegenliber den lbrigen Wochen.
Zwischen der 2. und 3. Woche ist eine solche GleichmaBigkeit nicht zu
erkennen.

In der Abbildung 7 ist die prozentuale Trabekelflache in Relation zur
Flache des Bildausschnittes dargestellt. Bei der Kontrollgruppe sind nach
2 Wochen durchschnittlich 10,5 % des Markraumes mit Trabekeln gefllt.
Dagegen haben die Ratten der SF-Gruppe nach 2 Wochen eine prozentuale
Trabekelflache von 11,86 %. Im weiteren Versuchszeitraum nimmt der
Trabekelanteil in dieser Gruppe kontinuierlich bis zur 8. Woche ab.
Verglichen mit den Ubrigen Therapiegruppen zeigen die Ratten der SF-
Gruppe die kleinste, prozentuale Flache der Trabekel in der 8. Woche
sowohl mit als auch ohne zusatzliche Vibration. In den beiden Gruppen mit
Sexualhormon-Zusatz nimmt der Trabekelanteil von der 2. zur 3. Woche zu.
Im Gegensatz zu den mit DHT-Zusatz erndhrten Ratten vergréBert sich in
der E2-Gruppe der Trabekelanteil ebenfalls von der 3. zur 8. Woche. Nach
8 Wochen ohne zusatzliche Vibration weisen diese Tiere mit 15,34 % die
groBte prozentuale Trabekelflache auf, wobei in der 2. Woche noch die
geringste prozentuale Trabekelflache (9,5 %) erfasst wurde.

FlUr die Ratten mit Phytohormon-Zusatz zeichnet sich ein anderes Bild ab.
Der Trabekelanteil der mit GEN substituierten Versuchstiere fallt von der

2.zur 3. Woche ab, sodass dieser nach 3 Wochen den geringsten
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Wert (8,73 %) darstellt. Zur 8. Woche hin nimmt der Trabekelanteil in
dieser Gruppe sowohl flr die zusatzlich als auch die nicht zusatzlich
vibrierten Ratten wieder zu. Die Versuchstiere aus der EQ-Gruppe haben

nach 2 Wochen die gréBte, prozentuale Trabekelflaiche der gesamten

Relation gesamte Trabekelflache zur Messflache
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Abb. 7: Diese Graphik beschreibt die mittlere prozentuale Relation der gesamten
Trabekelflache zur Messflache eines Bildausschnittes der Versuchsgruppen (SF-, DHT-, E2-,
GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-wdchiger Substanzapplikation. Die zusatzlich vibrierten
Tiere der 3. Serie sind mit Vib. gekennzeichnet Die gesamte Trabekelflache setzt sich dabei
aus der Summe der einzelnen Trabekelflachen zusammen. Die Messflache bezieht sich auf
das gesamte Bild (99<n<405).

Versuchsreihe (17,73 %). In dieser Gruppe kann bis zur 8. Woche bei den
nicht zusatzlich vibrierten Tieren eine Reduzierung der prozentualen
Trabekelflache verzeichnet werden. Auffadllig ist insbesondere ein starker
Abfall der Trabekelflaiche von der 2. zur 3. Woche (-6 %). Nach der
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8. Woche haben alle zusatzlich vibrierten Tiere der Therapiegruppen mit
Ausnahme der EQ-Gruppe (15,89 %) einen geringeren Trabekelanteil als
die nicht zusatzlich vibrierten Tiere.

Die Kompaktheit (Abb. 8) ist ein dimensionsloses nummerisches MaB flr
die Form eines Objektes und wird hier als ein MaB fur die Verzweigung der
Trabekel verwendet. Je verzweigter ein Objekt ist, desto gréBer wird der
Wert. Die Tiere der Kontrollgruppe haben nach 2 Wochen eine mediane
Kompaktheit von 22,3. Flr die Ratten mit SF-Futter konnte die grdfBte
Kompaktheit im Vergleich zu den Ubrigen Futtergruppen in der 2. und
3. Woche ermittelt werden. Diese fallt nach 3 Wochen (24) sogar noch

groBer aus als nach 2 Wochen (23,1). Dagegen haben sowohl die einmal als
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Abb. 8: Medianwerte und 25% und 75% Perzentilen der Kompaktheit (A) der
Versuchsgruppen (SF-, DHT-, E2-, GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-wdchiger
Substanzapplikation. Die zusatzlich vibrierten Tiere der 3. Serie sind mit Vib.
gekennzeichnet (# p<0,05 vs. KG, * p<0,05 vs. SF des betreffenden Zeitfensters,
98<n<435, ANOVA der Range und Dunn-Test gegen KG bzw. SF). B zeigt einen Trabekel
mit groBer Kompaktheit. C stellt einen Trabekel mit kleiner Kompaktheit dar.

auch die zweimal vibrierten Ratten der SF-Gruppe nach der 8. Woche die
kleinste Kompaktheit, verglichen mit den Ratten der Ubrigen Futtergruppen.
Signifikant kleiner gegenlber der Kontrollgruppe ist nur die Kompaktheit
(18,7) der mit SF-Futter gefltterten und nur einmal vibrierten Tiere der

8. Woche. Im Gegensatz dazu nimmt die Kompaktheit der Tiere mit DHT-,
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E2- und GEN-Zusatz kontinuierlich von der 2. bis zur 8. Woche (1x vibr.)
zu. Die Werte der Kompaktheit (23,6; 24,4; 24,6) dieser drei Futtergruppen
fir die 8. Woche ohne zusatzliche Vibration sind signifikant gréBer
gegeniuber der Kompaktheit der SF-Gruppe (18,7). Mit 24,6 zeigt die GEN-
Gruppe die groBte Kompaktheit verglichen mit den nicht zusatzlich
vibrierten Ratten nach 8 Wochen. Unterschiedliche Reaktionen werden
allerdings durch die zusatzliche Vibration hervorgerufen. Wahrend sich die
Kompaktheit nach 8 Wochen mit zusatzlicher Vibration unter DHT- und
GEN-Gabe (20,8; 21,7) verkleinert, kann in der E2-Gruppe eine Zunahme
verzeichnet werden. Diese Kompaktheit (24,7) ist signifikant groBer
gegeniber der SF-Gruppe und hat den hdchsten Wert, der unter der
zusatzlichen Vibration ermittelt wurde. Die durchschnittlich gréBten
Kompaktheiten des Versuches werden in der E2-Gruppe ersichtlich. Die mit
EQ versorgten Ratten weisen nach 2 und 3 Wochen die kleinste
Kompaktheit im Vergleich zu den Ubrigen Therapiegruppen auf. Eine
Zunahme der Kompaktheit kann in dieser Gruppe unter der zusatzlichen
Vibration der 8. Woche (23,4) verzeichnet werden. Diese ist signifikant
groBer gegenluber der SF-Gruppe. Die Kompaktheit der nicht zusatzlich
vibrierten Tiere der 8. Woche zeigt dagegen eine Abnahme im Vergleich zur

3. Woche der gleichen Futtergruppe.

4.3 Effekte auf die Epiphysenfuge

Neben der Kortikalisdicke und den Trabekelparametern wurde die Dicke der
Epiphysenfuge ermittelt. Nach 2 Wochen haben die Ratten der Kontroll-
gruppe mit 197 ym den hdéchsten Wert der Epiphysenfugendicke im
Vergleich mit den Ubrigen Versuchstieren (Abb.9). Dabei sind die
Epiphysenfugen der Gruppen mit DHT-, E2-, GEN- und EQ-Zusatz nach der
2. Woche sowohl gegenliber der Kontrollgruppe als auch der SF-Gruppe
signifikant schmaler. Grundsatzlich nimmt die Epiphysenfuge in allen
Gruppen kontinuierlich von der 2. bis zur 8. Woche ab, wobei die Tiere der
E2-Gruppe zu jedem Zeitpunkt die schmalste Epiphysenfuge zeigen.
Dagegen weisen im weiteren Versuchsverlauf die Ratten der SF-Gruppe
nach 3 und 8 Wochen mit zusatzlicher Vibration die breiteste Epiphysenfuge

auf. Mit Ausnahme der DHT-Gruppe ist die Epiphysenfuge nach 3 Wochen in
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allen Therapiegruppen signifikant dinner als die der SF-Gruppe. Unter der
zusatzlichen Vibration zeigen die Ratten der Gruppen SF und E2 eine um
etwa 3 um dickere Epiphysenfuge im Vergleich zu den Tieren der gleichen
Hormongruppe der 8. Woche, welche nicht zusatzlich vibriert wurden.

Dagegen weisen die Gruppen DHT und GEN eine geringfligig schmalere
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Abb. 9: Mittelwerte und Standardfehler der Dicke der Epiphysenfuge (A) der
Versuchsgruppen (SF-, DHT-, E2-, GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-wéchiger Substanz-
applikation. Die zusatzlich vibrierten Tiere der 3. Serie sind mit Vib. gekennzeichnet. MW
stellt den Mittelwert aller Gruppen dar (# p<0,05 vs. KG, * p<0,05 vs. SF des betreffenden
Zeitfensters, 110<n<262, ANOVA und multipler Vergleich gegen die Kontrollgruppe nach
Holm-Sidak). Die Bilder auf der rechten Seite zeigen die Epiphysenfuge (schwarzer Pfeil) der
nicht zusatzlich vibrierten Ratten der E2-Gruppe nach 8 Wochen (B) und nach 2 Wochen
(C). Die starkste Wirkung im Sinne einer Verschmalerung der Epiphysenfuge besitzt E2.

Epiphysenfuge als ihre nur einmal vibrierte Vergleichsgruppe auf. Durch die
zusatzliche Vibration konnte fir die mit EQ behandelten Tiere keine

Reaktion hervorgerufen werden.

