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1 Einleitung 

 

„Osteoporose?! Frag doch lieber deine Mutter!“ 

                                                                              H. Thole 

 

Ähnlich werden wahrscheinlich die meisten deutschen Männer reagieren, wenn man 

sie zum Thema Osteoporose befragen möchte. Diese Aussage zeigt, dass in weiten 

Kreisen der Bevölkerung die Osteoporose als Erkrankung der Frau angesehen wird. 

Dabei betrifft diese Krankheit nicht nur Frauen. Insgesamt sind in Deutschland etwa 6 

Millionen Menschen an Osteoporose erkrankt, davon ist jeder Fünfte ein Mann 

(Bartl 2011). Im Alter verlieren Männer im Durchschnitt jährlich 1 % ihrer 

Knochenmineraldichte (Hannan et al. 2000). Auch wird davon ausgegangen, dass die 

im Alter häufig auftretenden Oberschenkelhalsbrüche schätzungsweise bei 20-30 % 

der Männer durch Osteoporose verursacht werden (Bartl 2011, Johnell und Kanis 

2006). Das Auftreten einer Fraktur bedeutet aber gleichzeitig auch ein erhöhtes Risiko 

für das Vorkommen einer weiteren Fraktur (Klotzbuecher et al. 2000). So besitzen 

Patienten mit einer Wirbelkörperfraktur ein 2,3-fach erhöhtes Risiko für eine Hüftfraktur 

und ein 1,4-faches Risiko für eine Unterarmfraktur (Sambrook und Cooper 2006). In 

der älteren Bevölkerung ist das Auftreten einer Fraktur, besonders an der Hüfte, mit 

einer höheren Folgemortalität vergesellschaftet, wobei das Risiko für Männer 

grundsätzlich größer ist als für Frauen (Center et al. 1999). Infektionen im 

Krankenhaus oder postoperative Komplikationen stellen dabei weitere Folgegefahren 

dar. 

Mit dem demographischen Wandel der Bevölkerung wächst der Anteil der älteren 

Gesellschaft und folglich wird die Inzidenz von Frakturen sowohl für Frauen als auch 

für Männer weiter zunehmen (European Prospective Osteoporosis Study (EPOS) 

Group 2002). Die Anzahl der Hüftfrakturen soll weltweit von 1,7 Millionen Fällen im 

Jahre 1990 auf 6,3 Millionen 2050 ansteigen (Sambrook und Cooper 2006). Diese 

Entwicklungen bedeuten eine gewaltige finanzielle Last für das öffentliche 

Gesundheitssystem. Nach Angabe des statistischen Bundesamtes betrugen die 

Gesamtkosten im Jahre 2006 für männliche Osteoporose-Patienten 211 Mio. €. Im 

Jahr 2008 stiegen diese auf 230 Mio. € mit zunehmender Tendenz. Der größte 

Kostenanteil lag bei den 65- bis 85-Jährigen (Statistisches Bundesamt 2010). Trotz der 

mittlerweile anerkannten gesellschaftlichen Bedeutung wird die Osteoporose, 

insbesondere beim Mann, oft unterschätzt und unterdiagnostiziert (Castel et al. 2001).  
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Seit der Women´s Health Initiative-Studie wird der exogene Einsatz von Östrogenen 

zur Behandlung der Osteoporose der Frau durch das Auftreten von gravierenden 

Nebenwirkungen stärker in Frage gestellt. Deshalb erfahren Alternativen im Bereich 

der Hormonersatztherapie (HRT) immer größere Beachtung und auch deren 

osteoprotektiver Effekt auf den Knochen des Mannes rückt stärker in den Fokus. 

Als alternative Behandlungsmöglichkeit erscheinen Phytoöstrogene, die durch ihre 

chemische Ähnlichkeit mit Östrogen in der Lage sind, an deren Rezeptoren zu binden. 

Für sie konnten bereits positive Effekte auf den Knochen von Frauen belegt werden 

(Bitto et al. 2010, Sehmisch et al. 2010). 

Für die Aufrechterhaltung des männlichen Knochenstoffwechsels konnten außerdem 

Androgene wie Testosteron oder 5α-Dihydrotestosteron (DHT) verantwortlich gemacht 

werden (Bland 2000, Lindberg et al. 2002). Ihr Defizit durch Hypogonadismus kann 

beim Mann unter anderem zur Osteoporose führen. Neben Androgenen spielen auch 

Östrogene für den männlichen Knochenstoffwechsel eine entscheidende Rolle und 

tragen im männlichen Körper zusammen mit Testosteron zum Skelettwachstum bei 

(Niethard et al. 2009).   

Neben diesen pharmakologischen Ansätzen zur Therapie der Osteoporose darf jedoch 

die naturgemäße „Form folgt Funktion“-Eigenschaft des Knochens nicht ausgeblendet 

werden, denn dieser reagiert auf die mechanische Beanspruchung. Schon 1892 

erkannte Julius Wolff in dem von ihm veröffentlichten Gesetz von der Transformation 

der Knochen, dass sich die äußere Form und innere Struktur des Knochens an die 

mechanische Beanspruchung anpasst (Wolff 1892).  

