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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einleitung und Fragestellung

Die Osteoporose zahlt laut Weltgesundheitsorganisation WHO weltweit zu einer der
zehn haufigsten Volkskrankheiten. Definiert ist sie als eine systemische
Skeletterkrankung, die durch eine niedrige Knochenmasse und eine Verschlechte-
rung der Mikroarchitektur des Knochengewebes mit nachfolgender Knochenbrichig-
keit charakterisiert ist, so das NIH Consensus Developement Panel on Osteoporosis
(NIH 2001). In der Bundesrepublik Deutschland gilt die Osteoporose nach wie vor als
untertherapiert und unterdiagnostiziert. Auf Europa bezogen verursacht die
Osteoporose jahrlich insgesamt direkte Kosten in Hohe von 36 Mrd €. Von klinischer
Bedeutung sind vor allem die 2,7 Mio osteoporoseassoziierten ,Low-Trauma-
Frakturen®, die jahrlich an den Pradilektionsstellen wie proximales Femur,
Lendenwirbelsaule oder aber dem distalen Radius auftreten. Diese sind sowohl flr
Schmerzen, lang andauernde Morbiditat bis hin zum Verlust der Mobilitat als auch fur
eine erhohte Mortalitat der Erkrankung verantwortlich. Um diesen Osteoporose-
assoziierten Komplikationen entgegenzuwirken, ist es von enormer Bedeutung
etablierte Therapien zu optimieren, und darlUber hinaus antiosteoporotische
Substanzen zu entwickeln, die ein geringes Nebenwirkungspotenzial besitzen.

Neben der medikamentosen Therapie stellt die Basistherapie, die im besonderen
einer effektiven Sturzprophylaxe dient, einen wichtigen Pfeiler der Behandlung dar.
Die medikamentése Therapie an sich dient vor allem der Verbesserung der
Knochenqualitat und der Steigerung der Knochenmasse. Dabei spielt die Therapie
der postmenopausalen Osteoporose, der mit Abstand haufigsten Form, eine
entscheidende Rolle. Jede dritte Frau ist gefahrdet, in ihrer Postmenopause an einer
Osteoporose zu erkranken und eine sogenannte ,Low-Trauma-Fraktur® zu erleiden.
Die durch den Verlust der Gonadenfunktion entstehende Form der Osteoporose war
jahrelang durch die Substitution von Hormonen, vor allem von Ostrogenen, therapiert
worden. Die Hormontherapie, die unter vielen Substanzen nachweislich das hochste
antiosteoporotische Potenzial besitzt, ist jedoch erheblich in die Kritik geraten, da sie
eine hohe Zahl unerwlnschter Nebenwirkungen mit sich bringt. In diversen
renommierten Studien wurde die erhohte Inzidenz von Mammakarzinomen und
thromboembolischen Ereignissen unter Ostrogentherapie nachgewiesen. Zusétzlich

schwindet die Akzeptanz der Hormontherapie unter den betroffenen Frauen und eine
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1 Einleitung

Hormontherapie wird nur noch in Ausnahmefallen eingeleitet.

Somit gilt es, Medikamente zu finden, die im Wesentlichen einen erwunschten
osteoprotektiven Effekt zeigen, jedoch ein geringeres Mall an Nebenwirkungen
aufweisen. Neben diversen weiteren Substanzen sind als potenzielle Therapie-
alternativen zunehmend Phytodstrogene und endokrine Disruptoren in den Fokus der
Wissenschaft geriickt. Die in ihrer chemischen Struktur den Ostrogenen &hnlichen
Substanzen wirken an diversen Organen sowohl 6strogenagonistisch als auch
Ostrogenantagonistisch.

Durch eine biomechanische und eine histomorphometrische Bestimmung sowie einer
Veraschung zuvor definierter Lendenwirbelkorper wurde in dieser Arbeit das
Phytohormon Daidzein und der endokrine Disruptor 4-MBC hinsichtlich ihrer
antiosteoporotischen Potenz, verglichen mit einer 6strogenfrei und einer 6strogen-
behandelten Kontrollgruppe, untersucht. Getestet wurden die Substanzen Uber einen
Zeitraum von 35 Tagen (5 Wochen), respektive 70 Tagen (10 Wochen) an den
Lendenwirbelkdrpern ovariektomierter und infolgedessen an Osteoporose erkrankter

Sprague-Dawley-Ratten.

1.2. Grundlagen

1.2.1. Knochen

Der Knochen ist ein dynamisches Organ, welches vielfaltige Aufgaben leistet. Er
besitzt Stutz- und Fortbewegungsfunktion, dient zum Schutz von Organen (z.B. dem
Herz im knochernen Thorax), ist neben dem lymphatischen System an der
Hamatopoese beteiligt und dient als groltes Mineraldepot des Korpers (Welsch
2003).

Das Knochengewebe wird erst nach der Geburt kontinuierlich aus Knorpel und
Bindewegebe zum festen, lamellaren Knochen umgewandelt. Abschluss findet diese
Ausdifferenzierung, die als ,Modeling® bezeichnet wird, in dem SchlieRen der
Epiphysenfugen wahrend der Pubertat. Zeitlebens wird der Knochen standig
wechselnden Anspruchen angepasst. Diese Anpassung, die als ,Remodeling®
bezeichnet wird, dient vor allem dazu, Kalzium zur Aufrechterhaltung der Kalziumho-
moostase zu mobilisieren, altes Knochengewebe zu ersetzen, den Knochen an neue
Belastungen zu adaptieren sowie der Reparatur von Mikrofrakturen und Frakturen
(Bartl 2008). Maldgeblich beteiligt an diesen Umbauprozessen sind Osteoblasten und

Osteoklasten, die ihrerseits durch Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine
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1 Einleitung

beeinflusst werden.

Makroskopisch betrachtet lasst sich der Knochen in eine Substantia compacta und
eine Substantia spongiosa (Knochenbalkchen,Trabekel) einteilen. Die Substantia
compacta, auch als Kortikalis bezeichnet (von lat. Cortex, ,Rinde®), bildet die aul3ere
Schicht des Knochens. Uberzogen ist die Kortikalis mit bindegewebigem Periost. Das
Endost bildet die innere, bindegewebige Auskleidung der Kortikalis (Benninghoff et
Drenckhahn 2008). Der spongidose Anteil des Knochens befindet sich als
dreidimensionales System fein verzweigter, parallel zueinander angeordneter
Trabekel im Inneren des Skelettknochens, zwischen denen weite Raume fir
blutbildendes Gewebe und Fettgewebe frei bleiben. Die Ausrichtung der Trabekel
erfolgt entlang der Trajektionslinien, parallel zur gréfdten Druck- und Biegebean-

spruchung.

1.2.2 Knochenzelltypen und Knochenmatrix

Das Knochengewebe besteht aus zellularen Anteilen, einer extrazellularen Matrix
sowie eingelagerten Mineralien. Hauptzellbestandteile sind Osteozyten, Osteoklasten
und Osteoblasten. Die Knochenmatrix besteht aus organischen und anorganischen

Anteilen.

1.2.2.1 Osteoblasten

Osteoblasten differenzieren sich aus mesenchymalen Stammzellen Uber Osteopro-
genitorzellen. Diese befinden sich im Periost und Endost und werden z.B. bei dem
Auftreten von Frakturen stimuliert, um sich zu replizieren. lhre Aufgabe besteht darin,
Knochenmatrix im wachsenden und ausgereiften Knochen zu synthetisieren. In
epithelahnlicher Anordnung und Uber Nexus miteinander verbunden sezernieren sie
Kollagen Typ |, Proteoglykane, Osteokalzin, Osteopontin und Osteonektin sowie
weitere Proteine, die zusammen den organischen Anteil der Knochenmatrix
ausmachen, jedoch noch nicht verkalkt sind. Diese Form der Knochenmatrix wird
Osteoid genannt. Durch Einlagerung von Calciumphosphat entsteht die endgultige
Knochenmatrix. Stimulus hierflr sind die Ausschuttung von Zytokinen (z.B.Trans-
formation-Growth-Factor-B (TGF-B)) sowie mechanische Reize durch koérperliche
Belastung. Zusatzlich produzieren die Osteoblasten parakrin und autokrin
Wachstumsfaktoren und besitzen Rezeptoren fir Hormone wie flr das Parathormon

sowie weitere Zytokine und Vitamine. Auch fur den Knochenabbau sind Osteoblasten
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1 Einleitung

essentiell. Neben der Sezernierung osteoklastenstimulierender Zytokine
synthetisieren sie Enzyme aus der Tumornekrosefaktor-Rezeptorfamilie wie
Osteoprotegerin (OPG) und Rezeptoraktivator von NF-kB (RANKL). Durch die Inter-
aktion von OPG, RANKL und dem Rezeptoraktivator von NF-kB (RANK), welcher auf
den hamatopoetischen Osteoklastenvorlauferzellen exprimiert wird, findet die
Differenzierung der Osteoklastenvorstufen zu Osteoklasten statt (Welsch 2003,
Jakob et al. 2008).

1.2.2.2 Osteozyten

Osteozyten stellen den Hauptbestandteil des lamellaren Knochens dar. Etwa jeder
zehnte Osteoblast wird zum Osteozyt umgebaut. Osteozyten liegen innerhalb des
Knochens in einem weit verzweigten Hohlraumsystem (Lakunen und Canaliculi). lhre
Fortsatze kommunizieren Uber gap junctions. Diese ermdglichen den Austausch,
bzw. den Transport organischer und anorganischer Substanzen von den an das
perivaskulare Bindegewebe angeschlossenen Osteoblasten bis in die Peripherie der
Osteonen, die in der Pars compacta aus Osteozyten und der sie umgebenden
Grundsubstanz gebildet werden. Neben der ernahrenden Funktion der Osteozyten
wird postuliert, dass Osteozyten den Muskelzug am Knochen registrieren und an die
auf der Knochenoberflache liegenden Baueinheiten weitergeben. Somit spielen sie
eine grolRe Rolle beim Knochenumbau. Die Anzahl der Osteozyten spiegelt die
Knochendichte wider. Sinkt im Alter die Anzahl der Osteozyten, so sinkt auch die
Knochendichte und die Qualitdt des Knochens mit resultierender erhdhter
Frakturneigung (Bartl 2008, Welsch 2003).

1.2.2.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind terminal differenzierte Zellen des Monozyten-/ Makrophagen-
systems des Knochenmarks. Durch Fusion mehrerer Zellen bilden sich mehrkernige
Synzitien, deren Aufgabe darin besteht, alten und schwachen Knochen abzubauen.
Durch die Sezernierung proteolytischer Enzyme und Protonen beginnt die
Demineralisierung des abzubauenden Knochengewebes. Der Zelldetritus wird
phagozytiert und mit Hilfe von Proteasen verdaut.

Gesteuert wird die Aktivierung der Osteoklasten Uber diverse Zytokine und Hormone.
Sowohl die Hormone Thyroxin, Leptin, Ostrogen und Parathormon als auch die

Zytokine IL-1 und RANK aus der TNF-Familie beeinflussen durch die genannte
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Interaktion mit RANKL die Rekrutierung, Differenzierung und Aktivierung der
Osteoklasten positiv. Hemmend dagegen wirken u.a. Calcitonin und TGF-[3 sowie
das bei der Demineralisierung frei werdende Calcium, welches riickkoppelnd negativ
auf die Aktivitat der Osteoklasten wirkt (Jakob et al. 2008).

1.2.2.4 Knochenmatrix
Die Knochenmatrix setzt sich zu ca. 35% aus organischen und zu ca. 65% aus

anorganischen Anteilen zusammen.

Die organischen Anteile bestehen zu 90 % aus parallel zueinander angeordneten
Kollagenfasern vom Typ | neben weiteren Knochenproteinen und Proteoglykanen,
die von den Osteoblasten durch den Einfluss verschiedener Wachstumshormone
synthetisiert werden.

Der anorganische Teil wird gebildet aus einer kristallinen Ablagerungsform des
Kalziumphosphates, dem Hydroxylapatit (CA10[PO4]6[OH],), das in regelmaligen
Abstanden in das Kollagengerust eingelagert wird.

Durch die Zusammensetzung vor allem des Kollagens und der Hydroxylapatitkristalle
bekommt der Knochen eine hohe Druck- und Biegefestigkeit und erlaubt erhebliche

Biege- und Torsionsbewegungen (Welsch 2003).

1.3. Osteoporose

1.3.1. Definition

Die Osteoporose wird zum einen nach pathophysiologischen Kriterien, zum anderen
nach der Knochendichte definiert.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) hat im Jahre 1994 die Osteoporose der
Frau wie folgt operational anhand der Knochendichtemessung definiert. Der
Definition nach liegt eine Osteoporose vor, wenn der Knochenmineraldichtegehalt in
einer DXA-Knochendichtemessung (Dual Energie X-Ray Absorptiometry) der
Lendenwirbelsaule und/oder des proximalen Femurs um mehr als -2,5 Standardab-
weichungen (SD) vom Mittelwert der peak bone mass (beschreibt die maximale
Knochendichte im Alter zwischen 25 und 30 Jahren) einer 30-jahrigen Frau abweicht
(WHO 1994). Angegeben wird die Standardabweichung als T-Score.

Im Jahre 2001 hat das nationale US-Gesundheitsinstitut (National Institute for Health/

NIH) die Osteoporose nach pathophysiologischen Kriterien definiert. Demnach ,ist
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1 Einleitung

die Osteoporose eine Skeletterkrankung, die durch eine unzureichende Knochen-
festigkeit charakterisiert ist, welche zu einem erhdhten Frakturrisiko pradisponiert.
Die Knochenfestigkeit spiegelt dabei primar das Zusammenwirken von Knochen-
dichte und Knochenqualitat wider.“ (NIH 2001, S. 785-795).

1.3.2. Epidemiologie der Osteoporose

Durch die Entwicklung in der Weltbevolkerung mit immer alter werdenden Menschen
stellt die Osteoporose ein zunehmendes gesundheitsokonomisches Problem dar
(Cummings et Melton 2002). Weltweit sind etwa 200 Millionen Frauen an einer
Osteoporose erkrankt (Lane 2006). In der Bundesrepublik Deutschland konnten
Gluer et al. 2004 einen altersassoziierten Anstieg der Pravalenz einer Osteoporose
von 55-79 jahrigen Frauen von 7% auf 19% im Sinne des Vorliegens einer
erniedrigten BMD (Bone Mineral Density) gemalt WHO-Definition nachweisen. Laut
Haussler et al. (2007) waren von den 7,8 Millionen an Osteoporose erkrankten
Menschen Uber 50 Jahren 6,5 Millionen Frauen betroffen. Diese Daten entsprechen
einer Pravalenz von 26% (39% Frauen, 9,7% Manner). 4,3% der Patientinnen erlitten
eine Fraktur. Die direkten Behandlungskosten beliefen sich auf 5,4 Mrd € pro Jahr.
Ein erheblicher Teil dieser Kosten lieRe sich durch eine gezielte Pravention,

Diagnostik und eine zeitnahe Therapie reduzieren (Haussler et al. 2007).

1.3.3 Einteilung der Osteoporose
Die Einteilung der Osteoporose erfolgt anhand diverser Kriterien, die unter anderem
den Knochenumsatz, die Lokalisation, den Schweregrad, das Alter und die Atiologie

der Erkrankung berucksichtigen.