4.4 Effekte auf den tibialen Gelenkknorpel

Als letzter Parameter wurde der proximale tibiale Gelenkknorpel untersucht.
Die Tiere der Kontrollgruppe haben nach 2 Wochen eine mediane
Knorpeldicke von 107,2 um (Abb. 10). Mit Ausnahme der 3. Woche haben
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die Tiere der SF-Gruppe immer einen dickeren Gelenkknorpel als die
Kontrollgruppe. Die zusatzlich vibrierten Ratten der SF-Gruppe weisen nach
8 Wochen einen um 3,9 um dickeren Knorpel als die nicht zusatzlich

vibrierten Tiere auf. Diese Knorpeldicke (150,8 um) ist der dickste Knorpel
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Abb. 10: Medianwerte und 25% und 75% Perzentilen der tibialen Knorpeldicke des
Kniegelenks der Versuchsgruppen (SF-, DHT-, E2-, GEN-, EQ-Gruppe) nach 2-, 3- und 8-
wdchiger Substanzapplikation. Die zusatzlich vibrierten Tiere der 3. Serie sind mit Vib.
gekennzeichnet. (# p<0,05 vs. KG, * p<0,05 vs. SF des betreffenden Zeitfensters,
45<n<156, ANOVA der Range und Dunn-Test gegen KG bzw. SF).

aller zusatzlich vibrierten Versuchstiere nach 8 Wochen. Die Werte der mit
SF-Futter ernahrten Tiere sind nach 8 Wochen signifikant gréBer als die der
Kontrollgruppe.

Bei den Ratten der DHT-Gruppe kann eine kontinuierliche Zunahme von der
2. zur 8. Woche verzeichnet werden, wobei die Werte zu jedem Zeitpunkt
die geringsten Knorpeldicken im Vergleich mit den lGbrigen Versuchsgruppen
einnehmen. Die zusatzlich vibrierten und mit DHT substituierten Ratten der

8. Woche haben mit 141,7 um einen dickeren Knorpel als die nicht
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zusatzlich vibrierten Tiere der gleichen Futtergruppe. Der Knorpel der
zusatzlich vibrierten Tiere ist signifikant dicker als der der Kontrollgruppe.
Gegenuber der SF-Gruppe ist die Knorpeldicke nach 2 Wochen signifikant
kleiner.

Die mit E2 gefltterten Ratten haben nach 2 Wochen einen signifikant
dinneren Gelenkknorpel als die mit SF-Futter ernahrten Versuchstiere. Mit
90.6 um ist der Knorpel wesentlich dinner als in den meisten anderen
Gruppen. Der dickste Knorpel aller Gruppen ist mit 178,7 pm nach 3
Wochen bei den mit E2 zugefltterten Tieren zu finden. Dieser Wert ist
sowohl gegenlUber der SF-Gruppe als auch gegeniber der Kontrollgruppe
signifikant groBer. In der 8. Woche ist der Knorpel der zusatzlich vibrierten
Ratten (149,8 pm) der E2-Gruppe annahernd so dick wie der Knorpel der
Ratten aus der SF-Gruppe. Er ist signifikant dicker als der der
Kontrollgruppe. Die nicht zusatzlich vibrierten und mit E2 zugefltterten
Tiere haben nach 8 Wochen im Vergleich mit den anderen Gruppen und der
zusatzlich vibrierten E2-Gruppe eine dinnere Knorpelschicht.

Der dickste Gelenkknorpel der GEN-Gruppe findet sich bereits nach
2 Wochen. Zugleich ist es zu diesem Zeitpunkt der dickste Knorpel aller
Gruppen. Signifikant groéBer ist dieser Wert (146,4 um) allerdings nur
gegenuber der Kontrollgruppe. Sowohl nach 2 als auch nach 8 Wochen
(nicht zusatzlich vibriert) haben die Ratten der GEN-Gruppe einen
signifikant dickeren Gelenkknorpel als die Kontrollgruppe. Nach 3 Wochen
ist die Knorpeldicke der GEN-Gruppe signifikant gréBer als die der SF-
Gruppe. Die zusatzlich vibrierten Ratten der GEN-Gruppe haben nach
8 Wochen einen um 11,5 pm dinneren Knorpel als die nur einmal vibrierten
Tiere.

Nach 2 und 3 Wochen zeigen die Tiere der EQ-Gruppe eine kaum
veranderte Knorpeldicke, die sich nicht von den anderen Versuchsgruppen
abhebt. Der Gelenkknorpel der nicht zusatzlich vibrierten und mit EQ
gefltterten Tiere steigt nach der 8. Woche auf 151,8 um an. Dies entspricht
dem hoéchsten Wert aller nicht zusatzlich vibrierten Ratten nach 8 Wochen.
Signifikant dicker ist der Gelenkknorpel zu diesem Zeitpunkt nur gegentber
der Kontrollgruppe. Der Gelenkknorpel der zusatzlich vibrierten Tiere ist mit
109,8 um hingegen der dinnste Knorpel aller Gruppen nach 8 Wochen. Er

ist signifikant dinner als der der SF-Gruppe.
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Von der 3. zur 8. Woche (nicht zusatzlich vibriert) ist mit Ausnahme der
Tiere aus der E2-Gruppe in allen Gruppen eine Gelenkknorpeldicken-
zunahme zu verzeichnen. Eine solche Zunahme ist in den Gruppen SF, DHT

und GEN auch bei den zusatzlich vibrierten Tieren zu erkennen.
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5 Diskussion

Der vorliegende, durch die DFG geférderte Tierversuch, konzentriert sich
auf die Erforschung der mannlichen Osteoporose. Dabei dient die orx Ratte
als Modell (Frost und Jee 1992, Inada et al. 2011, Juma et al. 2012), denn
die Orx fUhrt zu einem Ausbleiben der Sexualhormonsynthese. Dies
induziert einen kunstlichen Knochensubstanzverlust in Form einer
Osteoporose (Erben et al. 2000, Inada et al. 2011, Juma et al. 2012, Schot
und Schuurs 1990, Soung et al. 2006, Wink und Felts 1980).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Knochen durch 3 Parameter beeinflusst.
Hierzu zahlen die Trepanation der Tibiae, die Ganz-Kdrper-Vibration und die
Substitution eines Sexualhormons (DHT bzw. E2) oder Hormonersatzstoffes
(GEN bzw. EQ). Die GKV flhrt bei Menschen mit niedriger Knochen-
mineraldichte (BMD) zur Erhaltung und Verbesserung der Knochenmasse
(Totosy de Zepetnek et al. 2009). Dies konnte auch am Modell der orx Ratte
gezeigt werden (Papenberg 2011).

Zum Vergleich kann die Kontrollgruppe (KG) herangezogen werden. Die
Tiere dieser Gruppe wurden ebenfalls orx. Allerdings erhielten die
Kontrolltiere keine Futterzusatze, keine GKV und ihre Tibiae wurden nicht
trepaniert. Als weitere Vergleichsgruppe dienten die Tiere der SF-Gruppe.
Ihnen wurden ebenfalls keine Phyto- oder Sexualhormone zugeflttert, sie

wurden dagegen einer Trepanation und GKV unterzogen.

5.1 Wirkung der GKV auf den Knochen der orx Ratte

Der Knochen orx Tiere dient in vielen Studien zur Beleuchtung des
therapeutischen Effekts von Futterzusatzstoffen auf die Osteoporose/ Osteo-
penie (Bohnsack 2010, Stuermer et al. 2009, Vandenput et al. 2002,
Tuukkanen et al. 1994). Als Besonderheit wurde in diesem Versuch
zwischen der Orx und dem Futterumtausch eine zusatzliche, vierwoéchige
Vibration integriert. Diese verhindert die Ausbildung eines osteoporotischen
Knochens bei den orx Ratten (Papenberg 2011). Papenberg (2011)
fihrte Dichtemessungen der Spongiosa mittels quantitativer Computer-
tomographie (QCT) an denselben Ratten durch. Die orx, vibrierten Ratten

bildeten in seinem Versuch 4 Wochen nach Orx durch die GKV keine
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osteoporotische Spongiosa aus. Die Vibration war in dem Versuch von
Papenberg (2011) praventiv wirksam und verhinderte die Ausbildung eines
osteoporotischen Knochens (Papenberg 2011). GemaB dieser Erkenntnis
weisen die Ratten im vorliegenden Versuch zum Zeitpunkt des Futter-
umtausches (Zeitpunkt 0) auf Grund der zuvor durchgefiihrten GKV keine
manifeste Osteoporose auf. Die Medikamentengabe muss also auf ihre
praventive und nicht, wie in den meisten Studien, auf ihre therapeutische

Wirksamkeit untersucht werden.

5.2 Knochenentwicklung in der sojafreien Gruppe

Der Knochen der Tiere mit SF-Futter zeichnet sich durch eine alleinige
Beeinflussung durch die Trepanation und Vibration aus.

Die Osteoporose manifestiert sich in Form von Knochenschwund in der
Kortikalis und insbesondere im Bereich der Spongiosa (Riggs et al. 2004).
Wahrend der 8-wéchigen Versuchsauswertung konnte ein Knochenverlust
sowohl an der Kortikalis als auch an der Spongiosa bestatigt werden, denn
die Kortikalisdicke und die prozentuale Trabekelflache nehmen in der
SF-Gruppe von der 2. zur 8. Woche kontinuierlich ab. Ebenso fallen nach
8 Wochen die Messwerte der einzelnen Trabekelflachen und der Kompakt-
heit im Vergleich zur 2. Woche geringer aus. Unsere Ergebnisse stimmen
mit den Studien von Vandenput et al. (2002), Tuukkanen et al. (1994) und
Wakley et al. (1991) Uberein. In diesen Studien konnte ebenfalls eine
Abnahme der Spongiosaqualitat bei orx Ratten festgestellt werden.
Gleichzeitig muss der Einfluss der kdrperlichen Aktivitat auf die SF-Gruppe
beleuchtet werden. Bewegung kann vor Knochenschwund schitzen

(Sehmisch et al 2009). Deshalb Tab. 6: wirkung von GKV und Trepanation auf
wurde die tagliche GKV (ber den Knochen:

einen Zeitraum von 4 Wochen = GKV induziert Zunahme der Kortikalisdicke

als Simulation des kérperlichen = GKV fuhrt zu dinneren Trabekeln
L . . = Trepanation ruft gréBere, verzweigtere
Trainings in diesen Versuch