  

Ziel der nachfolgenden Untersuchungen war es, den Einfluss von mechanischer 

Belastung und die Gabe von Phyto- oder Sexualhormonen auf die Wundheilung und 

das Remodelling der defekten Tibia zu untersuchen. Als Sexualhormone wurden 17ß-

Östradiol (E2) und Dihydrotestosteron (DHT) und als Phytohormone Genistein (GEN) 

und Equol (EQ) getestet. Die orchiektomierte Sprague-Dawley-Ratte diente als 

Tiermodell, das einer mechanischen Belastung in Form der Ganz-Körper-Vibration 

ausgesetzt wurde. Als Zielorgan wurde die Tibia  und als Parameter für das 

Remodelling die Mineralappositionsrate gewählt.  
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2 Literaturübersicht 

 

2.1 Knochen 

Unser Skelett setzt sich aus 220 Knochen zusammen, wiegt ca. 10 kg und macht damit 

ungefähr 10 % unseres Körpergewichtes aus (Bartl 2011). Das Knochengewebe ist ein 

spezialisiertes Bindegewebe, das zum größten Teil aus einer Knochenmatrix besteht. 

Diese umfasst zu etwa 50 % anorganisches Material wie Kalzium und Phosphat in 

Form von Hydroxylapatitkristallen, die von einer Hydratationshülle umgeben sind. Der 

organische Anteil besteht zu 95 % aus Kollagen I und zu 5 % aus Proteoglykanen und 

Glykoproteinen. Durch diese spezifische Zusammensetzung erhält der Knochen seine 

charakteristische Härte und seine Widerstandsfähigkeit (Junqueira und Carneiro 2005). 

Gleichzeitig erfüllt er viele Aufgaben wie zum Beispiel die Stütz- oder 

Fortbewegungsfunktion, auch schützt er vor äußeren Einwirkungen und dient als 

Mineraldepot (Bartl 2011). Makroskopisch sind am Knochen zwei unterschiedliche 

Bauweisen zu unterscheiden: Die Spongiosa und die Kompakta. Im Inneren des 

Knochens befindet sich ein schwammartiges Netzwerk aus Knochenbälkchen 

(Spongiosa), wobei diese als Trajektorien bezeichnet werden und abhängig von ihrer 

mechanischen Beanspruchung in  Zug- und Drucktrajektorien unterschieden werden 

können. Die Räume zwischen den Bälkchen sind mit Knochenmark gefüllt (Abb. 1a). 

Die Kompakta des Knochens wird als Kortikalis bezeichnet (Lüllmann-Rauch 2009, 

Niethard et al 2009). Sämtliche inneren Oberflächen sind von Endost bedeckt 

(Abb. 1a). Das Periost bedeckt die äußere Oberfläche des Knochens, bestehend aus 

einem äußeren Stratum  fibrosum und einem inneren Stratum osteogenicum. Die 

äußere Schicht besteht aus straffem Bindegewebe, das über Sharpey-Fasern mit der 

Knochenmatrix verbunden ist. Das Stratum osteogenicum ist mit den gleichen Zellen 

wie das Endost ausgestattet (Abb. 1d). Der Knochen kann folglich über das Periost und 

Endost ernährt werden, auch können Zellen für Wachstum und Reparatur zur 

Verfügung gestellt werden (Lüllmann-Rauch 2009).                                                             

Histologisch lässt sich der Geflechtknochen vom Lamellenknochen unterscheiden. Der 

Geflechtknochen entsteht überall dort, wo Knochen schnell gebildet werden muss und 

ist durch eine zufällige Anordnung der Kollagenfibrillen charakterisiert, um dann im 

Laufe der Zeit durch Lamellenknochen ersetzt zu werden.  

 

 

 



Literaturübersicht  4 

 

 

Im Lamellenknochen bilden die Kollagenfasern und die Matrix 3-5  µm dicke 

Knochenlamellen, 5-20 Lamellen sind dabei konzentrisch um den Havers-Kanal 

(Durchmesser mind. 20 µm) angeordnet. Diese Baueinheit wird als Osteon bezeichnet 

(Abb. 1c). Osteozyten befinden sich dabei zwischen und manchmal auch in den 

Lamellen. Innerhalb einer Lamelle verlaufen die Kollagenfasern parallel zueinander, 

Abb. 1 Darstellung des Knochenaufbaus mit Vergrößerung der Spongiosa (a). Die Kortikalisübersicht (b) 

zeigt die parallel zur Knochenoberfläche verlaufenden Osteone, wobei diese in (c) im Querschnitt 

abgebildet sind. In (d) wird die Verbindung von Periost und Kompakta mittels Sharpey-Fasern verdeutlicht 

(Quelle: Harder und Kuster 2011, S.358). 