1.3.3.1 Generalisierte und lokalisierte Osteoporose

Diese Unterteilung bericksichtigt das Befallsmuster des Knochens. Die lokalisierte
(fokal, regionale) Form tritt unter anderem als Folge einer Immobilitat, z.B. durch eine
Fraktur oder Lahmung auf oder als Folge bestimmter Erkrankungen, wie z.B. dem
Morbus Sudeck. Unter der generalisierten Osteoporose wird die Typ-I- und Typ-II-
Osteoporose (s.unten) zusammengefasst, deren generalisierter Knochenbefall vor

allem an den Pradilektionsstellen Wirbelsdule und Schenkelhals charakteristisch ist.
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1 Einleitung

1.3.3.2 Primare und Sekundare Osteoporose

Die Primare Form, deren Genese unbekannt ist, ist mit 95% die haufigste
Osteoporose und beinhaltet zum einen eine seltene idiopathische Form der juvenilen
Osteoporose sowie zum anderen die postmenopausale Osteoporose (Typ-I-
Osteoporose) und die senile Form (Typ-II- Osteoporose). Die Osteoporose vom Typ |
manifestiert sich vorwiegend im Alter von 51 bis 75 Jahren. Atiologisch ist hier vor
allem der Ausfall der Gonadenfunktion bei der Frau mit dem konsekutiven Abbau vor
allem des spongiésen Knochens zu nennen. Der Ubergang in eine Osteoporose vom
Typ Il findet formell ab dem 70. Lebensjahr statt, allerdings ist diese rigide Einteilung
in der Praxis kaum anwendbar, da hiernach jede postmenopausale Osteoporose in
eine senile munden wirde, sobald der Patient das entsprechende Alter erreicht hatte.
Der Unterschied zur senilen Osteoporose liegt im Befallsmuster des Knochens. Sie
betrifft im Gegensatz zur postmenopausalen Osteoporose zunehmend auch den
kortikalen Knochen, vor allem durch eine Zunahme der Osteoklastentatigkeit.
Bezogen auf das Geschlecht sind 80% der an einer Typ-1-Osteoporose Erkrankten
weiblich, wohingegen bei der senilen Form zweimal mehr Manner betroffen sind. Die
sekundare Osteoporose macht 5% der Erkrankung aus. Die Ursache der Erkrankung
ist hier bekannt und insgesamt sind 20% der gesamten osteoporosebedingten
Frakturen auf die sekundare Osteoporose zuruckzufuhren (Bartl 2008). Fir die
Entstehung der sekundaren Osteoporose sind multiple Ursachen bekannt. Im

Folgenden sind in Tabelle 1 die wichtigsten Faktoren zusammengefasst dargestelit.
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Tabelle 1: Wichtige Ursachen flr die Entstehung einer sekundaren Osteoporose
(modifiziert nach Jakob 2008 S.1160)

Endokrinologische Ursachen

« Hypogonadismus

« Hypercortisolismus (Steroidmedikation/Cushing-Syndrom)
» Hyperthyreose

« Hyperparathyreoidismus

» Hyperprolaktinémie

« Diabetes mellitus
Gastrointestinale Erkrankungen

« Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
» Malabsorption

» Malnutrition

» primér bilidre Zirrhose

» Laktoseintoleranz
Knochenmarkerkrankungen

» Multiples Myelom

« diffuse Knochenmetastasierung
Rheumatologische und Bindegewebserkrankungen

« Rheumatoide Arthritis
« Osteogenesis imperfecta
» Marfan-Syndrom

« Homocystinurie

Andere Ursachen

« Organtransplantation

» chronischer Alkoholismus

1.3.3.3 Einteilung nach Schweregrad

Die Einteilung nach dem Schweregrad hat besonders im klinischen Alltag eine hohe
Relevanz. Sie dient der Erstellung von Therapiekonzepten und hilft bei der Einschat-
zung Uber die Dringlichkeit einer Therapie bei drohenden osteoporotischen Fraktu-
ren. Die Maldeinheit ist der T-Score. Er beschreibt die Standardabweichung (SD)

unterhalb des Mittelwertes der Knochendichte der Patientin (gemessen mittels DXA)
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von der maximalen Knochendichte. Als maximale Knochendichte wird definitions-
gemal die Knochendichte einer 30-jahrigen pramenopausalen (knochengesunden)
Frau zu Grunde gelegt. Der Z-Score vergleicht die Standardabweichung der
Knochendichte mit einem altersgleichen Referenzkollektiv. Entsprechend wird diese
Einteilung auf Manner im Alter von 50 Jahren Ubertragen. Man unterteilt in eine
Osteopenie mit einer negativen Standardabweichung von -1 bis -2,5 vom Mittelwert,
in eine praklinische Osteoporose mit einer negativen Standardabweichung von mehr
als 2,5 ohne stattgehabte Frakturen sowie in eine manifeste, schwere Osteoporose,
die durch schmerzhafte Wirbelkdrpereinbriiche und immobilisierende extravertebrale
Frakturen charakterisiert ist (Bartl 2008, Pfeilschifter 2009). Die klinische Einteilung

nach Schweregraden ist der folgenden Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Einteilung der Osteoporose nach Schweregrad (modifiziert nach WHO
1994)

T- Score Frakturen Frakturrisiko
Normalbefund =>-1 keine nicht erhoht
Osteopenie -1 bis -2,5 keine gering
Praklinische . bereits durch
<-25 keine . A
Osteoporose inadaquates Trauma
Manifeste erste vertebrale wie vervielfachtes
<-25 extravertebrale o
Osteoporose Frakturrisiko
Frakturen

1.3.4 Pathogenese

Die Entstehung der Osteoporose ist eng gekoppelt an die physiologische
Gewebserneuerung, das Remodeling. Beginnend mit dem Ende der Pubertat bis hin
zum Verlust der Gonadenfunktion dient das Remodeling der Anpassung des
Skelettes an individuelle Belastungen. Durch ein fein abgestimmtes Verhaltnis von
Osteoklasten und Osteoblasten wird erreicht, dass Qualitdt und Quantitat der
Knochenmasse nahezu unverandert bleiben.

Falls es beim Remodeling, welches hauptsachlich in den Howship-Lakunen des

trabekularen Knochens stattfindet, zu Stérungen kommt, resultiert hieraus ein
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Missverhaltnis zwischen Osteoklasten und Osteoblasten. Zwar ist die Aktivitat von
Osteoblasten und Osteoklasten erhoht, die Aktivitat der Osteoklasten jedoch relativ
hoher, so dass dies konsekutiv zu einer Ausdunnung bis hin zu einem vollstandigen
Abbau der Trabekel fuhrt. Die Osteoporose manifestiert sich zunachst am
spongidsen Knochen (Banse et al. 2001).

Eine Schlusselrolle bei der Homoostase zwischen Osteoblasten und Osteoklasten
spielt das Verhaltnis von Osteoprotegerin (OPG), Rezeptoraktivator von NF-kB
(RANK) und dem Rezeptoraktivator von NF-kB-Ligand (RANKL). Diese Proteine
stammen aus der TNF-Familie und besitzen TNF-a Rezeptoren.

Osteoblasten synthetisieren RANKL, die am RANK auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen der Osteoklasten binden. Hierdurch wird die Ausdifferenzierung und
Aktivierung der Osteoklasten stimuliert und die Resorption des Knochens induziert.
Osteoblasten stimulieren die Knochenresorption nicht nur, sie inhibieren sie auch,
indem sie das Protein OPG bilden. Dieser Vorgang blockiert durch kompetitive
Hemmung am RANKL den Signalweg RANK/RANKL und hemmt die Knochen-
resorption.

Folglich kann es durch eine Uberexpression der RANK-Liganden und eine ernie-
drigte Osteoprotegerinexpression zu einer gesteigerten Knochenresorption kommen,
die zu einer Osteoporose fuhren kann. Untersuchungen an transgenen Mausen
haben gezeigt, dass eine Deletion des OPG zu einer massiven Osteoporose mit dem
Auftreten von Spontanfrakturen flhrt (Priemel et al. 2006, Neumann et Schett 2007).
Es wird demnach konstatiert, dass das lokale Gleichgewicht zwischen RANK-Ligand
und OPG das Ausmaly der Knochenresorption wesentlich bestimmt (Neumann et
Schett 2007, Dobnig et al. 2006).

Atiologisch ist bei der Entstehung der Osteoporose demnach ein Versagen der
Selbstreparaturmechanismen des Knochens zu nennen, aus dem eine negative
Knochenbilanz und letztlich eine Osteoporose resultiert (Banse et al. 2001).

Eine erhohte Aktivitat der Osteoklasten bei normaler Osteoblastenfunktion wird als
high-turnover-Osteoporose bezeichnet. Als ,low-turnover-Osteoporose“ wird eine
normale Osteoklastenaktivitat bei verminderter Osteoblastenaktivitat beschrieben.
Als Knochenatrophie bezeichnet man letztlich die verminderte Aktivitat von
Osteoblasten und Osteoklasten (Bartl 2008).
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1.3.5 Pathogenese der postmenopausalen Osteoporose

Die Tatsache, dass vor allem postmenopausale Frauen ein erhdhtes Erkrankungs-
risiko einer Osteoporose haben, unterstreicht die Vermutung, dass der Verlust der
Gonadenfunktion eng an die Entstehung der Osteoporose gekoppelt ist. Der Mangel
an Ostrogenen fihrt zu einer Stérung des Remodelings. Das Verhaltnis von
osteokatabolen Prozessen, vor allem durch Osteoklasten getriggert und osteo-
anabolen Prozessen, vor allem durch Osteoblasten getriggert, ist hierbei gestort.
Resultat ist eine negative Knochenbilanz, die in eine Osteoporose muindet
(Sambrook et al. 2007, Parfitt et al. 1995, Priemel et al. 2006).

Die negative Knochenbilanz ist zurlickzufuhren auf proinflammatorische Zytokine wie
Interleukin-1, Interleukin-6, TNF-a, Macrophage Colonony Stimulation Factor (M-
CSF) und Prostaglandin E, (PGE;), in dem durch diese die Proliferation der
Osteoklasten im Knochenmark indirekt stimuliert wird. Durch Ostrogen wird die
Proliferation der Osteoklasten indirekt supprimiert, wodurch ein osteoprotektiver
Effekt erreicht wird (Riggs 2000). Eine weitere Eigenschaft des Ostrogens ist die
Stimulation der Proliferation von TGF-B, das direkt die Aktivitdt der Osteoklasten
hemmt (Riggs 2000). Ostrogen wirkt tber Ostrogenrezeptor-a (ER-a) und
Ostrogenrezeptor-B (ER-B). Ostrogen-a-Rezeptoren scheinen im Knochenstoff-
wechsel eine entscheidende Rolle zu spielen (Lee et al. 2003) und werden sowohl

auf Osteoklasten als auch auf Osteoblasten und Osteozyten exprimiert.

1.4 Diagnostik

Eine frGhe Diagnosestellung ist von besonderer Bedeutung flr die Pravention von
Frakturen (Bartl 2007, Rosen 2005, Sambrook et al. 2007). Im Lebensalter
verdoppelt sich mit jeder Dekade das Frakturrisiko unabhangig von der
Knochendichte, d.h. eine 80-jahrige Frau hat bei gleicher Knochendichte ein 8-10-
fach hoheres Risiko eine Fraktur zu erleiden wie eine 50-Jahrige bei gleicher
Knochendichte (Kurth et Pfeilschifter 2007).

Ab einem Alter von 50 Jahren steigt das relative Risiko einer Fraktur um den Faktor 2
bis 3 pro Dekade (Raisz 2005, Hui et al. 1988, Cauley et al. 2004).

Vorherige Frakturen nach einem Bagatelltrauma in der Vergangenheit gelten als der
groldte Risikofaktor fur das Auftreten erneuter osteoporosetypischer Frakturen.
Patienten, die in der Vergangenheit eine solche Fraktur erlitten, haben ein um den

Faktor 8 erhohtes Risiko, in den beiden darauf folgenden Jahren nach der Verletzung
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eine erneute Fraktur zu erleiden (Raisz 2005, Johnell et al. 2004b, Lindsay et al.
2001).

Zusatzlich wird mit Hilfe einer rechtzeitigen Diagnosestellung eine Therapiestrategie
festgelegt, die sowohl die Basistherapie als auch eine medikamentose Therapie
beinhalten sollte.

Als Basisdiagnostik spielen neben der Anamnese die klinische Untersuchung und die
Knochendichtemessung mittels DXA (Dual Energie X-Ray Absorptiometry) eine
ubergeordnete Rolle. Erganzt wird die Basisdiagnostik durch ein Basislabor und die
Durchfiihrung einer bildgebenden Diagnostik zur Uberpriifung relevanter Wirbelkor-
perfrakturen (Pfeilschifter 2009). Weitere Untersuchungsmethoden, die in Kapitel
1.4.5 (S.25) erwahnt sind, haben noch keinen entsprechenden Stellenwert in der
Osteoporosediagnostik.

Empfohlen wird die Basisdiagnostik unter der Konstellation, dass eine hohe
Frakturrate anhand eines klinischen Risikoprofils zu erwarten ist. In den Leitlinien aus
dem Jahre 2009 (Pfeilschifter 2009) wird hier ein 20%iges oder hdheres Risiko
zugrunde gelegt, in den nachsten 10 Jahren eine (morphometrische) Wirbelkorper-
fraktur und/oder eine proximale Femurfraktur zu erleiden. Generell ist die
Basisdiagnostik bei Frauen Uber dem 70.Lebensjahr sowie bei Mannern Uber dem
80.Lebensjahr angezeigt, da hier das Lebensalter als Risikofaktor so dominant ist,
dass die 10-Jahres-Wahrscheinlichkeit fur eine Fraktur auch ohne zusatzliche
klinische Risikofaktoren stark erhoht ist (Pfeilschifter 2009). Nachfolgend sind die

Empfehlungen zu einer gezielten Osteoporosediagnostik zusammengefasst.
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Tabelle 3: Konstellationen, unter denen eine gezielte Abklarung einer Osteoporose
empfohlen wird (modifiziert nach Braun und Pfeilschifter 2010, S 328)

Frauen (Lebensalter in Jahren) <50 50-60 | 60-70
Ménner (Lebensalter in Jahren) <60 60-70 | 70-80
Singulare Wirbelkérperfrakturen 2.bis 3.Grades + + +
Multiple Wirbelkdrperfrakturen 1.bis 3.Grades + + +
Singulare Wirbelkorperfrakturen 1.Grades C c +
Nichtvertebrale Fraktur(en) nach dem 50.Lebensjahr c +
Orale Glukokortikoide =7,5 Prednisolon-Aquivalent =3 Monate (b) + + +
Orale Glukokortikoide <7,5 Prednisolon-Aquivalent =23 Monate (b) + +
Cushing- Syndrom (b) + + +
Subklinischer Hypercortisolismus (b) + + +
Primarer Hyperparathyreoidismus (pHPT) (b) + + +
Therapie mit Aromatasehemmern (b) > +
Antiandrogene Therapie (b) > +
Rheumatoide Arthritis > +
Therapie mit Glitazonen bei Frauen (b) + +
Wachstumshormonmangel bei Hypophyseninsuffizienz + +
Proximale Femurfraktur eines Elternteils +
Untergewicht (BMI<20) (b) +
Nikotinkonsum (b) +
Multiple Stirze (b) +
Immobilitat (b) +
Epilepsie/ Antiepileptika (b) +
Z.n. B-ll-Operation oder Gastrektomie +
Diabetes mellitus Typ 1 +
TSH-Werte < 0,3mU/I (b) +

Sturzbegunstigende Medikamente (Sedativa, Orthostase- verursa-
chende, Antidepressiva)

(b) wenn Risiko aktuell besteht oder vor weniger als 12-24 Monaten beendet

(c) Als Einzelfallentscheidung. Ab dem 70. Lebensjahr bei der Frau und ab dem 80.
Lebensjahr beim Mann wird generell eine Abklarung empfohlen, sofern die damit
verbundenen therapeutischen Mallnahmen umgesetzt werden kénnen.

*  Als Einzelfallentscheidung beim Vorliegen multipler Risikofaktoren
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Zusatzlich zu den in Tabelle 3 genannten Indikationen gibt es Konstellationen, die
eine gezielte Abklarung fur das Vorhandensein einer Osteoporose auch unter einem
10-Jahres-Frakturrisiko von unter 20% empfehlen. Hier zu nennen sind beispielswei-

se ein primarer Hyperparathyreoidismus oder ein subklinischer Hypercortisolismus.

1.4.1 Anamnese und klinische Untersuchung

Durch Anamnese und klinische Untersuchungen lassen sich die wesentlichen Risiko-
faktoren fur einen Sturz erheben (Perell et al. 2001) Die Anamnese als wichtiges
Element der Basisdiagnostik dient vor allem der Erfassung von Schmerzen,
Risikofaktoren, funktionellen Einschrankungen und der Erfassung bereits erlittener
osteoporosetypischer Frakturen. Von besonderer Bedeutung ist vor allem die Frage
nach Risikofaktoren, die in den Leitlinien aus dem Jahre 2009 (Pfeilschifter 2009) in
allgemeine Risiken, Risiken durch spezielle Grunderkrankungen und medikamentés
bedingte Risiken unterteilt worden sind. Nachfolgend sind in Tabelle 4 (S.23) diese
Risikofaktoren aufgelistet.

Die klinische Untersuchung ermoglicht die Eruierung unspezifischer Symptome und
Schmerzen. Hierbei dient die Inspektion der Feststellung osteoporosetypischer
Veranderungen, wie z.B. eines GroRenverlustes des Patienten, einer progredienten
Hyperkyphose der Brustwirbelsaule, eines osteoporosetypischen Tannenbaumhano-
mens oder aber eines Osteoporosebauchleins.

Mit Hilfe einfacher klinischer Tests lassen sich die Muskelkraft und die koordinative
Fahigkeiten und damit das Frakturrisiko des Patienten abschatzen. Einer dieser
klinischen Tests ist der timed-up-and-go-test, bei dem der Patient innerhalb von 10
Sekunden aus einem Stuhl aufstehen, eine 3 Meter entfernte Wand berihren und
sich anschliel3end erneut auf den Stuhl setzen sollte. Bendtigt der Patient langer als
10 Sekunden fur diese Aufgabe, so gilt das Frakturrisiko als deutlich erhoht (Bartl
2008).