Trabekel hervor

integriert. Studien haben bereits
gezeigt, dass die GKV der Ratten als Modell fir kérperliche Bewegung beim
Menschen dienen kann (Wenger et al. 2010, Flieger et al. 1998). Bekannt

ist auch, dass die Vibrationstherapie einer Atrophie von Muskelmasse
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entgegenwirkt (Blottner 2006). Muskelmasse wiederum ist wichtig fir den
Erhalt von Knochendichte (Kressing und Proust 1998). An dem
osteopenetischen Oberschenkelknochen weiblicher Ratten wurde bereits ein
schitzender Effekt durch die Vibration nachgewiesen (Tezval 2011). Auch
Rubinacci et al. (2008) zeigten knochenprotektive Effekte der Vibration. Sie
vibrierten 8 Wochen lang, 5 Tage/Woche, 20 Min./Tag sowohl intakte als
auch ovx Ratten mit einer Frequenz von 30 Hz. AnschlieBend werteten sie
die Tibiae der Ratten histologisch und mittels peripherer quantitativer
Computertomographie (pQCT) aus. Sie stellten eine Steigerung sowohl der
Kortikalis- als auch der Spongiosaflache fest (Rubinacci et al. 2008). Im
vorliegenden Versuch weisen die mit SF-Futter ernahrten Ratten nach
2 Wochen grundsatzlich bessere Kortikalis- und Spongiosawerte auf als die
der unvibrierten Kontrollgruppe. Die Zunahme dieser Parameter der SF-
Gruppe kann durch die Vibration oder die Trepanation hervorgerufen
worden sein. Betrachtet man die Ergebnisse nach 8 Wochen mit und ohne
zusatzlicher GKV, so wird deutlich, dass die GKV eine dickere Kortikalis
und dunnere Trabekel induziert. Somit ist nach 2 Wochen die GKV fur
die dickere Kortikalis und die Trepanation fir die gréBeren, verzweigteren
Trabekel gegeniiber der Kontrollgruppe verantwortlich. Ahnliches
beobachtete auch die Arbeitsgruppe um Monfoulet et al. (2010), die die
Knochenheilung des Femurs nach Anlegen eines Bohrloches untersuchte.
Zwei Wochen nach der Operation trat eine Zunahme der Spongiosamasse
durch primare Knochenbildung ein. Nach 4 Wochen war die Spongiosamasse
durch Abnahme der Trabekelanzahl und -dicke reduziert (Monfoulet et al.
2010). Dieses Ergebnis kann mit den vorliegenden Resultaten in Einklang
gebracht werden, denn 2 Wochen nach Trepanation sind die absolute
Trabekelflache und die prozentuale Trabekelflache grdéBer als die der
Kontrollgruppe. Ebenfalls nehmen diese Werte (ber den Zeitraum von
8 Wochen ab.

5.3 Wirkung der Steroidhormone DHT und E2 auf den Knochen

Den Sexualhormonen wird eine besondere Relevanz auf den Knochen-
stoffwechsel zugesprochen. Aus diesem Grund wird ihr Mangel auch als

Hauptursache der Osteoporose diskutiert (Frenkel et al. 2010, Gennari et al.
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2008). Dem weiblichen Sexualhormon Ostrogen kommt dabei eine groBe
Bedeutung im Knochenstoffwechsel beider Geschlechter zu (Khosla et al.
2001, Mellstrom 2008, Vandenput und Ohlsson 2010). So konnte
eine prospektiv kontrollierte Studie an Patienten mit fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen zeigen, dass die Knochendichte bei orchiektomierten
Mannern abnimmt. Bei gleichzeitiger Ostrogengabe blieb diese unveréndert
(Kudlacek et al. 1999). DHT ist im Gegensatz zu Testosteron nicht
weiter zu Ostrogenen metabolisierbar (Wang und Swerdloff 2002),
sodass durch dessen Einsatz die isolierte Wirkung des mannlichen
Sexualhormons nachvollzogen werden kann. Am kortikalen Knochen
stimulieren Testosteron und DHT das Langenwachstum (Compston 2001).
Ebenso wurde an Ratten bereits festgestellt und flir den Menschen
vermutet, dass Testosteron auch flr das radiale Wachstum verantwortlich
ist (Riggs et al. 2002, Vanderschueren et al. 2004). Eine knochenprotektive

Wirkung von DHT und Testosteron
Tab. 7: Wirkung von DHT und E2 auf den

(2006) kortikalen Knochen:
an orx Mausen fest (Venken et al. |« pHT und E2 unterdriicken die GKV-

stellten auch Venken et al.

2006). Entgegen der aufgeflihrten induzierte kortikale Knochenzunahme

Literatur zeigt die DHT-Gruppe des

vorliegenden Versuches nach 2 Wochen eine dinnere Kortikalis als die
Ratten der SF-Gruppe. Dabei ist der Knochen der SF-Gruppe ausschlieBlich
von der GKV und der Trepanation beeinflusst. Ein Vergleich mit dieser
Gruppe ermdglicht die Klarung des zusatzlichen DHT-Einflusses. Dennoch
haben die Tiere mit DHT-Futterzusatz nach 2 Wochen eine dickere Kortikalis
als die der nicht trepanierten und nicht vibrierten Kontrollgruppe. Der
grundsatzlich positive Effekt der GKV auf die Kortikalis, wie es bei den
Tieren der SF-Gruppe zu erkennen ist, wird durch die DHT-Gabe
unterdrickt. Die Auswirkung der Vibration ist nach 2-wéchiger DHT-
Substitution dennoch messbar, denn die Ratten standen wahrend der
1. GKV noch nicht unter DHT-Einfluss. Zum Zeitpunkt der 2. GKV wurden
die Ratten bereits 8 Wochen mit DHT substituiert. Nach 8 Wochen konnte
kein Effekt der zusatzlichen Vibration mehr gemessen werden, weil die
DHT-Substitution den positiven Effekt der Vibration auf die Kortikalis
unterdrickte. Zum Vergleich kann eine Studie von Vanderschueren et al.

(1992) herangezogen werden. Sie untersuchten die Kortikalisdicke orx
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Ratten unter DHT-Applikation. Dabei stellte sich 4 Monate nach Orx
eine dickere Kortikalis bei den DHT-zugefiitterten Tieren, als bei den
ausschlieBlich orx Vergleichstieren heraus (Vanderschueren et al. 1992).
Dies steht im Gegensatz zum vorliegenden Versuch. In diesem Versuch ist
die Kortikalis der DHT-Gruppe nach 8 Wochen (13 Wochen nach Orx)
gegenlUber der SF-Gruppe signifikant dinner. Die Versuche unterscheiden
sich durch den Parameter der GKV, sodass die dinnere Kortikalis in der
vorliegenden Arbeit auf die DHT-Gabe in Kombination mit der GKV
zurickzufthren sein muss.

Des Weiteren spielt das Sexualhormon Ostradiol eine wichtige Rolle im
Knochenstoffwechsel des Menschen. Ostrogenmangel kann bei Frauen zu
Osteoporose fuhren, die sich insbesondere postmenopausal auBert (Rassow
et al. 2008). Auch im mannlichen Stoffwechsel werden geringe Mengen
Ostrogene produziert. Die Synthese findet vornehmlich in den Testes statt.
Jedoch kann Testosteron auch in anderen Geweben mittels der
enzymatischen Aromatase zu Ostrogenen umgewandelt werden. Bereits
vor 20 Jahren konnte durch die Ostrogentherapie eine Verringerung
des Knochenverlustes bei Mdnnern festgestellt werden, die auf Grund
von Prostatakrebs orchiektomiert wurden (Eriksson et al. 1995). Gleiches
wurde auch von Reutrakul et al. (1998) bei Mannern mit Geschlechts-
umwandlungen gezeigt (Reutrakul et al. 1998). Barrett-Conno et al. (2000)
untersuchten Wirbelkérperfrakturen bei Mannern und fUhrten diese unter
anderem auf Ostrogenmangel zuriick (Barrett-Connor et al. 2000). Es
existieren zahlreiche weitere Studien, die geringe Ostrogenspiegel und
Osteoporose beim Mann miteinander in Verbindung bringen (Carlsen et al.
2000, Gillberg et al. 1999, Ohlsson und Vandenput 2009, Pernow et al.
2009, Szulc et al. 2001, Vandenput und Ohlsson 2009).

Sehmisch et al. (2010) beschreiben positive Auswirkungen von E2 auf den
kortikalen Knochen. Ihre Versuchstiere waren weibliche Ratten, die nach
Ovx innerhalb von 2 Monaten eine Osteopenie entwickelten. AnschlieBend
wurden ihnen flr 35 Tage verschiedene Testsubstanzen (E2, GEN, EQ)
zugeflttert. Im Gegensatz zu Sehmisch et al. (2010) ist die Kortikalis der
E2-Gruppe im vorliegenden Versuch zu jedem Zeitpunkt dinner als die der
SF-Gruppe. Der unterschiedliche Effekt der E2-Gabe kdénnte am

andersartigen Geschlecht liegen. Eine andere Ursache kdénnte in der GKV
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liegen, der die Tiere des vorliegenden Versuches ausgesetzt wurden. Denn
ahnlich den mit DHT versorgten Tieren haben die Ratten der E2-Gruppe
nach 2 Wochen zwar einen dickeren kortikalen Knochen als die unvibrierte
Kontrollgruppe, jedoch ist die Kortikalisdicke signifikant dinner als die der
mit SF-Futter erndahrten Tiere. Der grundsatzlich positive Effekt der GKV auf
die Kortikalis, wie in der SF-Gruppe ersichtlich, wird durch die E2-Gabe
unterdrickt. Nach 8-wdchiger E2-Gabe ist bei den zusatzlich vibrierten
Tieren keine Auswirkung der zusatzlichen GKV auf die Kortikalis mehr zu
erkennen. Der Einfluss der GKV wird nach 8-wodchiger E2-Substitution
unterdrickt.

Der Messort der Kortikalisdicke kdnnte zusatzlich Einfluss nehmen.
Bohnsack (2010) erarbeitete eine unterschiedliche Entwicklung der
Kortikalisdicke unter E2-Gabe in der Meta- und Diaphyse. Der Versuchs-
aufbau unterscheidet sich nur durch die fehlende Trepanation und GKV. Im
Versuch von Bohnsack (2010) hat die Kortikalis im Bereich der Diaphyse an
Dicke zugenommen. Im Bereich der Metaphyse gab es keinen Dicken-
zuwachs (Bohnsack 2010). Vermutlich verlduft der Ubergang der positiven
bzw. negativen Kortikalisentwicklung zwischen Metaphyse und Diaphyse
flieBend. Die Messungen dieses Versuches lagen in der proximalen Diaphyse
und somit sehr dicht an der Metaphyse. Es ist also vorstellbar, dass die
Messungen noch zu nah an der Metaphyse lagen, um die Dickenzunahme im
Bereich der Diaphyse, wie von Bohnsack (2010) beobachtet, feststellen zu
kdnnen. Weder fur E2 noch flir DHT kénnen positive Auswirkungen auf die
Dicke der Kortikalis bestatigt werden.