Literaturübersicht  5 

wobei sich die Verlaufsrichtung von Lamelle zu Lamelle ändert und sich Kollagenfasern 

mit benachbarten Kollagenfasern annähernd im rechten Winkel schneiden. Jedes 

Osteon verläuft entlang der Längsachse des Knochens, wobei im zentralen Havers-

Kanal Blutgefäße, Nerven und Bindegewebe mitgeführt werden. Schräg verlaufende 

Volkman-Kanäle verbinden die Havers-Kanäle untereinander. Folglich ist eine 

Kommunikation der Kanäle untereinander sowie mit dem Periost und der Markhöhle 

möglich (Abb. 1b). Jedes Osteon wird von einer mineralisierten Matrix umschlossen, 

die als Zement bezeichnet wird. Die Zwischenräume zwischen den Osteonen sind mit 

Schaltlamellen gefüllt, die Reste von alten Osteonen darstellen. Die äußere Kompakta 

wird von einer großen Generallamelle umschlossen, wobei zum Markraum noch eine 

innere Generallamelle vorhanden sein kann. In der Spongiosa verlaufen die Lamellen 

zum größten Teil parallel und flächig zur Oberfläche, wobei sie über die Gefäße des 

Knochenmarks mittels Diffusion versorgt werden.  

Neben den bereits erwähnten Osteozyten lassen sich im Knochen auch noch 

charakteristische Zellen wie Osteoblasten oder Osteoklasten vorfinden. Die 

Osteoblasten sind so genannte „Knochenbildner“, die für die Synthese von Kollagen 

und die anschließende Mineralisation zuständig sind. Dabei lassen sie sich immer an 

freier Knochenoberfläche vorfinden, denn neue Knochenmatrix kann nur auf schon 

bereits mineralisierter Matrix abgelegt werden. Osteoblasten besitzen an ihrer 

Oberfläche Östrogenrezeptoren (ER) (Colvard et al. 1989, Eriksen et al. 1988, Komm 

et al. 1988, Qu et al. 1998). Später werden die Osteoblasten zu Osteozyten, indem sie 

zwischen die Knochenlamellen eingemauert werden. Andere Blasten gehen durch 

Apoptose zugrunde oder wandern zum Endost. Die Osteozyten liegen in Lakunen, von 

denen Kanalikuli abgehen, in denen die Fortsätze der Osteozyten verlaufen. Die 

Knochenkanälchen verlaufen dabei sowohl senkrecht als auch parallel zu den 

Lamellen. Die einzelnen Osteozyten sind über Gap Junctions der Fortsätze 

miteinander verbunden, dadurch ist ein Stoffaustausch zwischen den einzelnen 

Osteozyten möglich. Dieses Osteozyten-Netzwerk überwacht die materielle und 

strukturelle Stärke des Knochens. Im Gegensatz dazu bauen Osteoklasten die 

mineralisierte Matrix in nur wenigen Tagen (d) ab. Sie sind große (50-100 µm) und 

mehrkernige Zellen, die der Knochenmatrix direkt anliegen und Howship-Lakunen in 

die Trabekeloberfläche und Kanäle in die Kompakta fressen. Diese Lücken müssen 

dann durch die Osteoblasten mit neuen Lamellen aufgefüllt werden. Osteoklasten 

weisen ebenfalls ERs auf (Kameda et al. 1997, Oursler et al. 1991). 
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Im Jahre 1892 erkannte der Anatom und Chirurg Julius Wolff, dass sich der Knochen 

an seine mechanische Beanspruchung anpasst. Aus dieser Erkenntnis formulierte er 

„Das Gesetz der Transformation der Knochen“ (Wolff 1892). Im „Utah Paradigm of 

Skeletal Physiology“ von 1960 entwickelte der Osteologe Harald Frost das Wolffsche 

Transformationsgesetz durch seine Mechanostat-Hypothese weiter. In dieser macht er 

elastische Verformungen für die Veränderungen am Knochen nach der Geburt 

verantwortlich. Wachstumsfaktoren wie Zytokine, Vitamine oder Proteine sind für die 

Umsetzung wichtig, stellen jedoch nicht den Auslöser dar (Frost 1998). Auf dieser 

Grundlage kommt der Vibrationstherapie unter anderem in der Raumfahrt eine 

besondere Bedeutung zu, um den durch die Schwerelosigkeit hervorgerufenen 

Knochenverlust zu verhindern (Rubin et al. 2001).   

Die Ganz-Körper-Vibration (GKV) erhält zunehmend mehr Aufmerksamkeit in der 

Forschung als therapeutische Methode zur Verbesserung der Knochenmasse und 

Knochendichte (BMD). So konnten Rubin et al. (2001) durch mechanische 

Stimulierung einen Anstieg der Spongiosadichte an Schafen aufzeigen (Rubin et al. 

2001). Auch an weiblichen osteoporotischen Nagern sowie postmenopausalen Frauen 

konnten protektive Effekte der GKV auf den Knochen ermittelt werden, die die Vibration 

als Prävention oder mögliche Therapieform aufzeigen (Ruan et al. 2008, Rubin et al. 

2004, Sehmisch et al. 2009, Verschueren et al. 2004). Doch besonders im Hinblick auf 

das Krankheitsbild der Osteoporose beim Mann sind Studien mit männlichen 

Probanden bzw. Versuchstieren unterrepräsentiert. Aus diesem Grund integriert der 

vorliegende Versuch den Faktor der Vibration auf den Knochen der männlichen, 

orchiektomierten Ratte. 