22



1 Einleitung

Tabelle 4: Risiken fir die Entstehung einer Osteoporose (modifiziert nach Pfeil-

schifter 2009)

Allgemeine

Durch spezielle
Grunderkrankungen

Medikamentés bedingt

. Lebensalter und
Geschlecht

+ Cushing-Syndrom

« AntiandrogeneTherapie

- Kalzium-/ Vitamin-D-
Mangel

« Primarer Hyperpara-

thyreoidismus

- Aromatasehemmer

+ Wirbelkérperfrakturen
ohne Trauma

« Wachstumshormonmangel bei

Hypophyseninsuffizienz

- Orale Glukokortikoide

- Nicht vertebrale Frakturen
ab dem 50. Lebensjahr

- Subklinische und manifeste

Hyperthyreose

« Therapie mit Glitazonen

- Proximale Femurfraktur
eines Elternteils

- Diabetes mellitus

- Sturzbegulnstigende

Medikamente (*)

« Multiple Sturze

- Rheumatoide Arthritis

« Protonenpumpenhemmer

- Immobilitat

» B-IlI- Magenresektion

+ Untergewicht

- Epilepsie und

Antiepileptikatherapie

- Nikotinkonsum

(*): Sedativa, orthostaseausldosende Medikamente, Neuroleptika und Antidepressiva

1.4.2 Labor

Vor der bildgebenden Diagnostik dient die Laboruntersuchung der Abklarung

sekundarer Ursachen einer Osteoporose. Eine Serum-, bzw. Urindiagnostik bietet

Hinweise auf weitere Knochenstoffwechselerkrankungen (z.B. Osteomalazie). Die

Laboruntersuchung sollte aus 6konomischen Grinden schrittweise erfolgen.
« Schritt 1: kleines Blutbild, BSG, Y-GT, AP, Kreatinin, Kalium, Calcium, Urinstatus,
CRP, Schilddrisenhormone (TSH, T3,T4)

« Schritt 2: Ausschluss hormoneller Ursachen (bei klinischem Verdacht): FSH,

Ostradiol 17-B, Testosteron

« Einzelfall: Knochenumsatzparameter
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Die Marker des Knochenumsatzes werden eingeteilt in Marker des Knochenumbaus
und der Knochenresorption. Bei den Markern des Knochenumbaus haben sich die
knochenspezifische AP (Bone Specific Alkalien Phosphates, BSAP) und das
Osteocalcin als bisher nutzlichste Parameter erwiesen. Beide werden von den
Osteoblasten sezerniert (Fassbender et al. 2002, Gomez et al. 1995). Als Marker der
Knochenresorption, welche vorwiegend wahrend der Aktivitat der Osteoklasten
produziert werden, sind besonders die Kollagenspaltprodukte Pyridinum-Crosslinks,
die Desoxypyridinolin-Crosslinks und die C- und N-terminalen Telopeptide des
Kollagens Typ | zu nennen.

Durch die Knochenumsatzparameter Iasst sich eine bessere Einteilung in ,low- und
high-turnover-Osteoporosen® erreichen und somit eine differenziertere Therapie

planen.

1.4.3 Knochendichtemessung

Als apparative Untersuchung zur Diagnose einer Osteoporose dient die Osteodensi-
tometrie als weltweit anerkanntes Verfahren. Hierbei werden ionisierende Strahlen
als Energiequelle genutzt. Diese treten mit dem zu untersuchenden Korperbereich in
Wechselwirkung (z.B. Wirbelkorper, proximales Femur oder Radius). Durch die
Menge, bzw. das Volumen des im Knochen vorhandenen Calciumhydroxylapatits
wird die ionisierende Energie abgeschwacht. Die Messung der Abschwachung lasst
Rickschlisse auf die vorhandene Knochendichte zu. Angegeben wird die
Knochendichte entweder als Absolutwert in g Calciumhydroxylapatit/cm? oder in mg
Calciumhydroxylapatit/ml (Hadji et al. 2001).

Die Osteodensitometrie dient vor allem der frihstmdglichen Diagnose einer
Osteoporose im symptomfreien Intervall, d.h. noch vor dem Auftreten von Frakturen.
Zudem lasst sie Aussagen uber den Schweregrad der Erkrankung zu, ermdoglicht
Verlaufskontrollen nach medikamentdéser Therapie und erhdht sowohl die Compli-
ance des Patienten als auch des Arztes.

Die Nationale Osteoporosis Foundation empfiehlt die Knochendichtemessung allen
Frauen Uber 65 Jahren, da die Inzidenz fur osteoporosebedingte Frakturen ab
diesem Alter stark zunimmt. Zudem kann das Frakturrisiko bei Frauen dieser

Alterstufe durch eine Behandlung deutlich gesenkt werden. (Hodgson et al. 2001).
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1.4.3.1 Dual- Energy-X-Ray-Absorptiometrie (DXA)

Die DXA, die als bildgebendes Verfahren mit zwei Réntgenstrahlen unterschiedlicher
Beschleunigungsspannungen arbeitet, stellt als wenig invasive, kostengunstige und
kaum strahlenbelastende Untersuchung die einzige von der WHO, dem DVO und der
IOF anerkannte und empfohlene Standardmethode zur Diagnosesicherung der
Osteoporose dar (Bartl et Gradlinger 2009).
Gemessen wird hauptsachlich an den Pradilektionsstellen der Osteoporose, der
Hlftgelenksregion (Hufte total) und der Lendenwirbelsaule (LWK1-4). Zur
Interpretation der Messergebnisse werden jeweils die schlechteren Messergebnisse
herangezogen.
Die DXA ermoglicht durch eine Flachenmessung eine quantitative Bestimmung
folgender Werte:

* Knochenmineralgehalt (Bone Mineral Content, BMC [g])

* Knochenmineraldichte (Bone Mineral Density, BMD [g/cm?])
Angegeben wird das Messergebnis als Gewichtswert pro Flache (g Calciumhydroxyl-

apatit/cm?). Anhand der bestimmten Daten werden die T- und Z-Scores generiert.

1.4.4 Konventionelles Rontgen

Das konventionelle Rontgen ist zur Diagnostik einer praklinischen Osteoporose
ungeeignet, da Demineralisierungen erst ab einem Verlust von 30-40% der
Knochenmasse angezeigt werden. Seinen Stellenwert hat es in der Erfassung
morphologischer Veranderungen, wie zum Beispiel Einbrichen der Deck- oder
Grundplatten, Sinterungs- oder Kompressionsfrakturen (Hadiji et al. 2001).

Neben den beschriebenen Untersuchungen zur Basisdiagnostik gibt es weitere

diagnostische Verfahren, die aktuell eine eher untergeordnete Rolle spielen.

1.4.5 Weitere Diagnostische Verfahren

1.4.5.1 QCT (quantitative Computertomographie)

Die quantitative Computertomographie (QCT) ist die beste Mdglichkeit, einen friihen
Verlust an trabekularem Knochen zu entdecken. Sie kann kompakten von
spongidsem Knochen unterscheiden und gibt, im Gegensatz zur DXA, eine Aussage

uber ein dreidimensionales Volumen einer gemessenen Korperregion, z.B. eines
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Wirbelkérpers (Darr et al. 2008). Die Unterscheidung von spongiésem und
kompaktem Knochen ist insofern vorteilhaft, als dass mit der QCT Areale erkannt
werden, die einen erhohten Knochenumsatz, speziell im trabekularen Knochen
(osteoporosetypisch), zeigen (Brunader et Shelton 2002).

Ungeeignet ist die QCT, um eine Vorhersage Uber das Frakturrisiko wahrend einer
Therapie zu treffen und auf Grund der hohen Strahlenbelastung disqualifiziert sie

sich als Verfahren zur Kontrolle einer medikamentdsen Therapie (Bartl 2008).

1.4.5.2 Quantitative Ultrasonometrie (QUS)

Dieses Verfahren hat in der letzten Zeit zunehmend als Screeningmethode an
Bedeutung gewonnen. Die QUS, die an den distalen Extremitaten misst, hat sich als
besonders schonend fur den Patienten erwiesen. Bei gemessenen osteoporotischen
Werten, z.B. an den Phalangen, ist von einer schweren generalisierten Osteoporose
auszugehen. Gesichert werden muss dieser Verdacht dennoch durch die DXA an
den jeweiligen Pradilektionsstellen der Osteoporose. Somit gilt die QUS nur als
erganzendes Verfahren. Gemessen werden Absorption, Geschwindigkeit und die
Reflexion der Ultraschallwellen im Knochen und auf der Knochenoberflache. Die
Messparameter sind die Schallgeschwindigkeit (Speed of Sound in m/s) und die
Schallschwachung, die sogenannte Broadband Ultrasound and Attestation (in dB/
Mhz) (Bartl 2008).

1.5 Therapie

Die Therapie der Osteoporose verfolgt im Wesentlichen drei Therapiestrategien.
Primarpravention, Sekundarpravention und die Tertiarpravention.

Die Primarpravention dient dem Verhindern des Auftretens einer osteoporotischen
Erkrankung, die Sekundarpravention dient der Vermeidung von Komplikationen,
welche durch die Erkrankung entstanden sind und bezogen auf die Osteoporose vor
allem die Vermeidung von Frakturen bedeutet. Die Tertiarpravention dient vor allem
der Vermeidung von Folgefrakturen und deren Konsequenzen.

Erreicht werden sollen diese Ziele zum einen durch eine Basistherapie, die in jedes
Therapieschema mit einbezogen werden sollte und vor allem der Sturz- und

Frakturprophylaxe dient. Zum anderen werden spezifische Medikamente eingesetzt,
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die entweder osteoanabol und/oder antiresorptiv auf den Knochen wirken.
Die im Folgenden beschriebenen Therapiemallnahmen sind in den S3 Leitlinien des
Dachverbandes Osteologie aus dem Jahre 2009 beschrieben worden und gelten als

Empfehlung.

1.5.1 Basistherapie

Die Basistherapie sollte unabhangig von der medikamentosen Therapie, bzw. zuvor
erlittenen Frakturen erfolgen. Ziel hierbei ist es, durch physiotherapeutische
Malnahmen und koérperliche Aktivitat eine Kraftigung der Muskulatur und eine
Forderung der Koordination zu erreichen. Bei jedem Patienten ab dem 70.
Lebensjahr sollte eine jahrliche Sturzanamnese erfolgen und gegebenenfalls sollten
adaptierte Hilfsmittel zur Sturzprophylaxe eingesetzt werden. Ausreichend kalorische
und proteinreiche Ernahrung (mindestens 1g/kg KG Protein pro Tag) sollen das
Absinken des Bodymassindexes (BMI) auf unter 20 kg/m? verhindern. Nikotinkonsum
sollte in jedem Fall vermieden werden.

Eine tagliche Calciumzufuhr von 1000 mg ist bei den meisten Personen ausreichend
und wird mit der taglichen Nahrung aufgenommen. Ein schwerer Vitamin-D-Mangel
lasst sich durch eine tagliche 30-minutige Sonnenlichtexposition von Gesicht und
Armen ausgleichen. Bei einer unzureichenden Lichtexposition sollten 800 bis 2000
internationale Einheiten Vitamin D3 pro Tag substituiert werden.

Medikamente, die das Sturzrisiko erhdhen (z.B. Antidepressiva, Medikamente mit
orthostatischer Nebenwirkung) und solche, die eine Osteoporose induzieren, wie vor
allem Kortison und Diuretika, sollten stets auf ihren Nutzen evaluiert und deren Dosis

entsprechend angepasst werden (Pfeilschifter 2009).

1.5.2 Medikamentdse Therapie

Generell ist die Indikation zur medikamentésen Therapie gegeben, wenn das auf
Grundlage epidemiologischer Daten geschatzte 10-Jahres-Risiko fur Wirbelkorper-
und proximale Femurfrakturen > 30% betragt und die T-Scores der DXA-Messung an
der LWS oder Hufte < -2,0 betragen. Ab diesem oder einem niedrigeren T-Score ist
die therapeutische Effizienz der Osteroporosetherapeutika belegt (Pfeilschifter 2009).
Im Folgenden sind die Empfehlungen zur medikamentdésen Therapie ohne

pravalente Frakturen oder weitere spezifische Risiken aufgelistet.
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Tabelle 5: Empfehlungen zur medikamentésen Therapie ohne pravalente Frakturen
oder andere spezifische Frakturrisiken bei Unterschreitung des T-Scores abhangig
von Geschlecht und Alter (modifiziert nach Pfeilschifter 2009, S.315)

Alter [Jahre]/ T-Score LWS oder Gesamtfemur

Frau Mann I-Score
50-60 60-70 <-4,0
60-65 70-75 <-35
67-70 75-80 <-3,0
70-75 80-85 <-2,5
>75 >85 <-2,0

(Der T-Score ist nur auf DXA-Werte anwendbar, zugrunde gelegt wird der niedrigste
gemessene Wert an LWS, proximales Gesamtfemur und Schenkelhals)

Gemaly DVO-Leitlinie aus dem Jahre 2009 ist die Indikation zur Therapie bereits
gegeben, sofern ein Uber 30%iges Risiko besteht oder aber das Risiko <30% ist und
zusatzlich Risikofaktoren vorliegen. Bei Vorliegen einer der im Folgenden genannten
Risikofaktoren wird die Therapiegrenze um 0,5 T-Werte angehoben, d.h. eine
Therapie wird ab einem T-Wert von -2,5 statt bei einem T-Wert von -3,0, empfohlen.
Beim Vorliegen von zwei Risikofaktoren wird die Therapiegrenze um 1,0 T-Werte
angehoben. Im Einzelfall, d.h. bei mehr als drei vorliegenden Risikofaktoren, bzw.
einer Therapie mit Aromatasehemmern oder dem Vorliegen einer Rheumatoiden
Arthritis kann die Therapieschwelle um 1,5 T-Werte angehoben werden.

Im Folgenden sind die Risikofaktoren aufgelistet unter denen die Therapiegrenze zur

medikamentdsen Therapie angehoben wird Braun et Pfeilschifter 2010, S. 333):

Proximale Femurfraktur der Eltern

Periphere Fraktur nach dem 50. Lebensjahr

Singulare Wirbelfrakturen 1.Grades

Fortgesetzter Nikotinkonsum

Multiple Sturze

Immobilitat

* Epilepsie
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* Primarer Hyperparathyreoidismus (konservativ behandelt)
* Wachstumshormonmangel bei Hypophyseninsuffizienz

* Subklinischer Hypercortisolismus

* Bll- Operation/Gastrektomie

* Diabetes mellitus Typ 1

* Antiandrogene Therapie

* Hypogonadismus (Serumtestosteron <200ng/dl)

* TSH <0,3m U/I

* Deutlicher Knochenverlust am Gesamtfemur Gber 2 Jahre (25%)
* Aromatasehemmertherapie

* Rheumatoide Arthritis

* Orale Glukokortikoide.

Durch den Einsatz antiresorptiver Substanzen (wie z.B. den Bisphosphonaten,
Raloxifen, Ostrogenen und Kalzium) sowie der osteoanabolen Substanzen (wie z.B.
Parathormon, Strontium oder Testosteron) soll eine Verbesserung der Knochen-
qualitat, bedingt vor allem durch einen optimierten Knochenumbau und eine
Steigerung der Knochenmasse, erreicht werden. Generell entfalten samtliche
Osteoporosemedikamente ihre therapeutische Wirkung erst ab einem DXA-Wert (T-
Score) von kleiner als -1,5 bis -2,0 (Siris et al. 2004). In den folgenden Kapiteln
werden die aktuellen Therapeutika nach den S3 Leitlinien aus dem Jahre 2009

aufgefuhrt.

1.5.2.1 Bisphosphonate

Stickstoffhaltige Bisphosphonate stellen in der heutigen Osteoporosetherapie den
Goldstandard dar. Die bereits 1970 eingesetzten Substanzen entfalten ihre Wirkung
durch Hemmung der Rekrutierung und Aktivierung der Osteoklasten, Verlangsamung
des Remodelings sowie eine Apoptosesteigerung mit Zerstorung des Zytoskelettes
der Osteoklasten (Hosfield et al. 2004, Bartl et al. 2007, Russel et al. 2008, Rosen
2005). Wirkungsmechanismus ist hierbei die Stérung der Mevalonbiosynthese durch
Inhibierung des Enzyms (Fernasyl-Pyrophosphate-Synthase, FPPS). Durch die
konsekutive Verminderung des Knochenumbaus, eine Verstarkung der Knochen-

architektur und die Stabilisierung der Mikroarchitektur wird das Frakturrisiko gesenkt

29



1 Einleitung

(Guyatt et al. 2002). Vor allem die zweite Generation stickstoffhaltiger Bisphos-
phonate, wie z.B. Risedronat, Alendronat und Ibandronat, sind derzeit die am
meisten verschriebenen Therapeutika in der Behandlung der Osteoporose (Silver-
man et al. 2007).