Interessant ist ebenfalls die Auswirkung der E2-Gabe auf die Spongiosa.
Im Jahre 2002 konnten Lindberg et al. (2002) unter E2-Gabe einen Erhalt
der trabekularen BMD an orx Mausen feststellen (Lindberg et al. 2002). Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Lindberg et al. (2002) wurden die
Spongiosaparameter im vorliegenden Versuch von den mit E2-versorgten
Ratten in Kombination mit der GKV negativ beeinflusst. Bereits 2 Wochen
nach Futterumtausch bzw. nach Ende der 1. Vibrationsphase liegen die
Trabekelflache und der prozentuale Trabekelanteil der E2-Gruppe sowohl
unter den ermittelten Werten der Kontrollgruppe als auch unter denen der
SF-Gruppe. Die Kompaktheiten sind dagegen bei allen Gruppen annahernd

gleich groB. Dies fuhrt insgesamt zu einer Ausdinnung der Trabekel. Diese
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Ausdinnung der Trabekel konnte =zuvor schon flr die SF-Gruppe
festgehalten werden. Als Ursache ist die GKV benannt worden. Fraglich ist
an dieser Stelle, ob die GKV ebenfalls flir die E2-Gruppe diesen Effekt
hervorruft. Daflr missen die Ratten nach 8 Wochen betrachtet werden.
Auch unter E2-Substitution flhrt die zusatzliche Vibration sowohl bei der
medianen Trabekelflache als auch bei der prozentualen Trabekelflache zur
Flachenabnahme (Abb. 6 und 7), verglichen mit den nicht zusatzlich
vibrierten Tieren. Diese Ergebnisse zusammen mit der geringen Zunahme
der Kompaktheit bei den zweimal vibrierten Tieren (Abb. 8) deuten
ebenfalls auf schmalere Trabekel hin. E2-Substitution in Kombination mit
Vibration fUhrt zur Ausdiinnung der Trabekel. Die mannliche Osteoporose
wird durch die Ausdinnung der Spongiosa (Abb. 11) charakterisiert (Khosla
et al. 2006, Seeman 2003). Gerade
die Therapie bzw. Pravention dieser
schmaleren Trabekel spielen eine
groBe Bedeutung. Doch ein Schutz
dieser ausdinnenden Trabekel kann
durch die Kombination von E2-Gabe

und GKV nicht erreicht werden.

e

Die Trepanation hat sich dagegen bei

(&}

den Tieren der SF-Gruppe nach 2

Perforation Thinning
Abb. 11: Der Verlust des trabekuldren
der Trabekel gegentiber den Kontroll- Knochens in Folge der Osteoporose beim

tieren geduBert. Der negative Mann und bei der Frau. Bei Frauen nimmt
die Vernetzung der Trabekel ab, bei Mannern

Wochen durch eine Massenzunahme

Einfluss der E2-Gabe in Kombination
dinnen die Trabekel aus. Quelle: Seeman

mit GKV auf die Spongiosa ist so 2003, S. 2147

groB, dass selbst die Trepanation die

Spongiosa nhach 2 Wochen nicht erhalten konnte. Dieses Ergebnis
widerspricht zahlreichen Studien, die eine protektive Wirkung von E2 auf die
Spongiosa beschreiben (Ashida 2010, Bohnsack 2010, Vanderschueren et
al. 2004, Vandenput et al. 2002, Vanderschueren et al. 1992, Yarrow et al.
2008). Nach 8 Wochen hingegen haben die nicht zusatzlich vibrierten
Ratten der E2-Gruppe sowohl eine signifikant gréBere Trabekelflache als
auch Kompaktheit und eine héhere prozentuale Trabekelflache als die mit

SF-Futter ernahrten Tiere. Die E2-Gabe hat nach 8 Wochen zu gréBeren,
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verzweigteren Trabekeln gegenlber den Trabekeln der mit SF-Futter
versorgten Tiere geflhrt. Der negative Einfluss der Vibration macht sich zu
diesem Zeitpunkt nicht mehr bemerkbar. Wie in zahlreichen Studien
beschrieben (Ashida 2010, Bohnsack 2010, Lindberg et al. 2002, Sehmisch
et al. 2008, 2010, Vanderschueren et al. 2004, Vandenput et al. 2002,
Vanderschueren et al. 1992, Yarrow et al. 2008), wirde die alleinige E2-
Gabe die Spongiosa voraussichtlich positiv beeinflussen. Auch Bohnsack
(2010) stellte an orx, nicht trepanierten und nicht vibrierten Ratten eine
Zunahme der Trabekelflache unter E2-Substitution nach 9 Wochen fest
(Bohnsack 2010). Anders als bei der Kortikalis unterdrickt bei der
Spongiosa nicht die E2-Gabe die positiven Effekte der GKV sondern die GKV
die positiven Einflliisse der E2-Substitution.

Orwoll (2003) und Lindberg et al. (2002) sind zu dem Schluss gekommen,
dass sowohl Ostrogen als auch die nicht aromatisierten Androgene &hnliche
Effekte auf den spongidésen Knochen des Mannes ausiben (Orwoll 2003,
Lindberg et al. 2002). In dem vorliegenden Versuch verhalten sich die
Spongiosaparameter unter DHT-Gabe ebenfalls ahnlich denen unter E2-
Gabe. Wie auch unter E2-Gabe deuten die Ergebnisse auf groBere,
versponnenere Trabekel hin. Vergleichbar der E2-Gruppe ist grundsatzlich
ein positiver Einfluss durch die DHT-Gabe auf die Spongiosa zu erkennen.
Demnach kann ein osteogener Effekt ahnlich wie bei Orwoll (2003) und
Lindberg et al. (2002) sowohl von E2 als auch DHT auf den spongitsen
Knochen bestatigt werden (Orwoll 2003, Lindberg et al. 2002). Unter DHT-
Gabe konnte die zusatzliche Vibration die Spongiosaparameter nicht
verbessern. Die Kompaktheit und die prozentuale Trabekelflache fallen nach
8 Wochen sogar geringer bei den zusatzlich vibrierten Ratten aus als bei
den nicht zusatzlich vibrierten Tieren. Durch die gleichzeitig unveranderte
mediane Flache der Trabekel der zusatzlich vibrierten Ratten kann davon
ausgegangen werden, dass unter DHT-Substitution die Vibration die Anzahl
der Trabekel reduziert. Die Abnahme der Trabekelanzahl hat groBere
Auswirkungen auf das Frakturrisiko als die Abnahme der Trabekeldicke
(Khosla et al. 2006). Diese Erkenntnis sei auch der Grund, warum Manner
im Alter seltener unter Frakturen leiden als Frauen. Manner haben schon im
jungen Erwachsenenalter wesentlich dickere Trabekel aufgebaut als Frauen.

Nach Khosla et al. (2006) verlieren die Manner im Alter vornehmlich an
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Trabekeldicke, wohingegen Frauen eher an Trabekelanzahl verlieren (Khosla
et al. 2006). Gerade diese Abnahme der Trabekelanzahl neben der
Abnahme der Vernetzung (Konnektivitdt) charakterisieren eigentlich die
weibliche Osteoporose (Abb. 11). Durch die DHT-Gabe in Kombination mit
der GKV wird ein spongiéser Knochen hervorgerufen, der dem
osteoporotischen Zustand der Frau ahnelt (Seeman 2003). Die Abnahme
der Konnektivitat stellt auch beim Mann einen zuséatzlichen Risikofaktor fir
eine Fraktur des osteoporotischen Knochens dar (Legrand et al. 2000,
Oleksik et al. 2000). Die Kompaktheit ist hierbei ahnlich zu bewerten wie
die Konnektivitat. Deshalb wird

Tab. 8: Wirkung von DHT und E2 auf den

unter DHT-Gabe in Kombination mit [ = DHT und E2 induzieren groBere,

Vibration das Risiko einer Fraktur verzweigtere Trabekel

=  DHT in Kombination mit GKV fihrt zur
Abnahme der Trabekelanzahl

= E2 in Kombination mit GKV ruft

gesteigert. Eine Abnahme der
Trabekelanzahl fihrt zu weniger
Elastizitat des Knochens (Stuermer
et al. 2009). Weniger Elastizitat

dinnere Trabekel hervor

wiederum fuhrt unter anderem zu schnellerem Auftreten von
Mikrofrakturen, die besonders beim Krankheitsbild der Osteoporose
Vorstufen von Knochenfrakturen sind (Stuermer et al. 2009). Die Vibration
wirkt sich in Kombination mit DHT-Substitution negativ auf die Spongiosa

aus.

5.4 Wirkung der Phytohormone GEN und EQ auf den Knochen

GEN und EQ gehéren den Isoflavonen an, die zu den Phytodstrogenen
zéhlen. Therapeutisch werden sie als Alternative der Ostrogentherapie bei
Osteoporose diskutiert (Xu et al. 2009). Ein Vergleich der Phytohormone mit
der klassischen Osteoporosetherapie an 780 weiblichen Patienten zeigte
ahnlich gute Ergebnisse in den Lenden-, Oberschenkel-, oder Unterarm-
BMD-Werten. Dagegen fielen die Nebenwirkungen signifikant niedriger aus.
Als Nebenwirkungen sind beispielsweise die Erhdhung des Brust- sowie
Gebarmutterkrebsrisikos, Thrombosen oder Herzinfarkte zu nennen (Carlson

et al. 2008, Saunier et al. 2011). Aus diesem Grund wurde ihre Wirkung in
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diesem Versuch auch auf den mannlichen Knochen im Zusammenhang mit
GKV und Trepanation untersucht.