 

Frakturen stellen eine partielle oder vollständige Kontinuitätsunterbrechung des 

Knochens dar. Dabei können unterschiedliche Formen der Fraktur unterschieden 

werden. Eine so genannte traumatische Fraktur wird durch eine unphysiologische 

äußere Gewalteinwirkung hervorgerufen, die die Festigkeit des Gewebes übersteigt. 

Von einer pathologischen Fraktur kann gesprochen werden, wenn eine physiologische 

äußere Kraft an einem pathologisch veränderten Knochen, wie es bei der Osteoporose 

der Fall ist, eine Kontinuitätsunterbrechung hervorruft. Im Gegensatz dazu stellt die 

Ermüdungsfraktur einen Bruch dar, der durch eine kontinuierliche lokale 

Beanspruchung bewirkt wird. Als Beispiel ist an dieser Stelle die Marschfraktur am 

Ossa metatarsalis zu nennen. 

Grundsätzlich kann zwischen der primären, der direkten, und der sekundären bzw. 

indirekten Frakturheilung unterschieden werden. Die primäre osteonale Frakturheilung 

zeichnet sich durch ein direktes Migrieren der Osteone in das gegenüberliegende 
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Frakturende aus. Dadurch können die Frakturenden gegeneinander fixiert werden und 

es entsteht kein Kallus, der späteren Umbauvorgängen unterworfen ist. Diese Art der 

Heilung tritt nicht spontan auf, kann jedoch durch eine stabile Osteosynthese und 

vollständige Ruhigstellung erreicht werden. Die sekundäre bzw. nicht osteonale 

Frakturheilung zeichnet sich durch die überschießende Bildung eines bindegewebigen 

Kallus aus. Dieser stabilisiert die Fraktur und reduziert die interfragmentären 

Bewegungen. Erst sekundär setzt die Ossifikation des Kallus ein. Insgesamt werden 

mehrere Phasen durchlaufen, die sich zum Teil überlappen. Durch die 

Gewalteinwirkung werden periostale und medulläre Blutgefäße zerstört, sodass sich im 

Frakturspalt und den angrenzenden Weichteilen ein Frakturhämatom bildet. Dies geht 

mit einer akuten Entzündungsreaktion und Aktivierung der Gerinnungskaskade einher. 

Der gebildete Thrombus wird durch Granulationsgewebe ersetzt. Dieser weiche Kallus 

führt zu einer ersten Überbrückung der Frakturenden. Gleichzeitig kommt es zur 

vermehrten Gefäßeinsprossung und folglich zur Einschwemmung von mesenchymalen 

Stammzellen, die sich zu Fibroblasten und Chondrozyten differenzieren. Der gebildete 

knorpelige Kallus wird im Zuge der Ossifikation mit Hilfe des Zusammenspiels von 

Osteoklasten und Osteoblasten durch Geflechtknochen ersetzt. Abschließend erfolgt 

die Modelling-Phase, in der der Geflechtknochen gegen den belastbareren 

Lamellenknochen ersetzt wird. Die Bildung orientiert sich dabei an den Kraftlinien. Mit 

Abschluss dieser Phase ist in der Regel eine Restitutio ad integrum erreicht (Harder 

und Kuster 2011).     

Die Erkrankung der Osteoporose führt zu einem erhöhten Frakturrisiko und zu 

Frakturen an besonderen Prädilektionsstellen wie beispielsweise den Wirbelkörpern 

(Hobusch und Holzer 2011). Frakturen im osteoporotischen Knochen sind den gleichen 

regenerativen Phasen des gesunden Knochens unterworfen (Shi et al. 2010). 

Allerdings zeigte sich anhand von Tierversuchen, dass sich die Frakturheilung nach 

Ovarektomie mit Verzögerung vollzieht. Kubo et al. (1999) machen dafür eine 

Verlängerung der späten und Namkung-Matthai et al. (2001) der frühen Heilphase 

verantwortlich (Kubo et al. 1999, Namkung-Matthai et al. 2001). Die GKV als eine 

nicht-pharmakologische Therapiealternative übt auf die Knochenheilung einen 

positiven Effekt durch beschleunigte Kallusbildung und Mineralisation aus (Leung et al. 

2009). Gleichzeitig erwies sich die Vibrationstherapie als wirksam für die 

Knochenheilung in einem durch Ovarektomie induzierten, osteoporotischen Knochen  

(Chow et al. 2011, Shi et al. 2010). Es gilt dabei zu klären, wie sich die Frakturheilung 

am Tiermodell der männlichen osteoporotischen Ratte verhält und inwieweit eine 

Beeinflussung durch eine GKV besteht.  
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2.2 Osteoporose 

Die Osteoporose stellt definitionsgemäß eine Skeletterkrankung dar, die mit einer 

geringen Knochenmasse sowie einer Verschlechterung der Mikroarchitektur und 

folglich einer erhöhten Knochenbrüchigkeit einhergeht (Cummings und Melton 2002). 