Die Effektivitat Risedronats, einem Pyridinyl-Bisphosphonat, wurde in der Vertebral
Efficiency with Risedronat Therapy (VERT) Studie untersucht. Es zeigte sich hier,
dass bereits nach sechsmonatiger Therapie das Frakturrisiko vertebraler Frakturen
um 50% gesenkt werden konnte (Harrington et al. 2004, Reginster et al. 2000). Nach
dreijahriger Therapie konnte das Risiko flr vertebrale wie nichtvertebrale Frakturen
signifikant gesenkt werden (Mellstrom et al. 2004).

Die Wirkung Alendronats wurde in der Fracture Intervention Trial (FIT) untersucht.
Dabei konnten Black et al. (1996) eine Reduktion des Risikos fur vertebrale
Frakturen um 44% und eine Anhebung der Knochendichte an Schenkelhals, Hufte
und Wirbelsaule bei postmenopausalen Frauen nachweisen (Cummings et al. 1998).
Die fraktursenkende Wirkung Alendronats ist unabhangig von klinischen Risikofakto-
ren wie Alter oder praexistenten Frakturen (Ensrud et al. 1997), jedoch an eine
erniedrigte Knochendichte gebunden (Hochberg et al. 2005). Bei dem seit Februar
2004 zugelassenen Ibandronat konnte in der BONE- Studie eine 3-Jahres-Effektivitat
nachgewiesen werden. Die Rate vertebraler Frakturen konnte um 49% gesenkt
werden, die Knochendichte an der LWS um 6,5% gesteigert werden (Chesnut et al.
2004).

Die beschriebenen Bisphosphonate gelten insgesamt als nebenwirkungsarm. Nach-
teilig bei der Substitution per os ist die geringe orale Bioverfugbarkeit. Ca. 50% der
resorbierten Substanz binden mit hoher Affinitat an die Knochenmatrix, der restliche

Anteil wird unverandert renal eliminiert (Cremers et al. 2005).

1.5.2.2 Strontiumranelat

Strontiumranelat besitzt einen dualen Wirkansatz, wobei es osteoanabol wirkt und
gleichzeitig die Knochenresorption bremst (Bartl 2008). In vitro steigert es die
Proliferation von Osteoprotegenitorzellen und die Kollagensynthese osteoblastarer
Zellen und hemmt dosisabhangig die Differenzierung und Resorptionsfahigkeit von
osteoklastaren Zellen (Reginster et al. 2005). In der SOTI-Studie (Spinal
Osteoporosis Therapeutic Intervention) wurde bereits nach einer einjahrigen

Therapie nachgewiesen, dass bei einer Dosis von 2g/d Uber 3 Jahre das
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durchschnittliche vertebrale Frakturrisiko um 41% gesenkt wurde (Compston 2005,
Meunier et al. 2004). Die TROPOS-Studie (Treatment of Periphal Osteoporosis)
zeigte bei einer Dosis von 2g/d eine Reduktion nichtvertebraler Frakturen um 16%
bei gleichzeitiger Senkung des Risikos vertebraler Frakturen um 39% (Reginster et
al. 2005, Lam et Zouzias 2008). Zur Pravention von postmenopausalem

Knochenverlust betragt die effektive Dosis 1 g/d (Lam et Zouzias 2008).

1.5.2.3 Raloxifen

Raloxifen wirkt als einziges gegen die Osteoporose zugelassenes Medikament aus
der Gruppe der Selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs) sowohl
Ostrogenagonistisch als auch antagonistisch (Pfeilschifter 2006). Es entfaltet seine
Wirkung durch eine Verdnderung des Ostrogenrezeptors. Dieser ist fiir die Bildung
eines Rezeptor-Koaktivator-Komplexes ein wichtiger Bestandteil, so dass schliellich
die Bindung an ein Ostrogen-Rezeptor-Element (ERE) in den Promoter-Regionen
der &strogenabhangigen Gene verhindert wird. In der MORE-Studie (Multiple
Outcomes of Raloxifen Evaluation) konnte an 7705 postmenopausalen Frauen
nachgewiesen werden, dass das relative Risiko einer inzidenten Wirbelfraktur unter
einer Therapie mit 60mg/d signifikant gesenkt werden konnte (Delmas et al. 2003).
Der fraktursenkende Effekt trat bereits nach einjahriger Therapie auf und war
unabhangig von klinischen Risikofaktoren (Johnell et al. 2004a, Ettinger et al. 1999).
Eine 8-jahrige Therapie mit 60mg Raloxifen pro Tag zeigt jedoch keinen Effekt auf
das Risiko nonvertebraler Frakturen (Siris et al. 2005). Extraskeletal wirkt Raloxifen
protektiv gegen die Inzidenz von Mammakarzinomen und kardiovaskularen
Erkrankungen, jedoch wurde in der MORE-Studie das Auftreten von Lungenembolien
und tiefen Beinvenenthrombosen signifikant haufiger nachgewiesen (Martino et al.
2004).

1.5.2.4 Parathormon

Parathormon (PTH) ist fur die Kalziumhomdostase verantwortlich und wird in der
Nebenschilddrise gebildet, gespeichert und freigesetzt, sobald eine erniedrigte
Kalziumserumkonzentration auftritt. Es steigert im Blut den Kalziumspiegel Uber eine
vermehrte Ruckresorption in der Niere und senkt den Phosphatspiegel, indem es

seine Ausscheidung Uber die Niere forciert. Uber eine vermehrte Hydroxylierung von
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25-Hydroxy-Vitamin-D3 zu 1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3 wird die Calciumabsorption im
Dunndarm verstarkt. Auf den Knochen wirkt PTH entweder anabol oder katabol. Eine
kontinuierliche Gabe von PTH erhoht die Osteoklastenaktivitdt und konsekutiv die
Knochenresorption (Gao et al. 2008). Eine pulsatile Ausschuttung PTH's hemmt die
Osteoblastenapoptose. Nachfolgend werden die Anzahl der Osteoblasten, die
Knochenmasse, die Knochenfestigkeit und die Knochenformation erhoht. Die
intermittierende, parenterale Gabe von Teripratid, dem biologisch aktiven 1-34 N-
terminalen Fragment des Parathromons, stimuliert die Proliferation von Praosteo-
blasten und hemmt die Apoptose osteoblastarer Zellen, woraus eine positive
Knochenbilanz resultiert. Dieses konnten Sato et al. (2002) in Langzeitversuchen mit
Ratten nachweisen. Neer et al. (2001) konnten belegen, dass es unter Applikation
von 20ug, bzw. 40ug zu einer mittels DXA gemessenen Knochendichteerhohung von
9%, bzw. 13% kam. In dieser Studie erhielten 1637 postmenopausale Frauen 21
Monate lang randomisiert Placebo, 20ug oder 40ug Teripratid subkutan appliziert.
Die Inzidenz neuer Wirbelfrakturen lag bei 13% in der Placebogruppe und bei 5%,
bzw. 4% in den Teripratid-Kohorten.

Die alleinige Gabe PTH's oder die Gabe von Parathormon mit antiresorptiven
Substanzen verringerte das vertebrale Frakturrisiko um 64%. An nicht vertebralen

Lokalisationen wurde das Frakturrisiko um 38% verringert (Vestergaard et al. 2007).

1.5.2.5 Hormonersatztherapie (HRT)

Die HRT wird bereits seit 40 Jahren zur Behandlung klimakterischer Beschwerden,
vor allem gegen vasovegetative Symptome, eingesetzt. Hinsichtlich der Neben-
wirkungen sind in den letzten Jahren jedoch Zweifel an ihrem Einsatz aufgekommen.
In der Women's Health Initiative-Studie (WHI) konnte unter HRT eine signifikante
Senkung vertebraler und nichtvertebraler Frakturen nachgewiesen werden. 8506
asymptomatische Frauen im Alter von 50-79 Jahren erhielten eine orale Ostrogen-
Gestagen-Therapie mit taglich 0,625mg equinen Ostrogenen sowie 25mg
Medroxyprogesterinacetat. In einem weiteren Arm der Studie erhielten
asymptomatische hysterektomierte Frauen im Alter von 50 bis 79 Jahren eine
Ostrogenmonotherapie in einer Dosis von taglich 0,625mg equinen konjugierten
Ostrogenen. Nach 5,2 Jahren (statt nach vorgesehen 8,5 Jahren) fand ein Abbruch
der Studie statt, da signifikant haufiger Thrombosen, Schlaganfalle und

Mammakarzinome auftraten. Bezuglich der Reduktion von Frakturen konnte in der
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WHI-Studie sowohl der Ostrogen-Gestagen-Arm als auch der Ostrogenarm eine
signifikante Reduktion vertebraler wie nicht vertebraler Frakturen bereits nach
einjahriger Therapie nachweisen (Roussow et al. 2002, Anderson et al. 2004). Nach
Beendigung der Therapie war jedoch ein erneuter Abfall der Knochenmasse zu
verzeichnen (Henry et al. 1995). Eine der Hauptnebenwirkungen einer HRT sind die
erhohte Inzidenz eines Mammakarzinomes und das Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse. Das relative Risiko flr das Auftreten eines Mammakarzinomes war in der
WHI-Studie in einem durchschnittlichen Beobachtungszeitraum von 5,2 Jahren um
26% erhoht. Bestatigt wurde dieses Ergebnis in der Million Women Study, in der eine
Millionen Frauen im Alter von 50 bis 64 Jahren beobachtet wurden. Hier ergab sich
ein relatives Risiko fur die Inzidenz eines Mammakarzinomes von 1,66 (Beral 2003).
In einer Metaanalyse von Miller J et al. (2002), die die Untersuchung von 2763
Frauen umfasste, flihrte eine HRT zu einer Verdopplung des Risikos flir das
Auftreten venoser thromboembolischer Ereignisse. Das hochste Risiko fur
thromboembolische Ereignisse zeigte sich vor allem im ersten Behandlungsjahr mit
einem relativen Risiko von 3,49 erhoht (Warren 2004, Hulley et al. 1998). Obwohl
eine Ostrogentherapie nachweislich das hochste antiosteoporotische Potenzial
besitzt (Felson et al. 1993), disqualifizieren die erheblichen Nebenwirkungen deren
uneingeschrankten Einsatz. Eine Therapie wird daher lediglich noch in seltenen
Ausnahmefallen zur Behandlung klimakterischer Beschwerden und der Osteoporose

eingeleitet.

1.5.2.6 Phytodstrogene
Nicht zuletzt durch die in Kapitel 1.5.2.5 (S. 32) genannten Studien ist die Akzeptanz

der HRT bei postmenopausalen Frauen gesunken. Es gilt daher, auch hinsichtlich
der steigenden Inzidenz osteoporosebedingter Folgererkrankungen und der daraus
resultierenden erheblichen Kosten flr das Gesundheitswesen Therapiealternativen
zu finden, die kein derartiges Nebenwirkungsspektrum besitzen.

In den Fokus der Wissenschaft sind die Gruppe der Phytodstrogene gertickt. Diese
nichtsteroidalen Ostrogene sind in ihrer chemischen Struktur den Ostrogenen sowie
den SERMs (z.B. dem Raloxifen) verwandt, so dass sich daher Rickschlisse auf ihr
ahnliches Wirkungspotenzial ziehen lassen. Zuzuordnen sind sie demnach der
Gruppe der SERMs. Die bevorzugte Bindung der Phytoostrogene an Ostrogen-

rezeptor B und dem Vorkommen dieser Rezeptoren am Knochen sowie im
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kardiovaskularen System konnte eine potenzielle selektive Wirkungsentfaltung der
pflanzlichen Hormone erklaren. Zur Zeit ist dies neben weiteren Theorien
Gegenstand der Forschung (Setchell 2001, Kuiper et al. 1998).

Die osteoprotektive Wirkung der Phytodstrogene, genauer der Isoflavone wurde in
mehreren epidemiologischen Studien untersucht und wird zur Zeit kontrovers
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass Phytodstrogene einen Effekt auf die
Erhaltung und/ oder Verbesserung der Knochendichte austiben (Horiuchi et al. 2000,
Greendale et al. 2002). Jedoch zeigten Liu et al. (2009) in einer Metaanalyse zur
Isoflavonsupplementierung, dass die Behandlung in einem Zeitraum von einem Jahr
die BMD am Lendenwirbelkorper, der Hufte und am Schenkelhals nicht signifikant
erhoht, weshalb sie Untersuchungen mit veranderten Dosierungen und Therapie-

zeitraumen vorschlagen.

1.5.2.6.1 Daidzein

Daidzein gehort zur Gruppe der Isoflavone, bzw. Isoflavonoide, die zu den
sekundaren Pflanzenstoffen (bioaktive Substanzen mit gesundheitsfordernder
Wirkung- "anutritive Inhaltsstoffe") gerechnet werden (Hahn et al. 2006). Es befindet
sich hauptsachlich in Hllsenfrichten wie Sojabohnen und Kichererbsen und besitzt
eine strukturelle Verwandtschaft zu den Ostrogenen, jedoch eine schwachere
Potenz. Praferenziell besitzt Daidzein eine Affinitdt zu Ostrogenrezeptoren (ER-B).
Die Affinitdt zu ER-a ist im Vergleich zu den Ostrogenen 1000 mal niedriger, seine
Ostrogene Aktivitat ca. 7700 mal geringer (Shutt et Cox 1972, Adlercreutz 1998). Der
Haupteffekt, der therapeutisch gegen die Osteoporose eingesetzten Phytodstrogene,
besteht in einer Hemmung der Knochenresorption und der daraus resultierenden
Verbesserung der Knochendichte, ohne dabei einen unerwiinschten Effekt auf den
Uterus aufzuweisen (Picherit et al. 2000, Sugimoto et Yamaguchi 2000, Jia et al.
2003).

1.5.2.7 Endokrinaktive Substanzen in UV-Filtern
UV-Strahlen verursachen weltweit eine steigende Inzidenz von Hautschaden und

malignen Hauttumoren. Um diesem Anstieg entgegenzuwirken, besitzen unter
anderem die in primarpraventiver Absicht eingesetzten UV-Filter, beispielsweise

Sonnenmilchlotionen, eine enorme Bedeutung (Markovic et al. 2007). Organische
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Chemikalien, die UV-A und UV-B-Strahlen absorbieren, werden in Konzentrationen
von bis zu 10% in Sonnenschutzprodukten verarbeitet. Zusatzlich werden diese
Substanzen in anderen kosmetischen Produkten, beispielsweise Lippenstiften,
Bodylotions oder Hairsprays, integriert. Dass bestimmte UV-Filter nicht nur dem
Schutz vor UV-Strahlung dienen, sondern auch eine dstrogene Wirkung erzielen,
konnten Schlumpf et al. (2001) an Ratten nachweisen. Sie untersuchten sechs
eingesetzte UV-Filter auf ihre 6strogene Wirkung in vivo und in vitro. Einer der sechs
eingesetzten UV-Filter war 4-MBC, das von den in vivo getesteten Substanzen die

hochste dstrogene Aktivitat vorwies.

1.5.2.7.1 4- Methylbenzylidene Camphor (4-MBC)

Endokrine Disruptoren, auch als Xenohormone bezeichnet, sind Substanzen, die
naturlich in der Natur vorkommen oder synthetisch, z.B. bei der Produktion von
Kosmetika wie Sonnenschutzcremes, hergestellt werden und durch eine chemische
Strukturahnlichkeit hormonahnliche Wirkungen imitieren kénnen und somit in
menschliche Regelkreislaufe eingreifen kdnnen, sobald sie in diese gelangen. 4-
MBC ist als eine dieser endokrin aktiven Substanzen Bestandteil von
Sonnenschutzcremes. Auf den Uterus bezogen wirkt es schwacher als Ostrogen,
wohingegen es am Knochen eine den Ostrogenen nahezu identische,
antiosteoporotische Wirkung zeigt. Dieses konnten Seidlova-Wuttke et al. 2006 an
der Tibiametaphyse nachweisen. Praferenziell bindet 4-MBC an ER-3. Zudem bindet
4-MBC an zytosolische dstrogenbindende Proteine vom ER-B-Typ (Mueller et al.
2003), jedoch nicht an ER-a (Schlumpf et al. 2004, Seidlova-Wuttke et al. 2006), was
wiederum vermuten lasst, dass ein anderer Mechanismus zur Osteoprotektion eine
Rolle spielt als die ER-a vermittelte antiosteoporotische Wirkung. Der genaue

Wirkungsmechanismus ist derzeit Gegenstand der aktuellen Forschung.

1.6 Qualifikation der Ratte als Versuchsmodell

Die Ratte ist als Testobjekt flr die postmenopausale Osteoporose etabliert (Li et al.
1997, Thompson et al. 1995) und wird klassischerweise als Tiermodell fur den
postmenopausalen Knochenverlust genutzt, da sie innerhalb eines Zeitraumes von 5
Wochen nach Ovariektomie eine schwere Osteoporose entwickelt (Kalu 1991, Miller

SC et Wronski 1993). Des Weiteren stellte sie ein geeignetes Modell fir die
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Untersuchung mit Soja Isoflavonen dar (King et al. 1996).