Die Phytohormone wirken sich in der 2. und 3. Woche ahnlich auf die
Kortikalis aus wie die Sexualhormone. Zusammen mit der GKV und
Trepanation haben die Tiere der GEN-Gruppe nach 2 Wochen dickere
Kortikali als die Kontrollgruppe. Jedoch ist ihre Kortikalisdicke nach 2 und
3 Wochen signifikant dinner als die der mit SF-Futter ernahrten Tiere.
Demnach &uBert sich die erste Vibrationsphase, die vor dem Futter-
umtausch stattgefunden hat, unter GEN-Gabe weniger positiv auf die
Kortikalis, wie es bei den mit SF-Futter ernahrten Tieren der Fall ist. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen von Hertrampf et al. (2007), die GEN ohne
gleichzeitige mechanische Belastung der Knochen keine knochen-
schitzenden Effekte bescheinigen (Hertrampf et al. 2007).

Auffalligerweise tritt nach 8 Wochen bei den nicht zusatzlich vibrierten
Tieren der GEN-Gruppe eine signifikante Zunahme der Kortikalis auf. Zu
diesem Zeitpunkt ist es die dickste Kortikalis verglichen mit den anderen
Versuchsgruppen. Es wurde bereits von einigen Autoren diskutiert, ob ein
Verzehr von Phytohormonen Uber einen langeren Zeitraum notwendig ist,
damit sie entsprechende Wirkungen auf den Kérper hervorrufen kdénnen
(Piekarz und Ward 2007, Shu et al. 2001, Ward und Piekarz 2007). Unter
diesem Aspekt wadre es mdglich, dass die dicke Kortikalis der nicht
zusatzlich vibrierten Ratten der 8. Woche auf den langeren Zeitraum der
GEN-Einwirkung zurlckzufihren ist. Auch Bohnsack (2010) stellte erst nach
8 Wochen GEN-Applikation eine signifikant dickere Kortikalis in der
Metaphyse gegenlber den mit SF-Futter erndahrten Versuchstieren fest. In
der Diaphyse lagen die Kortikalisdicken der mit GEN substituierten Tiere
hingegen kontinuierlich unter denen der SF-Gruppe (Bohnsack 2010). In
dem vorliegenden Versuch wurde die Dicke der Kortikalis in der proximalen
Diaphyse gemessen. Vermutlich duBert sich die von Bohnsack (2010)
festgestellte positive Wirkung von GEN auf die Kortikalis im Bereich der
Metaphyse nach 8 Wochen auch noch in der proximale Diaphyse.

GEN in Kombination mit Bewegung koénnen bisher keine einheitlichen
Ergebnisse zugeschrieben werden. In Kombination mit Training im Laufrad
werden GEN protektive Effekte auf die Knochenmineraldichte und die Dicke

der tibialen Kortikalis der ovx Ratte zugeschrieben (Hertrampf et al. 2007).
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In einer Studie von Wu et al. (2003) hingegen wird der GEN-Gabe
zusammen mit Laufbandtraining (30 Min./d, 12 m/Min.) kein schitzender
Effekt auf die Kortikalis bescheinigt (Wu et al. 2003). Im vorliegenden
Versuch ist die mittlere Kortikalisdicke der zusatzlich vibrierten Tiere der
8. Woche besonders auffallig. Diese Tiere haben die dickste Kortikalis zu
diesem Zeitpunkt, verglichen mit allen anderen Versuchsgruppen (Abb. 5,

Tab. A-1). Wenn man diese
Tab. 9: Wirkung von GEN und EQ auf die

Kortikalisdicke mit der wesentlich Kortikalis:

dinneren Kortikalis der nicht = GEN und gleichzeitige GKV auBern sich in

zusatzlich vibrierten GEN-Gruppe einer starken Zunahme der Kortikalisdicke
zum gleichen Zeitpunkt (Tab. A- = EQ fuhrt in Kombination mit GKV zu
dickeren Kortikali als ohne GKV

= EQ erhalt den kortikalen Knochen nicht

1) vergleicht, sehen wir einen

besonders groBen Einfluss der

ohne GKV
glelchzeltlgen GKV bei den mit = GEN und EQ induzieren dickere Kortikali
GEN gefltterten Tieren. GEN- als die Sexualhormone

Applikation bei gleichzeitiger GKV

auBert sich bei der orx Ratte in besonderer Zunahme der Kortikalisdicke. Es
scheint ein entscheidender Unterschied darin zu bestehen, ob GEN zum
gleichen Zeitpunkt wie die GKV verabreicht wird. Die Kortikalis der GEN-
Gruppe zeigt nach der 1. GKV nur eine wesentlich geringere Kortikalis-
dickenzunahme als nach der 2. GKV, denn die Vibration wurde vor der GEN-
Applikation beendet. Daraus lasst sich schlieBen, dass nur die gleichzeitige
Gabe von GEN und GKV zu einer deutlichen Kortikaliszunahme fuhrt.

Des Weiteren wurde die Gabe von EQ auf den Knochenstoffwechsel
untersucht. Durch Bakterien kann EQ erst im Darm aus Daidzein
metabolisiert werden. Diese Darmbakterien besitzen nur 30 bis 50 % der
Menschen (Lampe 2009). EQ wird eine hdhere 0&strogene Aktivitat
nachgesagt als den anderen Isoflavonen (Fonseca und Ward 2004). Wie bei
den mit GEN versorgten Ratten ist auch die Kortikalis der mit EQ
zugefltterten Tiere nach der 2. Woche dicker als die der Kontrollgruppe.
Hingegen haben sie von der 2. bis zur 8. Woche eine dinnere Kortikalis als
die Tiere der SF-Gruppe. Im Verlauf der 8 Wochen nimmt die Kortikalisdicke
innerhalb der EQ-Gruppe stetig ab. EQ erhalt ohne GKV nicht den kortikalen
Knochen. Dies deckt sich teilweise mit einer Studie an ovx Ratten von
Sehmisch et al (2010). Die Substitution von EQ ohne gleichzeitige Vibration
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hatte in ihrem Versuch nur duBerst geringe Auswirkung auf die Kortikalis.
Sie stellten nur 0,9 % mehr Knochenvolumen der Kortikalis bei den mit EQ
gefltterten Ratten ohne mechanische Belastung gegenuber einer
Kontrollgruppe fest. Allerdings lagen die Werte der mit EQ gefitterten Tiere
der Arbeitsgruppe von Sehmisch et al. (2010) weit unter denen der mit E2
behandelten Ratten (-5,9 %) (Sehmisch et al. 2010). Die vorliegenden
Ergebnisse hingegen zeigen, dass die Tiere der EQ-Gruppe ebenso wie die
der GEN-Gruppe zu jedem Zeitpunkt dickere Kortikali haben, als die mit
Sexualhormonen substituierten Ratten. Die zusatzliche GKV der 8. Woche
fuhrt unter EQ-Gabe zu dickeren Kortikali als ohne zusatzliche GKV (Abb.
5). Der Effekt der GKV auf die Kortikalis ist jedoch geringer als unter GEN-
Gabe und ohne hormonelle Zusatze.

Des Weiteren ist die Auswirkung der Phytohormone auf die Spongiosa
interessant. Durch die Gabe von GEN konnte bereits an ovx Ratten das
Schwinden von trabekuldarem Knochen reduziert werden (Fanti et al.
1998). Auch an orx Mdausen wurden ein knochenerhaltender Effekt durch
GEN bestatigt (Ishimi et al. 2002). Die Arbeitsgruppe um Fanti (1998) hat
unter anderem das anteilige Trabekelvolumen am Gewebevolumen des
distalen Femurs vorgenommen. Sie ermittelten ohne tagliche subkutane
GEN-Gabe 3,3 % anteiliges Trabekelvolumen und fir die Ratten mit GEN-
Gabe 5,2 % Trabekelvolumen. Die Verzweigung und die Dicke der Trabekel
haben bei den mit GEN substituierten Tieren zugenommen. Auch in dem
vorliegenden Versuch haben die Tiere der GEN-Gruppe im Vergleich mit der
SF-Gruppe nach 8 Wochen gréBere, verzweigtere Trabekel und einen
prozentual gréBeren Trabekelanteil. Die Trabekel sind gegenlber denen in
der SF-Gruppe groBer und starker verzweigt. GEN hat knochenprotektive
Eigenschaften auf den spongitésen Knochen der orx Ratte. Auch Bohnsack
(2010) beschreibt gréBere und verzweigtere Trabekel unter GEN-Gabe
verglichen mit SF-ernahrten und orx Ratten (Bohnsack 2010). Einen
knochenerhaltenden Effekt durch GEN nach Orx stellten ebenfalls Ischimi et
al. (2002) fest. Verglichen mit den E2- und DHT-substituierten Ratten
haben die Tiere der GEN-Gruppe nach 8 Wochen gleich groBe und
gleichermaBen kompakte Trabekel. Die prozentuale Trabekelflache ist
jedoch geringer. Daraus ergibt sich eine geringere Trabekelanzahl als bei

den Tieren der DHT- und E2-Gruppe. Innerhalb der GEN-Gruppe ist Uber
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den Versuchszeitraum hinweg bei steigender Flache und Kompaktheit der
Trabekel ebenfalls eine Abnahme der prozentualen Trabekelflache zu
verzeichnen. Demnach werden unter GEN-Applikation die Trabekel
vernetzter, ihre Anzahl nimmt hingegen ab. Eine geringere Trabekelanzahl
erhoht das Frakturrisiko (Khosla et Tab. 10: Wirkung von GEN und EQ auf den
al. 2006). Der protektive Effekt von spongiosen Knochen:

GEN auf die Spongiosa ist geringer | = GEN schiitzt den spongiésen Knochen

als der von DHT und E2. Sehmisch = GEN fihrt zu gréBeren, vernetzteren
Trabekeln

et al. (2010) belegten an der ovx
= GEN wirkt auf Spongiosa weniger

Ratte unter EQ- und E2-Gabe eine protektiv als die Sexualhormone
erhdhte Anzahl an Knotenpunkten | = GEN + Vibration induziert kleinere
in der Spongiosa gegeniber den Trabekel und die Trabekelanzahl nimmt
mit GEN  gefltterten Ratten u
(Sehmisch et al. 2010). Im

hervor

vorliegenden Versuch wurden nicht | «  EgqQ + gleichzeitige Vibration induziert

= EQ ruft gréBere, vernetztere Trabekel

die Knotenpunkte gezahlt, sondern wesentlich gréBere und vernetztere

die Kompaktheit der einzelnen UIEDELEL 215 DANE VIEEen

. . = EQ + gleichzeitige Vibration hat
angeschnittenen Trabekel ermittelt. S 9
protektivere Effekte auf die Spongiosa

Sowohl die Kompaktheit als auch

als alle anderen getesteten Hormone

die Anzahl der Knotenpunkte geben
einen Wert fur die rdumliche Vernetzung der Spongiosa wider und kdénnen
somit verglichen werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Sehmisch
et al. (2010) hat die Kompaktheit in diesem Versuch unter GEN-Gabe nach
8 Wochen genauso gute Ergebnisse erbracht wie die unter E2- und EQ-Gabe
und signifikant gréBere als SF.