In erster Linie macht sich diese Erkrankung durch einen Verlust der Spongiosastruktur 

bemerkbar, sodass sich daraus eine Frakturgefährdung für diejenigen Knochen ergibt, 

die einen hohen Anteil an spongiösem Knochen aufweisen wie beispielsweise 

Wirbelkörper, der Oberschenkelhals oder das Handgelenk (Bartl 2011). Insgesamt 

muss eine negative Skelettbilanz vorliegen, die sich entweder aus einer verstärkten 

Knochenresorption (high turnover) oder aus einer verringerten Knochenneubildung 

(low turnover) ergibt (Niethard et al. 2009). Wie für die Frau lässt sich die Osteoporose 

des Mannes in eine primäre und sekundäre Form einteilen. Die primäre tritt im 

Gegensatz zur sekundären Osteoporose nicht als Folgeerscheinung einer anderen 

Erkrankung auf. Unter diese lässt sich die idiopathische Osteoporose junger Menschen 

oder auch die senile Osteoporose subsumieren. Als Beispiele für sekundäre 

Osteoporoseursachen sind Alkoholabusus, Hypogonadismus, Glukokortikoidtherapie, 

starkes Rauchen, Hyperthyreose oder auch Lebererkrankungen zu nennen  (Abb. 2). 

Osteoporose ist bei Männern vielfach das Ergebnis eines multifaktoriellen 

Geschehens, hervorgerufen durch endokrine oder genetische Faktoren sowie 

Veränderungen von  Wachstumsfaktoren. Ebenfalls wird dem Lebensstil, geprägt 

durch Ernährung oder körperliche Aktivität, eine große Bedeutung beigemessen  

(Pietschmann et al. 2004). Die 

sekundäre Form der Osteoporose ist 

bei Männern häufig, denn der 

prozentuale Anteil beträgt bei den 

Männern 45 - 50 %, bei den Frauen 

dagegen nur 10 % (Bartl 2011, 

Pietschmann 2004). Im übertragenen 

Sinn imitiert unser Tiermodell durch 

die Orchiektomie den Hypo-

gonadismus des Mannes. Auch wenn 

weniger Männer als Frauen an 

Osteoporose erkranken, stellt die 

männliche Osteoporose dennoch eine 

häufige und schwerwiegende Erkrankung dar, die erst im letzten Jahrzehnt mehr 

Aufmerksamkeit in der Forschung erfahren hat.   

Abb. 2 Primäre und sekundäre Osteoporoseursachen 

des Mannes. Primäre Ursachen umfassen 50 %. 

Beispiele für die sekundären Ursachen sind chronischer 

Alkoholismus oder Hypogonadismus.  

(Quelle: Pietschmann 2004, S.12) 
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Wenige Therapiestudien beschäftigen sich mit der männlichen Osteoporose. Doch gibt 

es einige Behandlungsoptionen. Der hohe Anteil an sekundärer Osteoporose eröffnet 

die Möglichkeit der Kausaltherapie, um die Ursachen der Grunderkrankung zu 

beheben. Zu nennen ist an dieser Stelle die exogene Applikation von Testosteron bei 

diagnostiziertem Hypogonadismus. Dies kann in Form von Pflastern, Tabletten oder 

intramuskulären Injektionen geschehen, wobei ein bestehendes Prostatakarzinom 

zuvor ausgeschlossen werden muss (Bartl 2011). Grundsätzlich gilt es, eine 

ausreichende Kalzium- und Vitamin D-Supplementation zu  gewährleisten. Dies kann 

einerseits durch die exogene Gabe erreicht werden oder durch eine ausreichende 

Sonnenlichtexposition sowie kalziumreiche Nahrung (Weber 2008). Eine Maßnahme 

stellt zugleich die analgetische Therapie dar, um einer Immobilisation, bedingt durch 

die schmerzhafte Fraktur, vorzubeugen. Auch kann es zum medikamentösen Einsatz 

der zugelassenen Bisphophonate Alendronat, Zoledronat und Risedronat kommen 

(Bartl 2011, DVO-Leitlinien 2009). Diese können entweder oral oder intravenös 

verabreicht werden. Dazu liegen gute Studienergebnisse vor, die vergleichbar sind mit 

denen von postmenopausalen Frauen (Orwoll et al. 2000). Pharmakologische 

Therapiealternativen sind zusätzlich in der Gabe von Strontium, Parathormon oder 

Fluor zu sehen. Gleichzeitig sind nicht-pharmakologische Ansätze wie die 

Sturzprophylaxe, die Physiotherapie oder auch das Tragen von Hüftprotektoren 

bedeutungsvoll  (Weber 2008).  
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2.3 Sexualhormone und Knochen 

Östrogene sind Steroidhormone, die sowohl durch die Frau als auch durch den Körper 

des Mannes synthetisiert werden  (Abb. 3). Dabei beeinflussen sie unter anderem im 

weiblichen Organismus die Bildung und Entwicklung der Geschlechtsmerkmale. Im 

männlichen Körper tragen sie zusammen mit dem Testosteron zum Skelettwachstum 

bei (Niethard et al. 2009). Die natürlich vorkommenden Östrogene sind 17β-Östradiol 

(E2), Östron (E1) und Östriol (E3). Die beiden Letzten werden hauptsächlich in der 