Die bilaterale Ovarektomie induziert bei der weiblichen Ratte einen Knochenverlust
von uber 50% in der metaphysaren Tibia und einen signifikanten Knochenmasse-
verlust an den Wirbelkorpern (Wronski et al. 1985, Seidlova-Wuttke et al. 2003). Die
FDA-Guidelines empfehlen bei Osteoporosestudien initial die Ratte als
Versuchsobjekt, ehe die zu testenden Substanzen an groflReren Tieren, respektive

Menschen, untersucht werden (Thompson et al. 1995).
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2 Material und Methoden

2.1. Versuchsablauf

2.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

FUr die Experimente wurden insgesamt 94 weibliche, 3-Monate alte Sprague-
Dawley-Ratten (Winkelmann, Borken, Deutschland) verwendet. 48 Ratten wurden
nach 35 Tagen (5 Wochen/ Kurzzeittiere) und 46 Ratten nach 70 Tagen (10 Wochen/
Langzeittiere) per Dekapitation unter CO,-Narkose getotet. Gehalten wurden die
Tiere in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) des Universitats-
klinikums Gottingen, unter fachgerechter Pflege, kontrolliert durch Tierpfleger und
Tierarzte. Die Unterbringung erfolgte in Gruppen a vier Ratten in insgesamt 24
Kafigen vom Typ Makrolon ® IV. Die Reinigung der Kafige fand alle 3 Tage statt.
Futter und Wasser wurden ad libitum bereitgestellt. Die standige Umgebungtempe-
ratur betrug 20° Celsius, die standige relative Luftfeuchtigkeit betrug 55 %. Es wurde
eine Hell-/ Dunkel-Periodik von 12 Stunden pro Phase eingehalten. Ovariektomie,
Futterung sowie die Tierhaltung unterlagen der Kontrolle von Frau PD Dr. med. E. K.
Stirmer und Frau PD Dr. med. D. Seidlova-Wuttke. Genehmigt wurden die
Tierhaltung und alle weiteren Versuche, bzw. Versuchsbedingungen von der
Bezirksregierung Braunschweig (Az: 509.42502/01-53.03 vom 12.05.2003)

2.1.2 Ovariektomie

Fur die Allgemeinanasthesie wurden Ketamin (Medistar, Holzwickede, Germany) und
Xylazin (Riemser, Greifswald-Insel Riems, Germany) in einer Dosis von 90mg/kg
Korpergewicht (Ketamin) sowie 7,5mg/kg Korpergewicht (Xylazin) intraperitoneal
injiziert. Nach Desinfektion des Operationsgebietes und steriler Abdeckung erfolgte
die Hautinzision und die prazise Praparation bis auf das Peritoneum. Das
Peritoneum wurde inzidiert, das Ovar aufgesucht, die Tuba uterina ligiert und das
Ovar schliel3lich abgesetzt. Diese Vorgehensweise erfolgte entsprechend auf der
kontralateralen Seite. Anschliel3end erfolgte der schichtweise Wundverschluss. Um
postoperativ einer Exsikkose entgegenzuwirken, wurde jedem Tier ein NaCl-Depot
von 3ml in das Subkutangewebe appliziert. Die Uberwachung fand anschlieBend bis
zum Ende der Vollnarkose statt. Ab dem ersten postoperativen Tag erhielten die

Ratten Uber einen Zeitraum von 8 Wochen sojafreie Nahrung (Ssniff spezial diet
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GmbH Soest, Germany). Innerhalb dieses Intervalls manifestiert sich bei den
Sprague-Dawley-Ratten eine Osteoporose mit deutlichem Knochensubstanzverlust
der Lendenwirbelsaule (Ikeda et al. 2001, Kalu 1991).

Bestatigt wird die postmenopausale Osteoporose nach Ovariektomie durch die
Atrophie der Uterushorner. Wahrend unter einer Fultterung von Ratten mit
Ostrogenhaltigen Substanzen das Uterusgewicht signifikant steigt, zeigt die Fltterung
mit sojafreien Substanzen sowie die Futterung sojafreier Substanzen und der
Supplementierung von Daidzein und 4-MBC keinen Effekt auf das Uterusgewicht
(Komrakova et al. 2009).

2.1.3 Tibiaosteotomie

Nach Ablauf von 8 Wochen erfolgte die bilaterale Tibaiosteotomie nach der Weise
wie sie Sturmer et al. (2010) beschrieben. Die Allgemeinanasthesie erfolgte in
gleicher Art und Weise wie zuvor bei der Ovariektomie. Zusatzlich erhielten die
Ratten 100mg Decentan (Merck, Darmstadt, Germany) und 4mg Rimadyl (Pfilzer,
Karlsruhe, Germany) pro kg Kérpergewicht.

Nach Desinfektion des Operationsgebietes und sterilem Abdecken erfolgte der
Hautschnitt, der sich von der medialen Femurkondyle bis zur Tibiadiaphyse
erstreckte. Die Osteotomiegrenzen wurden festgelegt und markiert. Das proximale
Tibiadrittel wurde unter Schonung des Weichteilgewebes prapariert. Eine 90° T-
formige 5-Loch Titanplatte (Firma Stryker Trauma, Selzach, Schweiz) wurde
ausgewahlt und, entsprechend der Tibiaoberflache angepasst, leicht vorgebogen. Es
folgte die transversale Osteotomie mittels gepulstem Ultraschall (Piezosurgery®,
Mectron, Medical Technology, Caracaso, Italy) entlang der zuvor definierten Grenzen
und die Fixierung der T-formigen Platte. Hierbei wurden jeweils die beiden
proximalen und distalen Schraubenlécher besetzt, wahrend das Schraubenloch Uber
der Osteotomie unbesetzt blieb. Es resultierte ein Osteotomiespalt von 0,5mm.
Anschlie®end erfolgte der schichtweise Wund- und Hautverschluss. In den ersten
beiden postoperativen Tagen erhielten die Ratten zur Analgesie zweimal taglich

Rimadyl.

2.1.4 Futterung
Postoperativ wurden die Ratten in 4 Gruppen a 24 eingeteilt, entsprechend der zu

testenden Substanzen 4-MBC, Daidzein (D), Ostrogen (E) sowie einer sojafreien
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Kontrollgruppe (C). Die sojafreie Basisnahrung wurde fir den Zeitraum von 35
Tagen, respektive 70 Tagen um die getesteten Substanzen in folgender Konzen-

tration pro kg Basisnahrung erganzt:

Substanz Konzentration in g / kg Futter
4-MBC 5

Daidzein 1

Ostradiol 0,01

Die Dosisfindung der zu testenden Substanzen fand in Anlehnung an frihere Studien
statt. 4-MBC wurde in einer Dosis von 200mg/kg KG (Schlumpf et al. 2001), Daidzein
in einer Dosis von 50mg/kg KG (Seidlova-Wuttke et al. 2006) und Ostradiol in einer
Dosis von 0,4mg/kg KG (Vortherms 2006) dem Futter hinzugeflgt.

Das Gewicht der Tiere wurde zum einen am Tag der Ovarektomie, dann wochentlich
bis zum Erreichen des Endpunktes der Experimente bestimmt. Nach Ablauf der
zuvor im Studiendesign definierten Zeiten von 35, respektive 70 Tagen wurden die
Ratten aus den jeweiligen Gruppen unter Kohlendioxidnarkose per Dekapitation
getotet. Im Anschluld erfolgte die Separation der Wirbelsaulen und die systematische
Asservierung innerhalb der zuvor definierten Gruppen.

Wahrend der Futterungsphase starben insgesamt 4 Tiere, jeweils ein Tier aus der
Kontrollgruppe und der Ostradiolgruppe der Kurzzeittiere sowie 2 Tiere aus der

Ostrogenbehandelten Gruppe der Langzeittiere.

2.1.5 Separation der Lendenwirbelkorper

Zur Vorbereitung auf die folgenden Untersuchungsreihen mussten die Lendenwirbel-
korper (LWK) prapariert werden. Dabei diente die Praparation des LWK Il der
Bereitstellung zur mikroradiographischen Untersuchung, die Praparation des LWK llI
der Bereitstellung zur Veraschung und die Praparation des LWK |V der Bereitstellung
fur den biomechanischen Kompressionstest. Die Praparation der LWK wurde mit
Hilfe eines Stichskalpells, eines scharfen Loffels, einer anatomischen Pinzette und
10x 10 cm grofRen Kompressen durchgeflihrt. Zunachst erfolgte die Entfernung der
Muskulatur und des Bindegewebes, gefolgt von der Separation der Lendenwirbel-
saule durch einen transversalen Schnitt per Stichskalpell durch den Discus

intervertebrales zwischen dem Brustwirbelkérper (BWK) XII und dem LWK |

39



2 Material und Methoden

(s.Abbildung 1). Zur Auffindung des LWK | wurde zunachst der zwdlfte thorakale
Wirbelkorper aufgesucht, der durch eine am kaudalen lateralen Rand ansetzende
Rippe sicher identifizierbar war. Es folgte die Separierung der entsprechenden LWK
ebenfalls per transversalem Schnitt durch die Disci intervertebrales. Bis zu ihrer
weiteren Verwendung wurden die LWK systematisch durchnummeriert und

asserviert.
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Abbildung 1: Anatomie der Ratte modifiziert nach Hebel et Stromberg (1986) S.10

Innerhalb der Markierungen befindet sich die Lendenwirbelsaule.

2.2 Mikroradiographie
2.2.1 Anfertigung der Mikroradiographien

Um den Il. LWK mikroradiographisch untersuchen zu kdénnen, musste er zuvor in
aufsteigenden Alkoholreihen entfettet und entwassert werden. Nach dem Auftauen
wurden die Corpora vertebrae jeweils ca. 7 Tage in 40 prozentigem, 70 prozentigem,
80 prozentigem und 100 prozentigem Alkohol entkalkt und in einem 1:1 Gemisch aus
100 prozentigem Ethanol und Methylmethacrylat zwischengelagert.

Im nachsten Schritt erfolgte die Fixierung der Wirbelkdrper in einem Gemisch aus
1000ml Methylmethacrylat, 200ml Dibutylphthalat und 29g Benzoylperoxid. Die
Praparate waren nach einem Zeitraum von 21 Tagen ausgehartet. Im Anschlul}
daran wurden pro Wirbelkdrper 4 sagittale Serienschnitte mit Hilfe einer speziellen
Innenlochsage angefertigt. Die Sagitalschnitte wurden im Faxitron Rontgengerat
(Hewlett Packard, San Diego, USA, Model-Nr.43855 A) auf hoch aufldésendem
Industriestreifen (Kodak Typ 45) gerdntgt. Die Réhrenspannung und die Stromstarke
betrugen bei einer Belichtungszeit von 6Minuten 10kV, bzw. 0,3mA. Nach

Entwicklung der Filme erfolgte die staubfreie Lagerung in systematischer Anordnung.
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2.2.2 Digitalisierung der Mikroradiographie

FUr die Auswertung der Mikroradiographie wurde ein Makroskop Typ Leica
Stereomakroskop MZ 75 verwendet. Die verschiedenen Belichtungsmaoglichkeiten
der Lichtquelle (Kaltlichtquelle Leica KL 1500 LCD) sind durch vorausgegangene
Versuche optimiert und konsequent beibehalten worden. Die mechanische Blende
war konsequent auf die Schalterposition ,C* (A= minimale Helligkeit und E=
maximale Helligkeit) eingestellt. Die Schnittflache der Praparate variierte aus
technischen Grinden minimal. Daher fand eine Anpassung der Temperatur der
Halogenlampe statt, die sich in einem Bereich von 2800K bis 3200K bewegte. Zur
Digitalisierung der Mikroradiographien diente eine Kamera (Leica DC 300F), welche
direkt mit einem Computer (Intel Pentium 4, 2,6 GHz) verbunden war. Als Software
stand das Programm ,Leica Quantimet QWin 2003“ (Leica, Bensheim, Germany) zur
Verfugung. Zunachst erfolgte die Digitalisierung des Rdntgenbildes. Dieses wurde
stets auf die gleiche Weise manuell positioniert, visuell kontrolliert und mit Hilfe der
oben genannten Kamera unter dem Objektiv 1.0 eingelesen. Hierdurch wurde die
Abbildung einer optimalen GroRe auf dem Monitor erreicht. Die Belichtungszeit
wurde wahrend des Einlesens so gewahlt, dass eine konstante Helligkeit des
Praparates erreicht wurde. Auf diese Weise differierte die Belichtungszeit maximal
zwischen 345ms und 680ms. Die Positionierung des Bildes fand permanent so statt,
dass die dorsale Seite des Wirbelkdrpers auf dem Monitor oben, die ventrale unten,
die kaudale links, sowie die kraniale Seite rechts auf dem Monitor abgebildet war (s.
Abbildung 2). Auf Grund der hoéheren Knochendichte und geringerer Strahlen-
durchlassigkeit stellte sich die Pars compacta im Vergleich zur Pars spongiosa heller
dar. Es folgte die Auswertung mit Hilfe der genannten Software nach einem

standardisiertem Algorithmus (Sehmisch et al. 2009)

Abbildung 2: Digitalisierte Mikroradiographie
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2.2.3 Morphometrische Auswertung der Mikroradiographien

Das eigens fur die Sagittalschnitte der Wirbelkdrper konzipierte Programm diente der
benutzerunabhanigen, standardisierten und digitalisierten morphometrischen
Auswertung. Ausgewertet wurden randomisiert jeweils die vier angefertigten
Sagittalschnitte, auf denen die Corpora vertebrae die maximale GroRe zeigten.
Zunachst wurde die Graudetektion bearbeitet, gefolgt von der Bestimmung der
Gesamtflache des Corpus vertebrae, der Messung der Gesamttrabekelflache und
zuletzt von der Bestimmung der dorsalen Cortikalisdicke. Alle Messparameter
wurden entsprechend den ASBMR- Kriterien (Parfitt et al. 1995) bestimmt.

2.2.3.1 Graudetektion

Die Graudetektion diente der Vorbereitung fur eine optimale Bestimmung aller
Knochenanteile eines Wirbelkdrpers. Das Optimum war erreicht, als alle mit blofiem
Auge sichtbaren, weilden bis dunkelgrauen trabekularen Strukturen zu erkennen
waren (s. Abbildung 3). In grenzwertigen Fallen wurde eine geringe Uberdetektion
toleriert. Das Softwareprogramm war nun in der Lage die ossaren Anteile von

nichtossaren Anteilen zu unterscheiden.

Abbildung 3: Mikroradiographie nach Graudetektion

2.2.3.2 Bestimmung der Gesamtflache eines Wirbelkorpers

Die Bestimmung der Gesamtflache beinhaltete ausschliel3lich die auf Sa-
gittalschnitten detektierbaren Wirbelkdrper. Ubrige Strukturen, wie beispielsweise die
Processus spinosi, wurden in dieser Bestimmung aul3er Acht gelassen. Erfasst wird
die Gesamtflache eines Wirbelkérpers, indem die Kortikalis am &uf’eren Rand

manuell nachgezeichnet wurde. 1 Pixel entspricht hierbei 6,73um. Kranial und kaudal
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wurden die Epiphysen jeweils mit in die Gesamtflache eingeschlosssen. Die
Software errechnete unter Einbeziehung der Graudetektion das Verhaltnis von

ossaren zu nichtossaren Anteilen und somit indirekt die Gesamtflache eines

Wirbelkorpers, die in Abbildung 4 schraffiert dargestellt ist.
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Abbildung 4: Gesamtflache eines Corpus vertebrae (schraffiert dargestellt)

2.2.3.3 Bestimmung der Trabekelflache

Die Bestimmung der Trabekelflache diente der Abgrenzung zum kortikalen Anteil
eines Corpus vertebrae. Eine weitere Linie wurde entlang der inneren Kortikalis
gezogen. Kranial und kaudal eines jeden Sagittalschnittes stellten sich die
Epiphysenfugen dar. In diesen Bereichen wurde die Linie konsequent durch die
Epiphysenfugen gezogen. Der innere Teil wurde als Trabekelflache definiert. Die
Computersoftware errechnete die Relation aus trabekularen und nichttrabekularen
ossaren Anteilen, wiederum unter Einbeziehung der zuvor bestimmten Graudetektion
(s. Abbildung 5).

Abbildung 5: Trabekulare Gesamtflache (schraffiert dargestellt)
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2.2.3.4 Bestimmung der Kortikalisflache
Der nicht der Trabekelflache zugeordnete Bereich wurde der Kortikalisflache

zugeordnet, sofern er sich innerhalb der gesamten Knochenflache befand.