Interessant ist auch den Einfluss von der GEN-Gabe in Kombination mit GKV
zu klaren. Die zusatzlich vibrierten Ratten der GEN-Gruppe haben nach
8 Wochen eine geringere Trabekelflache, eine niedrigere Kompaktheit und
eine fast gleiche prozentuale Gesamtflache verglichen mit den nicht
zusatzlich vibrierten Tieren. Die Vibration hat zur Abnahme der
TrabekelgréBe und Zunahme der Trabekelanzahl gefihrt. Wu et al. (2003)
stellten eine Dickenzunahme der Trabekel, eine Abnahme der Trabekel-
separation und eine Zunahme des Trabekelvolumens der Mdause mit GEN-
Applikation und Bewegung gegenuber denen mit GEN-Gabe ohne Bewegung

fest (Wu et al. 2003). Diese Ergebnisse stehen nicht eindeutig im Einklang
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mit denen aus diesem Versuch. Die Messungen von Wu et al. (2003) fanden
am Femur der 7 Wochen alten orx Maus statt (Wu et al. 2003). Die
Abnahme der Trabekelseparation und die Dickenzunahme der Trabekel
kdnnen nur dann mit unseren Ergebnissen (bereinstimmen, wenn das
gréBer werdende Knochenvolumen im Versuch von Wu et al. (2003) durch
eine starkere Zunahme der Trabekelanzahl als in diesem Versuch zustande
gekommen ist.

Als weiteres Phytohormon wurde EQ verabreicht. Die prozentuale
Trabekelflache der Spongiosa ist bei den Ratten der EQ-Gruppe nach
2 Wochen um mehr als die Halfte gréBer als in der Kontrollgruppe.
Gleichzeitig ist die mediale Trabekelflache gréBer und die Kompaktheit
kleiner. Die Tiere der EQ-Gruppe haben nach 2 Wochen dickere Trabekel als
die Ratten der Kontrollgruppe. Die starke Massenzunahme der Spongiosa
lasst sich auf die vorhergegangene GKV zurlckflihren. Dies kann durch den
Vergleich der zusatzlich und nicht zusatzlich vibrierten Ratten nach
8 Wochen abgeleitet werden. Die zusatzlich vibrierten Tiere haben eine um
43 % gréBere prozentuale Trabekelflache. Zusatzlich ist die mediane
Trabekelflache um 19,5 % und die Kompaktheit um 9,6 % gréBer als ihre
nur einmal vibrierte Vergleichsgruppe nach 8 Wochen. Diese Parameter der
zusatzlich vibrierten Tiere der EQ-Gruppe sind ebenfalls signifikant gréBer
als die der zweimal vibrierten und mit SF-Futter geflitterten Tiere der
gleichen Serie. Diese Ergebnisse zeigen, dass GKV unter EQ-Gabe grdBere
und verzweigtere Trabekel induziert. Auch nach 8 Wochen ohne zusatzliche
Vibration ist die prozentuale Trabekelflache der Ratten unter EQ-Gabe
(11,01 %) um 4 % groBer als die der mit SF-Futter erndhrten Tiere
(7,89 %). Der Medianwert der Trabekelflaiche und die Kompaktheit sind
auch gréBer. Die Trabekel haben sich durch die alleinige EQ-Gabe
gegenlUber den SF-Tieren vergréBert und an Vernetzung zugenommen.
Dieser knochenprotektive Effekt ist bei gleichzeitiger GKV wesentlich gréBer.
Sehmisch et al. (2010) fuhrten einen ahnlichen Versuch an ovx Ratten ohne
kérperliches Training durch. Nachdem die Tiere eine Osteopenie ausgebildet
hatten, stellten sie das Futter auf die Testsubstanzen um. Finf Wochen
nach Futterumtausch wiesen die mit EQ und E2 behandelten Tiere
wesentlich mehr Knotenpunkte in der Spongiosa auf als die Tiere der GEN-

und der mit SF-Futter erndhrten Referenzgruppe (Sehmisch et al. 2010).
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Wir vergleichen an dieser Stelle die Knotenpunkte der Trabekel aus dem
Versuch von Sehmisch et al. (2010) mit der Kompaktheit aus dem
vorliegenden Versuch. Hierbei stimmen die Ergebnisse bezlglich der EQ-
Gruppe nur teilweise mit denen von Sehmisch et al. (2010) Uberein. In dem
vorliegenden Versuch ist die Kompaktheit der mit EQ-zugefltterten Ratten
nach 3 Wochen kleiner und nach 8 Wochen ohne zuséatzliche Vibration
groBer als die der mit SF-Futter erndhrten Tiere. Verglichen mit den Ratten
unter GEN-Gabe ist die Kompaktheit nach 3 Wochen und 8 Wochen ohne
zusatzliche Vibration kleiner. Mit zusatzlicher Vibration ist die Kompaktheit
in der EQ-Gruppe gréBer als in allen anderen Versuchsgruppen auBler der
E2-Gruppe. Entweder haben sich diese Unterschiede aufgrund der
verschiedenen Geschlechter ergeben oder der Ausgangspunkt der
Knochenschadigung ist ursachlich. In dem vorliegenden Versuch wurde im
Gegensatz zu dem Versuch von Sehmisch et al. (2010) mit dem
Futterumtausch begonnen, als die Ratten noch keine Osteopenie
ausgebildet hatten. Es waren weitere Versuchsreihen nétig, um den Einfluss
der Knochenschadigung zum Zeitpunkt der Hormongabe auf die Spongiosa

zu klaren.

5.5 Wirkung der Hormone auf die Epiphysenfuge der orx Ratte

Die Epiphysenfuge ist ein Bereich zwischen Metaphyse und Epiphyse des
Réhrenknochens, der den Ort des Langenwachstums darstellt (Milz et al.
2002). In der Kieferorthopadie stellt die Epiphyse ein diagnostisches Mittel
zur Ermittlung des kndchernen Entwicklungsstands von Kindern dar. Das
anatomische Alter kann anhand von Rdéntgenaufnahmen der linken Hand
bestimmt werden (Methode nach Greulich und Pyle). Mit dem Ende der
Pubertat verkndchert die Epiphysenfuge beim Menschen vollstéandig. Dieser
Prozess wird in beiden Geschlechtern vor allem durch Ostrogene reguliert
(Compston 2001, Mohnike und Richter-Unruh 2013, Perry 2008). Das
Knochenwachstum der Ratte ist mit dem des Menschen vergleichbar
(Hughes und Tanner 1970, Van der Eerden 2002). Allerdings schlieBt sich
die Epiphysenfuge bei der Ratte nicht mit dem Ende ihrer sexuellen Reifung,
sondern erst viel spater im Leben (Hughes und Tanner 1970, Van der

Eerden 2002). Obwohl die Epiphysenfuge der Ratte erst sehr spat
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geschlossen wird, nimmt ihr Wachstum mit dem Alter stetig ab (Van der
Eerden 2002).

Alle getesteten Hormone wirken auf die Epiphysenfuge durch eine
kontinuierliche Abnahme ihrer Breite. Durch die Orx wird die Abnahme der
Epiphsenfugenbreite verzdgert. Dieses Ergebnis stimmt mit einer Studie an
ovx Madusen Uberein, an denen die Dickenabnahme der Epiphysenfuge
gegenlUber den intakten Mausen langsamer voranschreitet (Yao et al 2006).
Unter Ostrogenzufuhr nimmt hingegen die Proliferation der Chondrozyten
ab, was beim Menschen zur schnelleren Verkndcherung der Epiphysenfuge
fihrt (Weise et al. 2001). Aus diesem Grund haben die Tiere der E2-Gruppe
zu jedem Zeitpunkt die schmalste Epiphyse. Sie nimmt ebenfalls von der
2. bis zur 8. Woche kontinuierlich ab. Diese zunehmend schmaler werdende
Epiphysenfuge deckt sich mit zahlreichen Studien (Compston 2001, Kapur
et al 2010, Milz et al. 2002). Compston (2002) stellten an Nagern und
Kaninchen sogar fest, dass durch einen E2-Mangel die Epiphysenfuge
gegenlber einer Kontrollgruppe nicht im gleichen MaBe geschlossen wurde.
Bei ovx Ratten konnte hingegen durch E2-Substitution die Reduktion der
gesamten Wachstumsplatte induziert werden (Compston 2002).

Die Phytohormone GEN und EQ besitzen die strukturellen Eigenschaften der
Ostrogene. Deshalb kénnen

Tab. 11: Wirkung der Hormone auf die

sie sowohl 6strogene als auch . ,
Epiphysenfuge:

antiéstrogene Eigenschaften
haben (Sargeant et al. 1993,

= Orx verzégert die Abnahme der
Epiphysenfugenbreite
Wolters und Hahn 2004). | « uUnabhangig von der Hormongabe nimmt die

Unter diesem Gesichtspunkt Epiphysenfuge im Zeitverlauf an Dicke ab

|ége es nahe, dass diese = E2 induziert die starkste Abnahme der
Epiphysenfugendicke
= GKV hat keinen Einfluss auf die Dicke der

Epiphysenfuge

Phytohormone in gleicher Art
und Weise auf die Epiphysen-

fuge wirken wie E2. Auch in

den GEN- und EQ-Gruppen ist eine kontinuierlich schmaler werdende
Epiphyse Uber die 8 Wochen anhaltende Gabe zu erkennen. Sie ist
allerdings zu jedem Zeitpunkt zwischen 20 und 30 ym dicker als die der mit
E2 versorgten Tiere. Die Phytohormone haben auf die Epiphysenfuge eine

geringere o6strogene Wirkung als E2.
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Die zusatzlich vibrierten Gruppen unterscheiden sich in der Dicke der
Epiphysenfuge kaum von ihren nicht zusatzlich vibrierten Vergleichs-
gruppen. Die Vibration hat offensichtlich keinen Einfluss auf die
Verkndcherung der Epiphysenfuge. Dennoch haben nach 2 Wochen die
Ratten der Kontrollgruppe eine nicht signifikant dickere Epiphysenfuge als
die Tiere der SF-Gruppe. Diese beiden Gruppen unterscheiden sich nur
durch die Trepanation und die GKV in der SF-Gruppe. Da durch die
Ergebnisse der 8. Woche ein Einfluss der GKV ausgeschlossen werden kann,
muss die Trepanation zu einer schnelleren Abnahme der Epiphysenfugen-

breite gefiihrt haben.