Leber aus Östradiol gebildet. In der Zelle können Östrogene ihre Wirkung über zwei 

unterschiedliche Rezeptoren entfalten: Östrogenrezeptor 

α (ERα) und Östrogenrezeptor β (ERβ) (Enmark und 

Gustafsson 1999). Östrogene spielen für die 

Aufrechterhaltung der Knochenmineraldichte eine 

etablierte Rolle. So konnte die Wirkung des weiblichen 

Sexualhormons mittels Östrogenrezeptoren auf die 

Osteoblasten (Colvard et al. 1989, Eriksen et al. 1988, 

Komm et al. 1988, Qu et al. 1998) und Osteoklasten 

(Kameda et al. 1997, Oursler et al. 1991) nachgewiesen 

werden. Auch hemmen Östrogene die IL-6-Produktion 

(Girasole et al. 1992, Jilka et al. 1992). Dies ist insoweit 

interessant als Interleukin 6 die Osteoklastenreifung induzieren und damit auch einen 

Einfluss auf die Knochenresorption ausüben kann (Kurebasyashi et al. 1997). 

Gleichzeitig führen Östrogenverluste zu einer Interleukin-6 vermittelten Stimulation der 

Osteoklastogenese und folglich zu einer Resorption des Knochens (Jilka et al. 1992). 

Vielfach werden Östrogene für eine endostale Apposition verantwortlich gemacht, 

wobei an der periostalen Kortikalis hemmende Wirkungen erzeugt werden sollen (Kim 

et al. 2003, Seeman 2001a, Turner et al. 1989). 

Dass Östrogene nicht nur für Frauen, sondern auch für Männer und deren 

Knochenstoffwechsel entscheidend sind, wurde mittlerweile ermittelt (Carani et al. 

1997, Faustini-Fustini et al. 1999). Für die Aufrechterhaltung des trabekulären 

Knochens männlicher Mäuse konnten sowohl der Androgenrezeptor (AR) als auch der 

ERα verantwortlich gemacht werden (Lindberg et al. 2002). Klinische Beobachtungen 

zeigen die Bedeutung der Aromatisierung von Testosteron zu Östrogenen (Carani et 

al. 1997, Miyaura et al. 2001, Oz et al. 2000, Rochira et al. 2001, Vanderschueren et 

al. 1997, Vanderschueren et al. 2000, Vanderschueren et al. 2004).  

Östrogenmangel führt zu einem Ungleichgewicht zwischen Knochenabbau und 

Knochenaufbau. Diese Dysbalance manifestiert sich vielfach in der Menopause der 

Abb. 3 Strukturformel des  

17ß-Östradiols (E2) mit der 

Summenformel: C18H24O2  

(Quelle: PubChem. 2012a). 
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Frau in Form von Osteoporose. Dabei ist der Einsatz von Östrogenen als 

Hormonersatztherapie für die Frau umstritten, denn diese erhöht das Risiko für 

Brustkrebs, Thromben, Schlaganfälle oder kardiovaskuläre Erkrankungen (Kanis und 

Reginster 2008).  

Östrogene sind sowohl für den Mann als auch für die Frau unerlässlich  für die Balance 

zwischen Knochenaufbau und Knochenabbau. 

 

Das Androgen 5α-Dihydrotestosteron (Abb. 4) kann durch die irreversible Reduktion 

einer Doppelbindung aus dem Testosteron mittels des Enzyms 5α-Reduktase gebildet 

werden. Androgene stellen synthetisierte Steroidhormone dar, die sowohl bei Männern 

als auch bei Frauen in den Gonaden bzw. in der Nebennierenrinde produziert werden. 

Beim Mann findet die Synthese in den Leydigzellen des Hodens statt, dabei sind die 

wichtigsten Androgene das Testosteron und das DHT. Der Transport findet im Blut 

über einen Albumin-Komplex oder ein spezifisches, Sexualhormon-bindendes Protein 

statt. In den Zielzellen angekommen, wird der größte Teil 

des Testosterons in DHT umgewandelt, das an die 

gleichen Rezeptorproteine wie Testosteron bindet, 

allerdings mit einer höheren Affinität für den AR (Kumar 

et al. 1999).  

Zusätzlich kann Testosteron durch eine Aromatase-

reaktion in Östrogen umgewandelt werden (Rochira et al. 

2002, Rochira et al. 2005). In eugo-nadalen Männern soll 

bis zu 80 % des zirkulierenden Östradiols aus der 

Aromatasereaktion stammen (Sakhri und Gooren  2007). 