2.2.3.5 Bestimmung der dorsalen Kortikalisstarke

Es wurden dorsal eines Wirbelkdrpers je zehn Vektoren senkrecht zum Verlauf der
Kortikalis manuell gezogen. Von hoher Bedeutung war hierbei, dass die Vektoren im
Lot zum Verlauf der Kortikalis verliefen. Idealerweise war die Lange der Vektoren
gewahlt, sobald sie sowohl die innere als auch die duRere Kortikalis Uberragten
(s.Abbildung 6). Unter Einbeziehung der Informationen uber die Kortikalisflache aus
den Schritten 2.3.3.2- 2.3.3.4 (S.42- S.44) war das Programm in der Lage, die Lange
der Vektoren auf die tatsachliche Kortikalisdicke zu reduzieren. SchlieBlich konnte
der Vorgang visuell kontrolliert und falls nétig, entsprechend korrigiert werden. Das
jeweilige arithmetische Mittel der zehn manuell eingezeich-neten Vektoren ergab die
jeweilige mittlere Kortikalisdicke dorsal. Auf Grund der Asymmetrie der ventralen

Kortikalisflache wurde lediglich die dorsale Kortikalisstarke bestimmt.

Abbildung 6: Dorsale Kortikalisdicke

2.2.3.6 Messparameter der Mikroradiograhie
Die beschrieben Vorgehensweisen dienten der Berechnung folgender Parameter der
angefertigten sagittalen Schnittpraparate. Zusammengefasst sind in Tabelle 6 die

Messparameter und deren Maleinheiten zu finden.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Messparameter der mikroradiographischen

Auswertung

Kortikalisdicke dorsal

Arithmetisches Mittel aus den zuvor
eingezeichneten Vektoren, berechnet
die durchschnittliche Dicke der
Kortikalis in mm

Kortikales Volumen

Anteil, den der gesamte kortikale
Knochen an der Gesamtoberflachen-
dichte eines Sagittalschnittes einnimmt
in %

Dichte Trabekelkreuzungen

Durchschnittliche Anzahl
Kreuzungspunkte von Trabekel-
armen pro mm? innerhalb der
Trabeklfache in n/mm?

Anzahl Trabekelkreuzungen absolut

Absolute Anzahl Kreuzungspunkte von
Trabekelarmen pro mm? innerhalb der
Trabekelflache

Durchschnittliche Trabekeldicke

Durchschnittliche Trabekeldicke
innerhalb der Trabekelfache in um

Trabekulare Knochenflache

Summe der Knochenflache aller
Trabekel innerhalb der endostalen
Gesamtflache in mm?2

Durchschnittliche Trabekellange

Durchschnittliche Lange der Trabekel
innerhalb der endostalen
Gesamtflache in ym
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2.2.3.7 Benutzerspezifische Eichung der Software

Die beschrieben Messvorgange sind benutzerdefiniert. Zur Bestimmung der
jeweiligen Messgenauigkeit wurden durch den Untersucher randomisiert drei
Sagittalschnitte von zehn Lendenwirbelkdrpern ausgewahlt und an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen samtliche Messparameter bestimmt. Eine Schwan-

kungsbreite von 5% durfte hierbei flir keinen Messparameter Uberschritten werden.

2.3 Veraschung

Die Veraschung des Ill. LWK fand im Institut fir allgemeine Hygiene und
Umweltmedizin der Universitat Gottingen (Prof. Dr. med. H. Dunkelberg) statt. Die
Corpora vertebrae wurden jeweils 24 Stunden vor der Veraschung randomisiert
entnommen, aufgetaut und getrocknet. Am folgenden Tag wurde das Gewicht der
LWK bestimmt. Das Gewicht eines Wirbelkérpers wurde dabei aus der Differenz
eines Leertiegels und einem mit Wirbelkorper bestuckten Tiegel berechnet. Der
Muffelofen (220Volt, 900Watt, Klees, Ausruster flur Laboratorien) wurde ca. eine
Stunde lang auf 750°Celsius vorgeheizt.

Anschlie®end wurde der Muffelofen mit jeweils drei Tiegeln in stets der gleichen
Anordnung bestuckt und bei 750°Celsius wurden die Wirbelkorper 48 Stunden
verascht. Nach Ablauf der Zeit wurde der Muffelofen abgeschaltet, die Tiegel
entnommen und in der gleichen Anordnung zum Entzug der Feuchtigkeit in einem mit
Silikatgel gefullten Behaltnis aufbewahrt.

Nach einer Stunde wurden die bestuckten Tiegel dem Behaltnis entnommen und die
LWK abermals gewogen. Dabei wurde das vor der Veraschung des Wirbelkorpers
gewogene Gewicht des Porzellantiegels von dem Gesamtgewicht subtrahiert und
somit das Gewicht des Wirbelkorpers nach der Veraschung bestimmt.

Hohe und Durchmesser des dritten LWK wurden manuell mit Hilfe einer Schiebelehre
vermessen und unter der Vorstellung, der Wirbelkorper stelle eine zylindrische Form
dar, das Volumen aus dem Produkt der Grundflache und der Hohe des Wirbelkorpers
berechnet. AbschlieRend wurde der organische und anorganische Anteil wie folgt

berechnet:
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Berechnung des Anteiles organischer Substanzen:
VoS = % organische Substanz , M(LWK)vV = Masse vor Veraschung, M(LWK)nV =

Masse nach Veraschung
Vos = M (LWK)VV -M (LWK)nV * 100
M (LWK) vV

Berechnung des Anteiles anorganischer Substanzen:

VaoS = % anorganische Substanz

VaoS = 100 -VoS
Alle Wagungen und Bestimmungen der organischen sowie anorganischen Anteile
wurden funffach durchgefuhrt, um den zufalligen Anteil des Messfehlers zu

minimieren.

2.4 Biomechanischer Kompressionstest

2.4.1 Vorbereitung

Der IV. LWK einer jeden Ratte wurde einem biomechanischen Kompressionstest
unterzogen. Der Wirbelkdrper wurde in Anlehnung an eine frihere Studie von
Sehmisch et al. 2009 in toto in eine Zwick-Testmaschine eingespannt und mit einer
konstanten Kraft in axialer Richtung komprimiert. Fir den Zeitpunkt des Testes
wurden die Copora vertebrae gleichmallig aufgetaut und mit einem in 0,9% NaCl-
Lésungen getrankten Tuch befeuchtet. Der Wirbelkérper wurde mit seiner kaudo-
ventralen Seite gegen eine gegenuberliegende Kante eingesetzt. Dies verhinderte
ein Verrutschen wahrend der axialen Kompression nach ventral. Zur Sicherung
gegen ein laterales Verrutschen wurde der Processus spinosus des Wirbelkorpers in
einer U-formigen Schleuse platziert. Diese wiederum konnte nur in senkrechter
Richtung zur Andruckkante bewegt werden. Nach Einsetzen des LWK erfolgte die
Arretierung der U-formigen Schleuse durch eine angebrachte Schraube. Ein
Verrutschen nach dorsal verhinderten die Processus transversi, die der Vorderkante
der U-formigen Schleuse anlagen und so als Barriere dienten. Nach der
Positionierung des LWK wurde der Test so voreingestellt, dass der Stempel der
Zwick-Testmaschine und die kraniale Flache des Corpus vertebrae sich parallel ca.
einen Millimeter gegenluberstanden. Somit wurde Uberpruft, ob die Wirbel exakt unter
dem Stempel der Zwick-Testmaschine positioniert waren. Da der Neigungswinkel der
kranialen Flache des LWK 45° aufwies, wurde der Kompressionsstempel so gewahlt,

dass er einen Neigungswinkel von 45° in entgegengesetzter Richtung zeigte
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(s.Abbildung 7).

Abbildung 7: Aufbau des Kompressionstestes mit eingespanntem Lendenwirbel-
korper 1: 45° angewinkelter Stempel, 2: angewinkelte Basis, 3:Lendenwirbelkdrper,
4: Processus spinosus, 5: arretierbare U-férmige Schleuse nach Sehmisch et al.
(2009) S. 2015

2.4.2 Durchfuhrung des Kompressionstestes

Nach den beschriebenen Vorbereitungen wurde der Test begonnen. Der Stempel der
Zwick-Testmaschine bewegte sich auf die Deckplatte des Wirbelkérpers zu bis ein
Kontakt zwischen Stempel und Deckplatte hergestellt war. So wurde eine Vorlast von
einem Newton (N) erreicht. In dieser Position unterbrach der Test, die korrekte
Positionierung wurde visuell erneut Uberpriaft und gegebenenfalls korrigiert. Der
Kompressionstest wurde anschlielend gestartet. Die Testmaschine senkte den
Stempel mit einer konstanten Geschwindigkeit von 5mm/Minute und komprimierte
den Corpus vertebrae. Die verwendete Kraft wurde alle 0,imm Kompressions-
strecke bestimmt. Mit Hilfe der ,testXpert- Software“ wurden die ermittelten Daten in
einen Computer eingelesen. Der Messbereich des Kraftaufnehmers lag zwischen 2N
und 500N. Der Test wurde bis zum Erreichen einer Maximalkraft von 500N (bei einer
relativen Genauigkeit von 0,2% bis 0,4%) oder einer Kompression von 3mm eines
LWK fortgesetzt.

2.4.3 Auswertung des biomechanischen Kompressionstestes
Anhand der bei der Untersuchung entstandenen Daten erzeugte die Software
JLestXpert” eine Kraft-Weg-Darstellung (strength-deformation-graph). Mit Hilfe dieser

Darstellung, welche nachfolgend in Abbildung 8 dargestellt wird, lasst sich die
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Brechung eines LWK in bestimmte Phasen einteilen. Angezeigt wird eine Phase der
elastischen (Elastic Deformation) und der plastischen Verformung (Plastic
Deformation). Der Ubergang von der elastischen zur plastischen Phase wird als Yield
Load (Streckgrenze) bezeichnet. Diese Einteilung in die drei typischen Phasen
geschah in Anlehnung an die von Sturmer et al. 2006 beschriebene Einteilung bei
mechanischen Tests an Rattentibiae. Der erste Parameter, die elastische Phase,
charakterisiert die Phase, in der der Wirbelkérper unter der stetigen Kraft verformt
wird, es jedoch noch nicht zu strukturellen Veranderungen wie z.B. Sinterungs-
brichen der Trabekel kommt. Die plastische Phase entsteht in dem Bereich, in dem
die Steigung abflacht und erste strukturelle Veranderungen wie Frakturen der
Trabekel auftreten. Diese Phase setzt sich so lange fort bis die Steigung gegen null
tendiert und im weiteren Verlauf negative Werte annimmt, bzw. keine RegelmaRigkeit
mehr zu erkennen ist. Auf den Wirbelkdrper Ubertragen bedeutet dies eine bereits
makroskopisch sichtbare Zerstorung (Sinterung). Als Messparameter werden die
Maximalkraft, die Yield Load und die Steigung bestimmt. Die Maximalkraft (Maximum
Load) beinhaltete den hochsten Kraftwert, dem ein Wirbelkérper unter der
Kompression standhielt. Die genannte Yield Load ist als der Moment des Versuches
definiert, in dem die Steigung ihre Linearitat verliert und abflacht. Um diese Werte zu
finden, wurde aus den individuellen Daten des noch linear ansteigenden Bereiches
des Graphen die Regressionsgerade sowie deren Standardabweichung errechnet.
Die Yield Load war der Punkt, an dem der Graph den Bereich der doppelten
Standardabweichung der Regressionsgraden verliel3 (Sturmer et al. 2006). Die
Steigung entspricht der elastischen Deformation eines Wirbelkérpers zu Beginn

eines Komprssionstestes.
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Abbildung 8: Beispielhafte graphische Auswertung des Kompressionstestes nach
Sehmisch et al. (2008) S. 797

2.4.4 Validierung des biomechanischen Kompressionstestes

Um zu gewahrleisten, dass der Untersucher keinen Einfluss auf den biomecha-
nischen Kompressionstest hat, wurde bei zehn Ratten, die in puncto Gewicht und
Grole den Versuchstieren glichen, der biomechanische Kompressionstest jeweils an
dem IV. und V. Lendenwirbelkérper durchgefihrt und die Messparameter ,Yield
Load®, ,Maximalkraft* und ,Steigung“ bestimmt. Gewahlt wurden benachbarte
Wirbelkdrper, da der ansonsten flr diese Zwecke Ubliche Rechts-Links-Vergleich an
der Wirbelsaule unmdoglich ist. Abweichungen von 15% (+/-3%) wurden
entsprechend eines Rechts-Links-Vergleiches als korrekt erachtet (Budsberg et al.
1993)

2.5 Statistische Auswertung

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der Software GraphPad
Prism (Version 4.00a, April 2003, GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Die
gewonnenen Messergebnisse wurden mit Hilfe der One-Way-ANOVA Methode auf
signifikante Unterschiede hin untersucht. Bertcksichtigt wurden die Ergebnisse der
Futtersubstanz und die Therapiedauer. AnschlieBend erfolgte die Identifizierung
signifikanter Unterschiede durch den Tukey-Kramer-post-hoc-Test bei einem

definierten Signifikanzniveau des p-Wertes <0,05.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Effekte der getesteten Futtersubstanzen auf die
Lendenwirbelkdrper der drei Untersuchungsmethoden prasentiert. Dabei werden
zunachst die Futtergruppen innerhalb der gesamt getesteten Kurzzeit-/ bzw.
Langzeittiere verglichen. Anschlielend folgt der Vergleich einer Substanz Uber die
Zeit der Behandlung (Kurzzeit- versus Langzeittiere). Die Effekte der Futter-
substanzen auf die Lendenwirbelkorper und der Therapiedauer werden jeweils mit
der negativen sojafrei behandelten Kontrollgruppe (C) sowie der positiven dstrogen-
behandelten Kontrollgruppe verglichen. Angegeben werden bei der Darstellung der
Ergebnisse aller drei Untersuchungsmethoden der Mittelwert sowie die Standard-
abweichung der jeweiligen Futtergruppen. Als Erstes werden die Ergebnisse der
mikroradiographischen Auswertung des Il. LWK vorgestellt. Es folgt die Vorstellung
der Ergebnisse der Veraschung des Ill. LWK sowie die Darstellung der Ergebnisse
des biomechanischen Kompressionstestes des IV. LWK.

Am Ende der Ergebnisprasentation erfolgt die tabellarische Darstellung der
Gesamtergebnisse gegenuber der osteoporotischen Kontrollgruppe. Tabellen und
Abbildungen der Ergebnisprasentation sind wie folgt zu lesen:

a bedeutet einen signifikanten Unterschied gegenuber der osteoporotischen
Kontrollgruppe (C) in den Gruppen Kurzzeittiere und Langzeittiere

bedeutet einen signifikanten Unterschied gegenuber der dstrogenbehandelten
Kontrollgruppe (E) in den Gruppen Kurzzeittiere und Langzeittiere

* bedeutet einen signifikanten Unterschied innerhalb der Futtergruppen

(Kurzzeittiere 35d versus Langzeittiere 70d)

3.1. Auswertung der Mikroradiographien

Pro Lendenwirbelkérper wurden insgesamt 4 sagittale Schnittpraparate angefertigt,
die in randomisierter Reihenfolge algorhythmisch (s.2.2 S. 40-46) ausgewertet und
dokumentiert wurden. Bei den Kurzzeittieren fehlten jeweils 1 Wirbelkérper aus der
C-Gruppe, 2 aus der E-Gruppe und 2 Sageschnitte eines Wirbelkdrpers aus der D-
Gruppe waren nicht zu verwerten. Bei den Langzeittieren waren ein Wirbelkérper aus

der C-Gruppe sowie 3 Wirbelkorper aus der E-Gruppe unbrauchbar. Die Darstellung
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3 Ergebnisse

der Ergebnisse erfolgt in Saulendiagrammen. Signifikante Unterschiede sind in den

Saulendia-grammmen zusatzlich aufgefuhrt.

3.1.1 Kortikalisdicke dorsal
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Abbildung 9: Ergebnisse Messparameter ,Kortikalisdicke dorsal“ in mm.
C = sojafreie Kontrollgruppe, E = Ostradiolgruppe, D = Daidzeingruppe, 4-MBC = 4-
Methylbenziylidine Camphor Gruppe; 35d = Kurzzeittiere, 70d = Langzeittiere

Die dorsale Kortikalisdicke von D ist in der Gruppe der Kurzzeittiere signifikant erhoht
gegentber C. Bei den Langzeittieren zeigt E eine signifikant hohere Kortikalisdicke
als D und innerhalb der Futtergruppe 4-MBC weisen die Langzeittiere signifikant

hohere Werte auf als die Kurzzeittiere.

3.1.2. Kortikale Knochendichte
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Abbildung 10: Ergebnisse Messparameter ,Kortikale Knochendichte® in %

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, weisen sowohl 4-MBC als auch E nach einer
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3 Ergebnisse

Therapiedauer von 35 Tagen eine signifikante hdhere Knochendichte auf als C. Nach
70 Tagen sind diese Unterschiede jedoch nicht mehr auszumachen. Bezogen auf die
Therapiedauer zeigen sich signifikante Unterschiede beziglich der Knochendichte in

allen Futtergruppen.