5.6 Wirkung der Hormone auf den tibialen Gelenkknorpel

Die Auswertung der Gelenkknorpel gestaltete sich schwieriger, denn in den
histologischen Praparaten war der Knorpel meistens vom Knochen abgel6st
und zerstdrt. Die Messungen beruhen fast immer nur auf Anteilen des
Knorpels. Demnach kdnnen die Ergebnisse der Gelenkknorpeldicke lediglich
als Tendenzen angesehen werden.

Der tibiale Gelenkknorpel ist bisher bei der Erforschung der Osteoporose nur
wenig berlcksichtigt worden. Allerding wird der Osteoporose bei der Frau
ein Ostrogenmangel auf Grund des zunehmenden Alters und der Menopause
zu Grunde gelegt (Bartl 2008). Einem solchen Ostrogenmangel wird
ebenfalls eine héhere Inzidenz flur Osteoarthritis zugesprochen (Sniekers et
al. 2008). Es liegt nahe, dass Osteoporose und eine Gelenkknorpel-
degeneration miteinander einhergehen (Multanen et al. 2013). Auch an
Tiermodellen flhrte die Ovx zu Knorpeldegenerationen (Sniekers et al.
2008). Durch Ostrogentherapie konnte der Gelenkknorpel von ovx Ratten
hingegen geschitzt werden (Oestergaard et al. 2006).

In dem vorliegenden Versuch haben die Ratten der SF-Gruppe einen
tendenziell dickeren Gelenkknorpel als die Tiere der Kontrollgruppe.
Schlussfolgernd hat die vorherige GKV einen dickeren Gelenkknorpel
induziert. Ein positiver Einfluss von moderatem Laufbandtraining konnte
auch auf die Arthrose im Knie der mannlichen Ratte festgestellt werden
(Fallah Mohammadi et al. 2013).
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Unter E2- und DHT-Gabe nimmt die Gelenkknorpeldicke Uber den
Versuchszeitraum zu. In Kombination mit der GKV fuhren diese beiden
Hormone nochmals zu einem Gelenkknorpelzuwachs. Dennoch schiitzen E2-
und DHT-Substitution den Gelenkknorpel nicht besser als die alleinige SF-
Erndhrung.

Auch die Phytohormone GEN und EQ Uben keine protektiveren Einfllisse auf
den Gelenkknorpel aus als die SF-Medikation. Gegenlber den Sexual-
hormonen wirkt sich die GKV in Kombination mit den Phytohormonen nicht
positiv auf den Gelenkknorpel aus.

Die alleinige GKV scheint den Gelenkknorpel am effektivsten gegen dessen

Degeneration bei der orx Ratte zu schitzen.
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6 Zusammenfassung

Auf Grund der zunehmenden Lebenserwartung nimmt das Erkrankungsbild
der Osteoporose nicht nur bei der Frau, sondern auch beim Mann zu.
Therapeutische und praventive Ansatze wie zum Beispiel die Substitution
der Sexualhormone DHT und E2 sowie der Phytohormone GEN und EQ sind
bislang vorwiegend im Rahmen der weiblichen Osteoporose erforscht. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die Gabe der
oben genannten Hormone bzw. Hormonersatzstoffe die Osteoporose der orx
Ratte positiv beeinflussen. Zusatzlich sollte der Einfluss einer Ganz-Koérper-
Vibration und der Wundheilung des Knochens auf das Knochenremodelling
abgeklart werden. Fur die Auswertung wurden histologisch die Kortikalis,
die Spongiosa, die Epiphysenfuge und der Gelenkknorpel der Tibia
untersucht. Als Modell diente der Knochen der orx SD-Ratte. 180
Versuchstiere wurden in drei zeitlich gestaffelte Serien unterteilt und einer
4-wochigen Vibration unterzogen. Die Halfte der Versuchstiere der 3. Serie
wurde zusatzlich ein 2. Mal Uber einen Zeitraum von 4 Wochen vibriert.
Neben einer orx Gruppe ohne Vibration und Trepanation diente in jeder
Serie eine weitere mit sojafreiem Futter versorgte, vibrierte und trepanierte
Gruppe als Kontrolle.

Die Hormongabe flhrt zu unterschiedlichen Effekten auf die Kortikalis, die
Spongiosa, die Epiphysenfuge und den Gelenkknorpel des tibialen
Knochens. Durch die Trepanation werden die Trabekel der orx Ratte
groBer und verzweigter. Die GKV hingegen hat bei diesen Ratten eine
Zunahme der Kortikalisdicke und eine Ausdiinnung der Trabekel zur Folge.
Die durch die GKV induzierte Dickenzunahme der Kortikalis wird sowohl
durch DHT- als auch E2-Gabe unterdrickt. Anders als bei den
Sexualhormonen bewirkt die Gabe von EQ und besonders von GEN in
Kombination mit der GKV bei der orx Ratte eine starke Zunahme der
Kortikalisdicke. Im Gegensatz zu GEN scheint EQ den kortikalen Knochen
der orx Ratte ohne GKV nicht auf dem Niveau der SF-Kontrollgruppe zu
erhalten.

Auf die Spongiosa bewirkt die Kombination von E2 und GKV eine
Rarifizierung der Trabekel, wahrend DHT zusammen mit GKV die Anzahl der

Trabekel reduziert. Die alleinige Substitution der Sexualhormone scheint
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verzweigtere und gréBere Trabekel bei der orx Ratte hervorzurufen als bei
reiner SF-Erndhrung. Die ausschlieBliche Gabe der Phytohormone induziert
ebenfalls gréBere Trabekelflachen und hdher verzweigte Trabekel bei der
orx Ratte. In Kombination mit der GKV werden die Trabekel unter GEN-
Gabe hingegen kleiner, aber ihre Anzahl nimmt zu. Zusammen mit der GKV
nehmen die Trabekel unter EQ-Gabe stark an GroBe und Verzweigung zu. In
dieser Kombination wirkt nur die Gabe von EQ positiv auf die Spongiosa.
Unabhangig von der Gabe der verschiedenen Hormone bzw. Hormon-
ersatzstoffe nimmt die Dicke der Epiphysenfuge in allen Versuchsgruppen
ab. Die E2-Substitution induziert eindeutig die starkste Abnahme der
Epiphysenfugendicke. Die GKV hat keinen Einfluss auf die Dicke der
Epiphysenfuge genommen.

Alle getesteten Hormone bzw. Hormonersatzstoffe haben im Gesamtverlauf
des Versuches keine eindeutig protektive Eigenschaft auf den tibialen
Gelenkknorpel im Vergleich zur SF-Gruppe. Die GKV scheint den
Gelenkknorpel am effektivsten zu schitzen.

Im Gesamtkontext der Untersuchung scheint insbesondere die Gabe von
EQ in Kombination mit der Ganz-Koérper-Vibration den verlasslichsten
therapeutischen bzw. praventiven Ansatz zur Behandlung der mannlichen

Osteoporose darzustellen.
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7 Anhang

Tabellen

Tab. A-1: Ubersicht iber die Anfertigung der Goldner-Firbung. Angegeben sind
die einzelnen Bearbeitungsschritte, die Dauer der Anwendung und die
Zusammensetzung der Lésungen.

1. Hamatoxylin nach Weigert 10

2. ,Blauen" in Leitungswasser 10

Ponceau de Xylidine (2 g) + Saurefuchsin (1 g) + Essigsaure (0,4 ml,
1%) + Wasser (200 m dest.l)

4. Spllen in Essigsaure (1 %) 1

5. Absplilen mit Wasser (dest.)

Wolframatophosphorsaure (2 g) + Orange G (1 g) + Wasser (200 ml

6 7
dest.)

7. Spulen in Essigsaure (1 %) 1

8. Lichtgrin (0,4 g) + Essigsaure (0,4 ml) + Wasser (200 ml dest.) 10

9. Auswaschen mit Essigsaure (1 %)

10. Entwassern in Ethanol (96 % und 100 %) je5

11. Einlegen in Xylol 5
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Tab. A-2: Deskriptive Statistik der MeBwerte der Kortikalisdicke der Tibia bei der
Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei erndhrt wurden, Orx erhielten und nicht
trepaniert und gerlttelt wurden) und den Gruppen SF, DHT, E2, GEN und EQ
(ANOVA mit Holm-Sidak-Test gegen eine Kontrollgruppe); N (Anzahl der
Messungen), Mean (Mittelwert), Std Dev (Standardabweichung), SEM
(Standardfehler vom Mittelwert) Signifikanz: ja=p<0,001

Group Name N Mean Std Dev SEM Signifikanz Signifikanz
(um) (um) (um)
KG 157 552,200 120,394 9,6 ==
SF 2w 162 716,585 192,105 15,1 == ja
DHT 2w 149 621,561 170,482 14,014 ja Ja
E2 2W 120 626,516 169,900 15,575 ja ja
GEN 2w 135 654,533 89,323 7,716 ja ja
EQ 2w 161 632,855 135,052 10,677 ja ja
SF 3w 125 605,604 131,086 11,772 = ja
DHT 3W 141 635,398 158,548 13,400 nein ja
E2 3W 134 539,174 103,362 8,963 ja nein
GEN 3W 99 560,918 72,768 7,351 p=0,007 nein
EQ 3w 126 562,206 122,870 10,990 p=0,006 nein
SF 8w 92 591,141 90,003 9,435 = p=0,036
DHT 8w 125 526,275 131,402 11,800 ja nein
E2 8W 92 537,554 83,596 8,763 ja nein
GEN 8W 128 596,323 85,205 7,561 nein ja
EQ 8w 91 560,204 69,255 7,300 nein nein
SF 8W vib. 65 708,8 179,0 22,4 = ja
DHT 8W vib. 68 529,0 94,5 11,5 ja nein
E2 8W vib. 92 529,0 72,2 7,6 ja nein
GEN 8W vib. 64 746,3 193,9 24,4 nein ja

EQ 8W vib. 63 604,5 78,5 10,0 ja p<0,006
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Tab. A-3: Deskriptive Statistik der MeBwerte der Trabekelflache der Tibia bei der
Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei erndhrt wurden, Orx erhielten und nicht
trepaniert und gerlttelt wurden) und den Gruppen SF, DHT, E2, GEN und EQ

(Kruskal-Wallis Anova der Range und multipler Vergleich nach Dunn);

(Mittelwert), Std Dev (Standardabweichung), SEM (Standardfehler vom Mittelwert),

Signifikanz: ja=p<0,05

Group N Mean Std Dev SEM Signifikanz Signifikanz
fame (um2)  (um2)  (um?)