DHT stellt dagegen ein reines Androgen dar und kann 

nicht zu Östradiol aromatisiert werden (Sakhri und Gooren 2007). Neben den 

Geschlechtsmerkmalen sind Androgene für die Ausbildung sowie die Aufrechterhaltung 

des männlichen Knochenaufbaus verantwortlich und rufen den Muskelaufbau hervor 

(Bland 2000, Lindberg et al. 2002). Besonders die Effekte auf den 

Knochenstoffwechsel sind im Hinblick auf die Behandlung der Osteoporose 

interessant. Dass Androgene wie Testosteron und DHT auf den Knochen wirken, 

konnte unter anderem an männlichen orchiektomierten Nagern (Ophoff et al. 2009, 

Vandenput et al. 2002, Vanderschueren et al. 1992) sowie an Männern aufgezeigt 

werden (Anderson et al. 1997). In der männlichen Adoleszenz führen Androgene zu 

einer starken periostalen Apposition und folglich zu einer dickeren Kortikalis (Seeman 

2001a, Seeman 2001b). Dabei kann nur die Wirkung mittels DHT als reiner Androgen-

Effekt verstanden werden, denn Testosteron kann über die Aromatasereaktion auch 

Abb. 4  Strukturformel von  

Dihydrotestosteron (DHT) mit 

der Summenformel: C19H30O2  

(Quelle: PubChem.2012b)   
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auf ERα und ERβ wirken (Lindberg et al. 2002). Aus diesem Grund wurde den Ratten 

im vorliegenden Versuch DHT als Futterzusatz verabreicht.  

 

2.5 Phytohormone und Knochen 

Isoflavone sind neben Lignanen, Flavonen und Coumestanen pflanzliche Inhaltsstoffe, 

die auch als Phytoöstrogene bezeichnet werden. Sie besitzen durch ihren Phenolring 

eine chemische Ähnlichkeit zum menschlichen Östrogen (Abb. 5). Erkenntnisse deuten 

darauf hin, dass eine phytoöstrogenreiche Nahrung in der Lage ist, Schutz gegen 

Brust-, Prostata- und Darmkrebs sowie Herzkreislauferkrankungen und Osteoporose 

zu bieten (Bingham et al. 1998). Insgesamt gibt es 1000 Arten von Isoflavonen, wobei 

Genistein und Diadzein die am häufigsten untersuchten Phytoöstrogene darstellen 

(Bundesinstitut für Risikobewertung 2007, 

Glazier und Bowman 2001). Durch diese 

strukturelle Verwandtschaft sind sie in der 

Lage, selbst oder nach ihrer Verstoff-

wechselung die Wirkung von endogenen 

Östrogenen zu imitieren oder zu modellieren 

(Foth 2007). In der Natur sind sie in Soja und 

anderen Leguminosen wie Klee zu finden 

(Bundesinstitut für Risikobewertung 2007, 

Mau 2007).  

Isoflavone lassen sich als freie, sogenannte 

Aglukone wie Daidzein, Genistein oder 

Glycitein vorfinden oder an ein Zuckermolekül 

gebunden wie Daidzin, Genistin oder Glycitin, 

wobei die glykosilierten Isoflavone weniger 

aktiv sind als die Freien (Bundesinstitut für 

Risikobewertung 2007). Genistein, Daidzein, Formononetin und Biochanin A stellen 

dabei die wichtigsten Vertreter innerhalb der Isoflavon-Klasse von Phytoöstrogenen dar 

und werden weitgehend in Soja und Sojaprodukten vorgefunden (Foth 2007, Messina 

1999). Nach oraler Aufnahme scheinen Aglukone schneller resorbiert zu werden als 

die jeweilige, glykosilierte Form, bedingt durch die nicht notwendige Spaltung mit Hilfe 

von ß-Glukosidasen im unteren Dünndarm. (Bundesinstitut für Risikobewertung 2007). 

Genistein und Daidzein werden zu 20-25 % resorbiert und dann bevorzugt in 

Brustgewebe und Eierstöcken eingelagert (Wolters und Hahn 2004). In Abhängigkeit 

von der Kolonflora ist im Dickdarm eine weitere Verstoffwechselung möglich. Das bis 

Abb. 5 Vorkommen und Einteilung der 

Phytoöstrogene. Lignane sind in der 

pflanzlichen Zellwand vorhanden. 

Coumestane, Flavone und Isoflavone werden 

zu den Isoflavonoiden zusammengefasst. Zu 

den bekanntesten Isoflavone zählen Genistein 

und Daidzein (Quelle: Mau 2007, S.13).  
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dahin noch nicht resorbierte Isoflavon Daidzein kann zu Equol und O-

Demethylangolensin metabolisiert werden, wobei aus Genistein 6`-Hydroxy-O-

Demethylangolensin entstehen kann, das dann weiter zu p-Ethylphenol metabolisiert 

wird (Wolters und Hahn 2004). In die Zellen gelangen Isoflavone durch passive 

Diffusion. Wenn sie dann im Zytosol auf einen ERα treffen, bilden sie mit diesem 

Isoflavon-α-Komplexe, die dann im Zellkern die Produktion neuer Proteine anregen 

(Chen und Anderson 2002). 

Oft werden Flavone im Zusammenhang mit klimakterischen Beschwerden der Frau 

aufgeführt. Japanische Frauen klagen weniger häufig über das Auftreten von 

menopausalen Beschwerden. In diesem Zusammenhang wird als Begründung der 

hohe Verzehr an phytoöstrogenreicher Nahrung angeführt (Messina 2002). Dies lässt 

sich damit begründen, dass Isoflavone durch ihre chemische Ähnlichkeit mit dem 

menschlichen 17ß-Östradiol in der Lage sind, mit ERα und ERβ zu interagieren. 