3.1.3 Dichte Trabekelkreuzungen

N
o
|

*
Q

—35d

e e P

== 70d

=«
i

o —

— i

-
o
|

Anzahl Trabekelkreuzungen / mm?
N
T

o

C E D 4-MBC

Abbildung 11: Ergebnisse Messparameter ,Anzahl Trabekelkreuzungen® pro mm?

Sowohl nach einer Therapiedauer von 35 Tagen als auch 70 Tagen zeigen 4-MBC
und E eine signifikant hohere Dichte der Trabekelkreuzungen. Zudem nimmt die
Dichte der Trabekelkreuzungen mit zunehmender Therapiedauer bei C, 4-MBC und

E signifikant zu.

3.1.4 Anzahl Trabekelkreuzungen absolut
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Abbildung 12: Ergebnisse Messparameter , Trabekelkreuzungen absolut in n
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3 Ergebnisse

Innerhalb der Kurzzeit- und Langzeittiere zeigen sich signifikante Unterschiede
bezuglich der Anzahl der Trabekelkreuzungen zwischen 4-MBC und E gegenuber C.
Des Weiteren zeigen sich signifikante Unterschiede innerhalb der Langzeittiere
zwischen 4-MBC und D gegenuber E. In allen Futtergruppen nimmt die Anzahl der

Trabekelkreuzungen mit der Dauer der Therapie signifikant zu.

3.1.5 Durchschnittliche Trabekeldicke
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Abbildung 13: Ergebnisse Messparameter ,Durchschnittliche Trabekeldicke® in um

Hinsichtlich der Trabekeldicke lassen sich keine signifikanten Unterschiede nach 35
Tagen, bzw. 70 Tagen Therapie ausmachen. Innerhalb der Futtergruppen zeigen C

und D eine signifikante Zunahme der Trabekeldicke.

3.1.6 Trabekulare Knochenflache
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Abbildung 14: Ergebnisse Messparameter , Trabekulare Knochenflache® in mm?
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Die trabekuldre Knochenflache unterscheidet sich in der Gruppe der Kurzzeittiere
signifikant zwischen D, E und 4-MBC gegenuber C, wé&hrend nach einer
Therapiedauer von 70 Tagen keine signifikant unterschiedlichen trabekuléaren
Knochenflachen auszmachen waren. In sdmtlichen Futtergruppen waren signifikante

Unterschiede zu verzeichnen.

3.1.7 Durchschnittliche Trabekellange
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Abbildung 15: Ergebnisse Messparameter ,Durchschnittliche Trabekellange® in

Sowohl nach 35 als auch nach 70 Tagen Therapiedauer kann eine signifikant hohere
Trabekellange zwischen E und 4-MBC gegentber C nachvollzogen werden. Die
Trabekllange nimmt innerhalb der Futtergruppen signifikant zwischen C, E und 4-
MBC zu.

3.2 Auswertung der Veraschung

Die Ergebnisse der Veraschung werden im Folgenden prasentiert. Bei den
Kurzzeittieren fehlte jeweils ein LWK aus der sojafreien Kontrollgruppe sowie ein
LWK aus der Ostrogengruppe durch den Tod der Ratten wahrend der Fiitterungs-
phase. Von den Langzeittieren (iberlebten insgesamt 2 Tiere aus der Ostogengruppe
die 70 Tage nicht.
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3.2.1 Gewicht nach Veraschung
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Abbildung 16: Ergebnisse Messparameter ,Gewicht nach Veraschung® in mg

Hinsichtlich des Gewichtes zeigen sich sowohl in der Gruppe der Kurzzeittiere als
auch in der Gruppe der Langzeittiere signifikante Unterschiede zwischen E und 4-
MBC gegenuber C. Innerhalb der Futtergruppen sind keine Signifikanzen zu

eruieren.

3.2.2 Wirbelkorpervolumen
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Abbildung 17: Ergebnisse Messparameter ,Wirbelkorpervolumen® in mm?3

Der Messparameter Volumen zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der

Kurzzeittiere, der Langzeittiere und innerhalb der Futtergruppen.
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3.2.3 Knochendichte (BMD)
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Abbildung 18: Ergebnisse Messparameter ,BMD" in mg/mm3

Bei der Knochendichte lassen sich keine signifikanten Unterschiede bei den Gruppen
Kurz- und Langzeittiere erkennen. Innerhalb der Futtergruppen sind signifikante

Unterschiede innerhalb der Ostrogengruppe festzustellen.

3.3 Auswertung des biomechanischen Kompressionstestes

In der Gruppe der Kurzzeittiere fehlten in jeweils in der Kontrollgruppe, der
Ostrogengruppe und der 4-MBC Gruppe ein Tier, wahrend jeweils in der
Kontrollgruppe und der Ostrogengruppe der Langzeittiere 3 Wirbelkérper nicht zu

verwerten waren.

3.3.1 Maximalkraft
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Abbildung 19: Ergebnisse Messparameter ,Maximalkraft absolut” in N
Bei den Kurzzeittieren zeigen E, D und 4-MBC signifikant héhere Werte als C. Bei
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3 Ergebnisse

den Langzeittieren sind keine Signifikanzen festzustellen. Innerhalb der Futter-

gruppen zeigen sich innerhalb der C-Gruppe signifikante Unterschiede.

3.3.2Yield Load
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Abbildung 20: Ergebnisse Messparameter ,Yiel Load" in N

Signifikant hohere Werte zeigen innerhalb der Gruppe der Kurzzeittiere D und E
gegenuber C. In der Gruppe der Langzeittiere lassen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Innerhalb der Futtergruppen zeigt sich in C ein signifikanter

Unterschied.

3.3.3 Steigung
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Abbildung 21: Ergebnisse Messparameter ,Steigung” in N/mm

Es zeigt sich innerhalb der Kurzzeittiere ein signifikanter Unterschied von E
gegenuber C. Bei den Langzeittieren zeigen sich signifikant hdéhere Werte

hinsichtlich der Steigung von D und 4-MBC gegenuber C. Innerhalb einer
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3 Ergebnisse

Futtergruppe lasst sich ein signifikanter Unterscheid in D ausmachen.

3.4 Zusammenfassung der Messergebnisse

In der folgenden Tabelle 7 werden die gesamten Ergebnisse in tabellarischer Form
prasentiert. Die Darstellung beschrankt sich auf die beiden getesteten
Futtersubstanzen D und 4-MBC, eingeteilt in Kurzzeittiere und Langzeittiere

gegenuber C sowie gegenuber E.
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3 Ergebnisse

Tabelle 7: Darstellung der Gesamtergebnisse gegenuber der osteoporotischen

Kontrollgruppe

4- 4- 4- 4-
VD b MBC MBC D b MBC MBC
S VS VS VS VS Vs Vs Vs
C35 C70 C35 C70 E35 E70 E35  E70
Mikroradiographie:
Kortikalisdicke dorsal i =N =N YEN N n =N YEN
Kortikales Volumen =N =N n =N 2N 2N N EN
Dichte
Trabekelkreuzungen < < f f A f A e
Anzahl
Trabekelkreuzungen & & ) ) il ) & )
absolut
Durschnittliche
Trabekeldicke A a ‘i’ f ® n & e
Trabekulare
Knochenflache f < f < < < < <
Durchschnittliche
Trabekelldnge < < f f < f < <
Veraschung
Gewicht nach Veraschung < & & & ) ) ) N
Volumen nach
Veraschung < < < < < < < <
Knochendichte & & & = = =N o =N
Biomechanischer
Krompressionstest
Maximalkraft o N n N N o YEN YEN
Yield Load il = = o o EN =N =N
Steigung & N & ) ) & & &

& bedeutet nicht signifikanten Unterschied gegenuber der Kontrollgruppe C,

bedeutet signifikanten Unterschied gegentber der Kontrollgruppe C (p< 0,05)
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4 Diskussion

4.1 Die Ratte als Osteoporosemodell

Die Ratte, die in den hier prasentierten Versuchen als Testobjekt genutzt wurde, gilt
seit vielen Jahren als ein international anerkanntes Tiermodell in der Osteoporose-
forschung. Die FDA (Food Drug Administration) sieht Rattenexperimente in diesem
Zusammenhang als einen wichtigen Bestandteil in der praklinischen Forschung zur

Pravention und Therapie der postmenopausalen Osteoporose (FDA 1994).

Post Ovariektomie zeigt die Ratte binnen weniger Wochen einen signifikanten
schweren Knochenmasseverlust an der Lendenwirbelsdule sowie am gesamten
Knochenskelett (Wronski et al. 1989 a,Jee et Yao 2001). Diese beschriebenen
Phanomene sind in der ovariektomierten sojafrei ernahrten Kontrollgruppe am

ausgepragtesten.

Anfang nimmt die Osteoporose bei der Ratte in einer Phase des schnellen
Knochenverlustes mit gesteigertem Remodeling und Verlust der trabekularen
Architektur, verursacht durch eine gesteigerte Osteoklastenaktivitat (Waarsing et al.
2006). Hauptmanifestationsort des gesteigerten Knochenverlustes ist, ahnlich wie
beim Menschen, der spongidse Knochen, wo hingegen im Bereich der Kortikalis im
selben Zeitraum ein geringes Wachstum festzustellen ist (Waarsing et al. 2006).
Ursachlich ist hierfir die unterschiedliche Knochenumbaugeschwindigkeit in der
Kortikalis und in der Spongiosa. Wahrend der kortikale Knochen bereits zu 90%
kalzifiziert ist und nur einem langsamen Umbau unterliegt, werden im Bereich des

spongiosen Knochens jahrlich bis zu 25% Knochenmasse erneuert (Bartl 2008).

Die in den vorliegenden Versuchen verwendeten Lendenwirbelkorper der Ratte
haben einen hohen Stellenwert bei der Suche nach geeigneten antiosteoporotischen
Substanzen. Eine Zunahme biomechanischer und mikroradiographischer Parameter
gegenuber der Kontrollgruppe, wie z.B. ,Dichte der Trabekelkreuzungen®, ,Anzahl
der Trabekel-kreuzungen®, ,durchschnittliche Trabekelflache® und ,trabekulare

Knochenflache®, spricht fur die Wirksamkeit der jeweils getesteten Substanzen.

4.2 Ostradiol

Die osteoprotektive Wirkung 17B-Ostradiols ist hinlanglich bekannt (Rossouw et al.

2002). Aus diesem Grund wurden in den vorliegenden Versuchen die zu testenden
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Substanzen zum einen mit der sojafreien (dstrogenfreien) und zum anderen mit der
Ostrogenbehandelten Kontrollgruppe verglichen.

Zuriickzufiihren sind die osteoprotektiven Effekte Ostradiols unter anderem auf eine
Reduzierung der Osteoklastogenese mit konsekutiv verminderter Anzahl an
Osteoklasten, was Taxel et al. 2007 nachweisen konnten. Die Wirksamkeit Ostradiols
gegenuber der Kontrolle wurde sowohl in den Ergebnissen des biomechanischen
Kompressionstestes als auch der Mikroradiographie bestatigt. Hier waren signifikante
Unterschiede aller drei Messparameter ,Yield Load®, ,Maximalkraft® sowie ,Steigung”
und samtlicher mikroradiographischer Messparameter mit Ausnahme der ,durch-
schnittlichen Trabekeldicke“ nach einer Therapiedauer von 5 Wochen gegenuber der
sojafreien Kontrolle zu eruieren.

Nach einer Therapiedauer von 10 Wochen waren diese Unterschiede zwischen der
Ostrogenbehandelten Gruppe und der Kontrollgruppe zwar noch vorhanden, jedoch
nur noch teilweise signifikant (,durchschnittliche Trabekellange®, ,Anzahl Trabekel-
kreuzungen® und ,Dichte Trabekelkreuzungen®). Ursachlich hierfir kdénnten
Adaptationmechanismen der Osteoporose gegen osteokatabole Prozesse sein.
Wronski et al. beobachteten 1989, dass bei 3-Monate alten Ratten in den ersten 100
Tagen nach Ovariektomie eine Phase des schnellen Knochenabbaus, gefolgt von
einer Phase des langsamen Knochenabbaus im Bereich des spongidosen Knochens
auftrat. Nach etwa 270 Tagen war ein langsamer Knochenaufbau zu sehen.

In dieser Arbeit entsprachen zehn Wochen der Futterung mit den entsprechenden
Substanzen etwa 126 Tagen nach Ovariektomie (Wronski et al. 1989 b). Die
Annahme, dass unter einer sojafreien Futterung Uber 35 Tage ein schneller
Knochenabbau zu verzeichnen ist, hingegen nach 70 Tagen nur noch ein langsamer
Knochenabbau, bzw. bereits ein langsamer Knochenaufbau stattfindet, konnte als
einer dieser protektiven Adaptationsmechanismen interpretiert werden. Nachzuvoll-
ziehen ist dies in der signifikanten Zunahme der biomechanischen Parameter ,Yield
Load” und ,Maximalkraft® innerhalb der sojafreien Kontrolle sowie in der signifikanten
Zunahme diverser mikroradiographischer Messparameter (,durchschnittliche
Trabekellange®, ,Dichte Trabekelkreuzungen®, ,Anzahl Trabekelkreuzungen® und
.kortikaler Knochenanteil®, ,trabekulare Knochenflache“). Ein weiterer Aspekt, der
erklaren kdnnte warum nach einer Langzeitbehandlung mit Ostrogen im Vergleich zu
der sojafreien Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede nachzuvollziehen

sind, sind osteoprotektive Mallnahmen, die ovariektomierte Ratten nach einem
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langeren Intervall entwickeln. Demnach resultiert aus der Zunahme des Korper-
gewichtes ein biomechanischer Stimulus auf den Knochen (Komrakova et al. 2009).
Erganzt werden die genannten osteoprotektiven Mechanismen durch eine verkurzte
Rekonvaleszenz post Ovariektomie, was wiederum einige Parameter (,Yield Load",
.Maximalkraft* und ,Trabekelflache®) posititiv beeinflussen kénnte. Kadi et al. konnten
2002 an Ratten eine beschleunigte Ruckkehr zur normalen physischen Aktivtat unter
Ostrogentherapie nachweisen.

Kortikale Messparameter zeigten dagegen bis auf eine signifikante Zunahme des
.kortikalen Knochenanteiles“ nach 5 wdchiger Behandlung gegeniber der Kontrolle
keine signifikanten Unterschiede, was durch den langsameren Knochenumbau im
kortikalen Bereich zu erklaren ware. Die signifikante Zunahme der Knochendichte
Uber die Therapiedauer unter einer Ostrogentherapie unterstreicht zudem deren
Wirkung.

Insgesamt bestatigen die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zahlreiche
Studien in ihren Ergebnissen bezlglich der antiosteoporotischen Wirksamkeit des
17B-Ostradiols (Taxel et al. 2007, Rossouw et al. 2002). Deutlich wird in dieser Arbeit
auch, dass die effektivere Wirkungsentfaltung nach einer Therapiedauer von 5
Wochen zu verzeichnen ist.

Im Vergleich der jeweils getesten Substanzen besitzt Ostradiol das hdochste
antiosteoporotische Potenzial, gefolgt von 4-MBC und Daidzein.

Es gilt dennoch auf Grund der zahlreichen gravierenden Nebenwirkungen sowie
mangelnder Akzeptanz der Ostrogentherapie in der Bevolkerung, besser geeignete

Therapiealternativen zu finden.

4.3 Daidzein

Das zu den Isoflavonen zahlende Phytohormon Daidzein ist als Therapiealternative,
vor allem bei der Therapie hormonabhangiger Erkrankungen wie z.B. der
Hyperlipidamie, Malignomen sowie der postmenopausalen Osteoporose in den
vergangenen Jahren zunehmend in den Fokus der Wissenschaft geruckt (Fujioka et
al. 2007, Adlerkreutz et al.1992).

Die als einer der Hauptbestandteile in sojahaltigen Nahrungsmitteln bekannt
gewordene Substanz besitzt strukturelle Ahnlichkeit zu der Gruppe der SERMs sowie
zum 17 B-Ostradiol. Dadurch besitzen die Isoflavone eine Affinitat zu Ostrogen-

rezeptoren (praferentiell zu den ER-B- Rezeptoren), um die sie mit den Ostrogenen
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konkurrieren (Setchell et Cassidy 1999, Kuiper et al. 1997). Die Affinitat zu den
Ostrogenrezeptoren ist im Vergleich zu den Ostrogenen jedoch etwa 1000fach
schwacher, so Shutt et Cox (1972).