KG 435 6554,4 2594,4 15584,9 ==
SF 2w 406 8216,4 2816,3 20399,7 == nein
DHT 2w 381 7321,6 3111,5 19691,9 nein nein
E2 2W 344 5247,3 2133,8 14688,9 ja nein
GEN 2w 332 7014,7 2563,0 25440,8 nein nein
EQ 2w 352 7949,4 3018,9 27431,3 nein ja
SF 3w 386 5004,8 1643,3 13393,7 = ja
DHT 3w 389 7167,6 2577 ,4 20134,1 ja nein
E2 3W 342 5474,5 2277,2 17193,3 nein nein
GEN 3W 190 7437,5 2582,1 19138,5 ja nein
EQ 3W 388 6379,9 2705,9 16596,0 ja nein
SF 8w 244 6342,4 2903,6 15120,4 == nein
DHT 8W 298 10267,3 3809,8 25649,5 ja ja
E2 8W 230 9345,5 3738,1 28816,9 ja ja
GEN 8W 215 9253,0 2914,1 26595,9 ja ja
EQ 8w 149 7582,2 3007,2 15991,3 nein nein
SF 8W vib. 207 5815,3 2581,5 14598,7 o= nein
DHT 8W vib 100 10297,8 3400,5 25978,4 ja nein
E2 8W vib. 140 7982,2 3148,1 24018,8 nein nein
GEN 8W vib 155 6569,6 2931,7 19170,1 nein nein
EQ 8W vib. 239 10168,9 4593,7 23411,3 ja ja
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Tab. A-4: Deskriptive Statistik der Summe der Trabekelflichen im Verhaltnis
zur Messflache bei der Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei ernahrt wurden, Orx
erhielten und nicht trepaniert und gerittelt wurden) und den Gruppen SF, DHT, E2,
Gen und EQ; X Trb-FI (Summe der Trabekelanschnitte), Bilder (Anzahl der
ausgewerteten Bilder), b3 Bild-Fl (Summe der Bildflachen, ein
Bild=5785510,627um2=5,79mm?2), prozentuale Trb-Fl (Anteil der Trabekelflache an
der Messflache)

Gruppe

6129628,85

Bilder

(N)

Z Bild-FI

(Hm?2)

57855106,27

prozentuale

8232610,86 12 69426127,52 11,86

7555425,54 12 69426127,52 10,88

6577738,19 12 69426127,52 9,47

8408268,36 12 69426127,52 12,11

12307181 12 69426127,52 17,73

5473576,21 9 52069595,6 10,51

8325007,96 10 57855106,3 14,39

6089856,36 10 57855106,3 10,53

4038650,65 8 46284085 8,73

6756492,74 10 57855106,3 11,68

SF 8w 3650662,2 8 46284085 7,89
DHT 8W 8171363,5 10 57855106,3 14,12
E2 8W 7099363,16 8 46284085 15,34
GEN SW 5443094,8 9 52069595,6 10,45
EQ 8W 3851277,83 6 34713063,8 11,09
SF 8W vib. 2985564,7 8 46284085 6,45
DHT SW vib. 3316283,19 6 34713063,8 9,55
E2 SW vib. 3580005,7 6 34713063,8 10,31
GEN 8W vib. 2924260 5 28927553,1 10,11
7352415,22 8 46284085 15,89

EQ 8W vib.
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Tab. A-5: Deskriptive Statistik der MeBwerte der Kompaktheit der Trabekel bei
der Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei ernahrt wurden, Orx erhielten und nicht
trepaniert und gerittelt wurden) und den Gruppen SF, DHT, E2, Gen und EQ
(Kruskal-Wallis Anova der Range und multipler Vergleich nach Dunn); N (Anzahl der
Messungen), Mean (Mittelwert), Std Dev (Standardabweichung), SEM
(Standardfehler vom Mittelwert), Signifikanz: ja=p<0,05

Gruppe N Mean Std SEM Signifikanz Signifikanz
Dev

KG 436 22,3 16,9 34,562 =
SF 2w 406 23,1 17,175 36,015 == nein
DHT 2w 381 22,1 17,259 35,6 nein nein
E2 2W 344 22,5 16,845 36,101 nein nein
GEN 2w 332 21,5 16,877 36,838 nein nein
EQ 2w 352 21,4 16,605 38,983 nein nein
SF 3w 386 23,997 17,578 35,939 = nein
DHT 3w 389 22,581 17,297 34,512 nein nein
E2 3W 342 22,798 17,832 38,844 nein nein
GEN 3W 190 23,796 17,184 36,137 nein nein
EQ 3W 388 22,481 17,204 38,216 nein nein
SF 8w 244 18,866 15,994 28,38 = ja
DHT 8w 298 23,636 17,699 36,508 ja nein
E2 8W 230 24,415 18,537 41,127 ja ja
GEN 8W 215 24,572 17,55 36,603 ja nein
EQ 8w 149 20,483 16,884 32,885 nein nein
SF 8W vib. 207 19,977 16,082 30,801 = nein
DHT 8W vib. 100 20,75 16,936 40,742 nein nein
E2 8W vib. 140 24,649 17,779 40,958 ja nein
GEN 8W vib. 155 21,694 16,806 33,039 nein nein

EQ 8W vib. 239 23,38 17,447 44,048 ja nein
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Tab. A-6: Deskriptive Statistik der MeBwerte der Dicke der Epiphysenfuge der
Tibia bei der Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei ernahrt wurden, Orx erhielten
und nicht trepaniert und gerittelt wurden) und den Gruppen SF, DHT, E2, Gen und
EQ (ANOVA mit Holm-Sidak-Test gegen eine Kontrollgruppe); Mean (Mittelwert),
Std Dev (Standardabweichung), SEM (Standardfehler vom Mittelwert), Signifikanz:
ja=p<0,001

Group Name N Mean Std Dev SEM Signifikanz Signifikanz
(um) (um) (um)

KG 185,0 197,8 45,3 3,3 —
SF 2w 212,0 190,4 47,0 3,2 = nein
DHT 2W 218,0 177,9 41,9 2,8 ja ja
E2 2W 173,0 150,2 29,1 2,2 ja ja
GEN 2w 235,0 172,9 35,5 2,3 ja ja
EQ 2w 170,0 179,0 43,2 3,3 ja ja
SF 3W 207,0 175,2 31,9 2,2 == ja
DHT 3W 263,0 172,0 38,1 2,4 nein ja
E2 3W 220,0 136,2 34,1 2,3 ja ja
GEN 3W 172,0 164,6 30,8 2,4 p<0,003 ja
EQ 3W 200,0 160,4 29,8 2,1 ja ja
SF 8w 147,0 147,9 29,0 2,4 == ja
DHT 8w 159,0 149,4 28,6 2,3 nein ja
E2 8W 135,0 131,0 27,7 2,4 ja ja
GEN 8W 176,0 154,6 28,2 2,1 nein ja
EQ 8w 125,0 147,6 22,6 2,0 nein ja
SF 8W vib. 173,0 150,2 24,5 1,9 == ja
DHT 8W vib. 131,0 148,4 28,5 2,5 nein ja
E2 8W vib. 172,0  134,2 25,2 1,9 ja ja
GEN 8Wvib. 111,0 148,6 25,3 2,4 nein ja

EQ 8W vib. 147,0  147,9 27,0 2,2 nein ja
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Tab. A-7: Deskriptive Statistik der MeBwerte der Dicke des Gelenkknorpels der
Tibia im Kniebereich bei der Kontrollgruppe (KG = Tiere, die sojafrei ernahrt
wurden, Orx erhielten und nicht trepaniert und gerittelt wurden) und der Gruppen
SF, DHT, E2, Gen und EQ (ANOVA der Range mit Dunn-Test gegen eine
Kontrollgruppe); Mean (Mittelwert), Std Dev (Standardabweichung), SEM
(Standardfehler vom Mittelwert), Signifikanz: ja=p<0,05

Group Name N Mean Std Dev SEM Signifikanz Signifikanz
(um) (um) (um)

KG 69,0 107,2 77,7 134,3 —
SF 2w 80,0 137,7 91,7 173,9 == nein
DHT 2W 134,0 87,7 61,2 186,5 ja nein
E2 2w 80,0 90,6 60,1 149,9 ja nein
GEN 2w 146,0 146,4 94,7 236,7 nein ja
EQ 2w 126,0 134,0 91,1 203,6 nein nein
SF 3w 67,0 105,7 69,4 139,8 == nein
DHT 3W 157,0 91,8 68,7 142,3 nein nein
E2 3W 101,0 178,7 101,8 262,2 ja ja
GEN 3W 112,0 126,0 97,1 203,5 ja nein
EQ 3W 69,0 131,4 70,5 235,2 nein nein
SF 8w 78,0 146,9 78,6 237,2 == ja
DHT 8W 75,0 118,3 70,6 186,5 nein nein
E2 8W 80,0 122,0 89,1 200,8 nein nein
GEN 8W 90,0 142,8 90,3 204,4 nein ja
EQ 8w 57,0 151,8 114,3 194,7 nein ja
SF 8w Vib. 63,0 150,8 101,4 198,4 = ja
DHT 8W vib. 80,0 141,7 86,3 213,1 nein ja
E2 8W vib. 86,0 149,8 99,9 195,3 nein ja
GEN 8W vib. 51,0 131,3 89,2 181,7 nein nein

EQ 8W vib. 46,0 109,8 69,6 124,3 ja nein
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