In dieser Arbeit zeigen die biomechanischen Untersuchungen, dass Daidzein unter
einer Behandlungsdauer von 5 Wochen signifikant hdhere Messergebnisse
gegenuber der Kontrollgruppe in den Bereichen ,Maximalkraft® und ,Yield Load"
erzielt. Die ,Steigung“ zeigte zwar hoéhere Werte gegenlber der Kontrollgruppe,
diese waren jedoch nicht signifikant. Nach einer Behandlungsdauer von 10 Wochen
zeigten sich ebenfalls signifikant hohere Werte in der ,Steigung®, wahrend die
.Maximalkraft® und die ,Yield Load“ nach einer Langzeittherapie nicht mehr
signifikant erhdht waren. Bezlglich der Knochendichte bestatigen die Ergebnisse die
These von Pitcherit et al. 2000, dass Daidzein einem Knochenverlust entgegenwirkt.
Die Knochendichte nach einer Behandlung mit Daidzein weicht sowohl bei einer
kurzen Behandlungsdauer als auch bei einer Langzeittherapie nur marginal von der
Kontrollgruppe ab.

In den mirkoradiographischen Auswertungen zeigen sich unter einer Kurzzeittherapie
signifikant hohere Ergebnisse bei wenigen kortikalen (,Kortikalisdicke dorsal“) und
spongiosen Parametern (,trabekulare Knochenflache®). Bei einer Therapiedauer von
70 Tagen waren keine signifikanten Unterschiede mehr zu eruieren. Auch hier
bestatigen diese Ergebnisse im Wesentlichen die Aussagen von Pitcherit et al. 2000,
namlich dass Daidzein den Knochenverlust sowohl am spongiosen als auch am
kortikalen Knochen an ovariektomierten Ratten unterdruckt.

Insgesamt zeigt sich, dass eine Therapie mit Daidzein Uber einen Zeitraum von 5,
bzw. 10 Wochen einen osteoprotektiven Effekt auf die Lendenwirbelsaule besitzt,
dieser Effekt im Vergleich zur Therapie mit Ostradiol jedoch deutlich geringer ist.
Moglicherweise sind die in 4.2. (S.62) bereits genannten Adaptationsmechanismen
ein Grund fUr die verbesserte Knochenqualitat. Mdglichererweise ist aber auch die
verkiirzte Rekonvaleszenz, wie sie unter einer Therapie mit Ostrogenen nach Tibia-
osteotomie zu beobachten war (S.63), eine Erklarung fur ein schnelles Ansprechen
einer Daidzeintherapie 5 Wochen post Osteotomie. Der aus der physischen Aktivitat
resultierende biomechanische Stimulus auf den Knochen spiegelt sich beispielsweise
in den Parametern ,Yield Load" und ,trabe-kulare Knochenflache® wider (Komrakova
et al. 2009)

Die Studienlage bestatigt die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse. Zahlreiche
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Studien konnten einen positiven Effekt Daidzeins auf die Knochendichte nachweisen.
Oral oder subkutan verabreicht konnte eine Daidzeintherapie bei ovariektomierten
wie orchiektomierten Mausen einen Knochendichteabfall verhindern (Wu 2004). Die
Ergebnisse lielen sich ebenfalls auf klinische Studien Ubertragen. Hierbei wiesen
Setchell et Lydeking-Olsen im Jahre 2003 nach, dass Isoflavone einen
Knochenverlust bei postmenopausalen Frauen verhinderten. Pitcherit et al. (2000)
belegten an ovariektomierten Ratten diese Eigenschaft sowohl am kortikalen als
auch am spongiosen Knochen. Zusatzlich konnten Sugimoto et Yamaguchi 2000 und
Jia et al. 2003 die Wirksamkeit hinsichtlich eines Knochenaufbaus unter
Daidzeintherapie nachweisen.

Die Studienlage uber die osteoprotektive Wirksamkeit Daidzeins bzw. der von Soja-
isoflavonen ist jedoch kritisch zu betrachten und scheint nicht auf postmenopausale
Frauen Ubertragbar zu sein.

Liu et al. (2009) untersuchten in einer Metaanalyse den Effekt von Sojaisoflavonen
auf die Knochendichte nach mindestens einjahriger Therapie. Englischsprachige
Literatur wurde zu diesem Zweck von Januar 1990 bis Marz 2008 durchsichtet.
Dabei zeigte sich, dass unter einer durchschnittlichen Dosis von 87mg Isoflavonen
kein signifikanter Effekt auf die Knochendichte von Oberschenkelhals und
Lendenwirbelsaule nachzuvollziehen war.

Ungeklart scheint zudem der genaue Wirkungsmechanismus einer Daidzeintherapie
zu sein. Es ist fraglich, ob der positive Effekt auf den Knochen eine Folge der
Daidzeintherapie darstellt oder ob die Fahigkeit des Patienten, Daidzein zu Equol zu
metabolisieren, entscheidend fur den osteoprotektiven Effekt Daidzeins ist (Setchell
et al. 2002). Equol ist der vielfach hoher aktive Metabolit Daidzeins und wird durch
die Mikroflora im Darm gebildet. Es besitzt eine weitaus hohere Affinitat zu
Ostrogenrezeptoren (Fujioka et al. 2004), so dass anzunehmen ist, die Wirkung einer
Therapie mit Daidzein hangt von der Metabolisierung Daidzeins zu Equol und somit
von der Konzentration Equols im Serum ab. Sehmisch et al. haben 2009 die
antiosteoporotische Potenz Equols an der Lendenwirbelsaule ovariektomierter
Ratten untersucht. Insgesamt zeigte sich hier, dass Equol als eines von diversen
getesteten Phytodstrogenen das hdchste antiosteoporotische Potenzial besal3. In
trabekularen Parametern wie ,Dichte und Anzahl der Trabekelkreuzungen“ konnten
im Vergleich zu der sojafrei behandelten Kontrollgruppe signifikant hohere

Ergebnisse nachgewiesen werden. Komrakova et al. haben 2011 die Daidzein- und

65



4 Diskussion

Equolkonzentrationen in overiektomierten Ratten einer sojafrei ernahrten Kontroll-
gruppe mit einer Daidzein ernahrten Gruppe verglichen. In der sojafrei erndhrten
Gruppe waren weder Daidzein noch Equol nachzuweisen. Bei der Daidzein-
ernahrten Gruppe war zwar Daidzein nachzuweisen, nicht aber der Metabolit Equol,
was gegen eine metabolisierungsabhangige Wirkungsentfaltung Daidzeins spricht.
Als madgliche Therapiealternative zur Hormonersatztherapie stellt sich die Frage, ob
ein mit der HRT vergleichbares Nebenwirkungsspektrum den Einsatz von Phyto-
Ostrogenen verhindert. In einer Metaanalyse haben Tempfer et al. (2009) diese
Nebenwirkungen untersucht. Signifikant haufiger traten hier gastrointestinale
Nebenwirkungen auf. Hinsichtlich des Nebenwirkungsspektrums der HRT wie z.B.
dem Auftreten thromboembolischer Ereignisse, Mammakarzinomen oder Endo-
metriumkarzinomen stellten die Autoren kein signifikant haufigeres Auftreten fest und
stimmten diesbezuglich dem Einsatz einer PhytoOstrogentherapie zu.

Ob sich der Einsatz von Phytodstrogenen zur Therapie der Osteoporose eignet oder
sich ihr Nutzen auf die Behandlung klimakterischer Beschwerden beschrankt, sollte

in weiteren Studien untersucht werden.

4.4 4-MBC

Das als UV-Filter in diversen Sonnenschutzprodukten und Kosmetika verwendete 4-
MBC besitzt dosisabhangig eine osteoprotektive Wirkung. Seidlova-Wuttke et al.
(2006) haben 2 UV-Filter (4-MBC und Octylmethoxycinnamate) hinsichtlich ihrer
Wirkung auf den Uterus, die Vagina und den Knochen mit Ostradiol verglichen. In
unterschiedlichen Dosen verabreicht wurden die Experimente in vivo und in vitro
durchgefuhrt. Beide getesteten Substanzen zeigten Ostrogene Effekte, z.B. einen
schwach stimulierenden Effekt auf das Uteruswachstum, einem typischen Effekt des
Ostradiols. Die Wirkung 4-MBCs auf den Knochen wurde an der Tibiametaphyse von
Ratten untersucht. Ovariektomiert zeigten die Ratten innerhalb von 3 Monaten einen
Knochenmasseverlust um mehr als 50%. Wie in der Literatur beschrieben, entfaltete
Ostradiol seine praventive Wirkung gegeniiber dem Knochenverlust. Es zeigte sich,
dass 4-MBC ebenfalls eine praventive Wirkung gegenuber einem drohenden
Knochenverlust besitzt und 4-MBC unter einer Dosis von 250mg/Tag eine dem
Ostradiol annéhernd starke osteoprotektive Wirkung entfaltet. Der genaue Wirkungs-
mechanismus ist zum aktuellen Zeitpunkt jedoch noch nicht ausreichend verstanden.
(Seidlova-Wuttke et al. 2006).
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Die mikroradiographischen Ergebnisse zeigten auch in dieser Arbeit positive Folgen.
Sowohl spongiose Parameter, wie ,Anzahl Trabekelkreuzungen®, ,trabekulare
Knochenflache®, ,Dichte Trabekelkreuzungen® und ,durchschnittliche Trabekellange*
als auch kortikale Parameter wie die ,kortikale Knochendichte” waren nach einer
Therapiedauer von 5 Wochen signifikant gegenlber der Kontrolle erhdht.
Bestatigung fanden diese Ergebnisse auch nach einer Therapiedauer von 10
Wochen. Hier zeigten sich ebenfalls signifikant hdhere Ergebnisse gegenuber der
Kontrollgruppe. Die Ergebnisse der Veraschung bestatigen die Effekte 4-MBCs auf
den Knochen. Nach einem Behandlungszeitraum von 10 Wochen war die
Knochendichte gegenuber einem Behandlungszeitraum von 5 Wochen signifikant
erhoht.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass 4-MBC einen positiven Effekt auf die
Knochenstruktur entfaltet, der ahnlich stark ist wie der Effekt des Ostradiols.

Die positive Wirkung einer 4-MBC-Therapie nach einer Langzeittherapie ist
madglicherweise ebenfalls auf die Adaptationsmechanismen der Osteoporose, wie in
4.2 (S.62) beschrieben, zuruckzufuhren. Ein weiterer Aspekt, der die Knochenqualitat
positiv beeinflusst, ist das in 4.3 (S.63) beschriebene verkirzte Immobilitatsintervall,
welches bei einer Therapie mit 4-MBC nachzuvollziehen ist, ahnlich wie bei einer
Therapie mit Daidzein oder Ostradiol.

Auf welche Art und Weise 4-MBC seine Wirkung entfaltet ist bis zum heutigen
Zeitpunkt noch nicht final geklart. Daher werden weitere Untersuchungen bendtigt,
um den Wirkungsmechanismus zu verstehen. Ob und inwieweit sich 4-MBC als
potenzielle Therapiealternative zur HRT eignet, ist letztlich zudem von dem
Nebenwirkungspotenzial abhangig. Schlumpf et al. konnten 2008 nachweisen, dass
4-MBC negative Folgen auf die pra- und postnatale Entwicklung von Reproduktions-
organen und Gehirn hat. Die Toxizitat von 4-MBC ist daher ebenso Gegenstand der

aktuellen Forschung.
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5 Zusammenfassung

Die Osteoporose zahlt weltweit zu den haufigsten Volkskrankheiten und gilt
insbesondere in der Bundesrepublik Deutschland nach wie vor als unterdiagnostiziert
und untertherapiert. lhre klinische Bedeutung liegt vor allem in dem Auftreten von
.,Low-Trauma-Frakturen“ an osteoporosetypischen Pradilektionsstellen, wie bei-
spielsweise dem proximalen Femur, der Lendenwirbelsdule und dem distalen Radius
sowie der Therapie der frakturassoziierten Komplikationen. In Europa verursacht die
Osteoporose jahrlich 2,7 Mio Frakturen, deren Behandlung ca. 36 Mrd. Euro Kosten
verursacht. Neben den erheblichen Kosten ist die Osteoporose flir Schmerzen,
Verslust an Mobilitat bis hin zur permanenten Hospitalisierung und erhdhten
Mortalitat durch die typischen Frakturen verantwortlich.

Die Optimierung der Therapie und die damit verbundene Reduktion der
osteoporoseassoziierten Frakturen sowie die Minimierung der erheblichen Behand-
lungskosten stellt eine groflde Herausforderung fur die Medizin und Gesellschaft dar.
Erreicht werden sollen diese Ziele zum einen durch eine effiziente Basistherapie, die
eine effektive Sturzprophylaxe, eine proteinreiche Erndhrung, eine Vitamin-D-
Substitution und die Vermeidung von Immobilitat beinhaltet und unabhangig von
pravalenten Frakturen oder Osteoporosestadium erfolgen sollte.

Zum anderen stellt die medikamentose Therapie ein weiteres wichtiges Standbein
zur Optimierung der Knochenqualitat dar. Hier war jahrelang die Hormon-
ersatztherapie, die nachweislich die hochste antiosteoporotische Potenz unter
diversen Substanzen zeigte, fuhrend. Auf Grund eines erheblichen Nebenwir-
kungspotenzials, z.B. dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse oder einer erhohten
Inzidenz an Mammkarzinomen unter einer Ostrogentherapie sowie einer mangeln-
den Akzeptanz in der Gesellschaft, ist sie jedoch zunehmend in die Kritik geraten und
es qgilt Therapiealternativen zu finden.

Als potenzielle Therapiealternativen werden in dieser Arbeit ein Phytohormon
namens Daidzein und ein endokriner Disruptor namens 4-MBC an der Lendenwirbel-
saule ovariektomierter und konsekutiv an Osteoporose erkrankter Sprague-Dawley-
Ratten Uber eine Therapiedauer von 35 (5 Wochen), respektive 70 Tagen (10
Wochen), untersucht. Als Kontrolle tUber die Wirksamkeit der getesteten Substanzen
dienten eine sojafrei behandelte sowie eine mit Ostrogenen behandelte Kohorte.

Auf den erhobenen Daten basierend konnte nachgewiesen werden, dass sowohl

Daidzein als auch 4-MBC einen positiven Einfluss auf das Knochengewebe wahrend

68



5 Zusammenfassung

der gesamten Therapiedauer besitzen. Ostradiol verzeichnet wie erwartet den
groflten Effekt auf das Knochengewebe, gefolgt von 4-MBC und Daidzein.

Bezogen auf die Therapiedauer zeigte sich, dass die groRere Wirkungsentfaltung
innerhalb der Kurzzeittherapie zu verzeichnen ist. Nach einer Langzeittherapie zeigt
die sojafrei ernahrte Kontrollgruppe ebenfalls verbesserte Knochenparameter,
maoglicherweise zurlckzufuhren auf Adaptationsmechanismen der Osteoporose.
Dass Ostradiol nachweislich den groRten osteoprotektiven Effekt besitzt, war in
dieser Arbeit zu erwarten. Dessen ungeachtet scheidet Ostradiol als Therapieoption
der Osteoporose auf Grund der genannten Nebenwirkungen aus.

4-MBC ist von seinem osteoprotektiven Wirkungspotenzial dem der Ostrogene am
ahnlichsten. Im Vergleich zum Ostradiol entfaltet es eine leicht schwachere Wirkung
auf das Knochengewebe. Eine Therapie mit 4-MBC verbessert sowohl spongidse,
als auch kortikale Knochenparameter und konnte somit als potenzielle Therapiealter-
native der Osteoporose dienen. Allerdings sind die Wirkungsmechanismen des
endokrinen Disruptors zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht verstanden und es
bedarf diesbezuglich weiterer intensiver Forschung. Ein weiterer Aspekt, der einen
Gebrauch von 4-MBCs als antiosteoporotisches Medikament verhindern konnte, ist
das noch nicht endgultig erforschte Nebenwirkungsspektrum. Auch hier sind weitere
Untersuchungen erforderlich.

Daidzein zeigt insgesamt im Vergleich zu Ostradiol und 4-MBC den geringsten
osteoprotektiven Effekt. Als potenzielle Therapiealternative ist es 4-MBC und
Ostradiol unterlegen. Mdglicherweise kénnen Patienten mit osteoporosebedingten
Frakturen jedoch von einer Behandlung mit Daidzein profitieren. Komrakova et al.
haben 2011 an Ratten, bei denen die Tibia osteotomiert und die anschliel3end osteo-
synthetisch versorgten wurde, nachgewiesen, dass nach einer 5 wochigen Therapie
mit Daidzein die grofdte Kallusdichte zu verzeichnen war, wahrend bei 4-MBC und
Ostradiol eine Kallusdichte aufgewiesen wurde, die der sojafreien Kontrollgruppe
ahnlich war. Ob sich Daidzein als Therapieoption zur Unterstutzung der
Frakturheilung eignet, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht geklart und in weiteren
Untersuchungen zu eruieren. Des Weiteren gilt es, auch fur Daidzein den genauen

Wirkungsmechanismus zu klaren und sein Nebenwirkungsspektrum zu untersuchen.
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