Allerdings scheinen sie eine höhere Affinität zu ERß zu besitzen. Dennoch ist ihre 

Wirkung 100- bis 10.000-mal schwächer als die des menschlichen Östrogens 

einzustufen (Kulling und Watzl 2003). Durch die kritische Hinterfragung der klassischen 

Hormonersatztherapie (HRT) mit Östrogen rücken die Phytoöstrogene stärker in den 

Mittelpunkt von Studien. Nebenwirkungen der HRT sind beispielsweise die Erhöhung 

des Brustkrebsrisikos, Thrombosen oder Herzinfarkte (Carlson et al. 2008). Dabei sind 

die Phytoöstrogene möglicherweise in der Lage, eine Vielzahl von menopausalen 

Begleiterscheinungen zu lindern (Bitto et al. 2009, Messina 2002), wobei dies nicht 

unumstritten ist (Wuttke et al. 2008). Gleichzeitig konnten osteoprotektive Wirkungen 

hervorgerufen werden (Ma et al. 2008, Sugiyama et al. 2006, Tezval et al. 2010, 

Wuttke et al. 2008). Zusätzlich sollen diese im Gegensatz zur möglicherweise 

exogenen Gabe von Testosteron (Lenk 2005) ein geringeres Prostatakrebsrisiko zur 

Folge haben (Cook et al. 1999, Travis et al. 2009). Aus diesem Grund wurde neben 

den Sexualhormonen auch die Wirkung von Phytohormonen auf die 

Knochenapposition der männlichen Ratte untersucht. 

 

Das Aglukon Genistein (GEN) stellt neben Daidzein eines der wichtigsten Isoflavone 

dar (Abb. 6). 1931 wurde es zum ersten Mal von Walter (1941) aus Sojabohnen isoliert 

(Walter 1941). Der hormonelle Einfluss dieses Stoffes wurde jedoch erst anhand 

unfruchtbarer Schafe, die auf der Weide Klee zu sich nahmen, deutlich (Bennetts 

1946). Als Isoflavon ist GEN in der Lage an ERα und ERβ zu binden. Allerdings besitzt 

Genistein im Vergleich zu 17β-Östradiol mit 87 % eine höhere Affinität für ERβ als für 

ERα mit  4 % (Kuiper et al. 1998). Nach Verzehr von gebackenem Soja-Pulver weist 

GEN im Gegensatz zu Daidzein die höchste Plasmakonzentration auf und besitzt 
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zugleich die längste Halbwertszeit. Zusätzlich konnte eine höhere Bioverfügbarkeit 

durch die Auswertung der Summe von Urin- und Faeceswerten ermittelt werden 

(Watanabe et al. 1998). Im Hinblick auf die Therapie der 

Osteoporose sind besonders die Wirkungen auf den 

Knochen von Bedeutung. Dabei konnten in vitro-

Versuche eine Stimulation der Osteoblasten (Sugimoto 

und Yamaguchi 2000, Uchiyama und Yamaguchi 2007) 

und eine Inhibition der Osteoklasten (Gao und 

Yamaguchi et al. 2000) ermitteln. Gleichzeitig wurden 

osteoprotektive Wirkungen des GEN sowohl auf 

weibliche Nager (Ishimi et al. 1999, Ishimi et al. 2000)  

als auch auf männliche Nager (Fujioka et al. 2007, 

Ishimi et al. 2002) erfasst. Auch der kombinierte Einfluss 

von Bewegung und GEN-Gabe zeigte positive Effekte auf den Knochen (Hertrampf et 

al. 2007, Wu et al. 2003). Zusätzlich wurden Wirkungen auf den Knochen von 

postmenopausalen Frauen beobachtet, die GEN als mögliche Alternative für die 

Hormonersatztherapie in Betracht ziehen (Marini et al. 2007, Morabito et al. 2002). 

GEN scheint zudem in der Lage zu sein, die postmenopausalen Begleiterscheinungen 

zu lindern, indem es unter anderem den systolischen Blutdruck und die Plasmalipide 

reduziert sowie den HDL-Cholesterinspiegel verbessert (Bitto et al. 2009).  

 

Equol (EQ) ist ein nicht-steroidales Phytoöstrogen der Isoflavon-Klasse (Abb. 7). Der 

Name leitet sich von dem lateinischen Begriff „equus“ (dt. Pferd) ab, denn EQ wurde 

erstmals 1932 von Marian und Haslewood aus dem Urin trächtiger Stuten isoliert. Ein 

halbes Jahrhundert später konnte es als ein 

Hauptmetabolit der Soja-Isoflavone, Daidzin und 

Daidzein, identifiziert werden (Mathey et al. 2007, 

Setchell und Clerici 2010). Dabei stellt EQ das 

Endprodukt des intestinalen, bakteriellen Metabolismus 

aus Diadzein dar. Allerdings können zwei 

Subpopulationen von Menschen unterschieden werden. 

Nur 20 – 35 % der Erwachsenen sind in der Lage EQ zu 

bilden. Demnach wird in der Literatur zwischen Equol-

Produzenten und NonEquol-Produzenten unterschieden 

(Setchell et al. 2002). EQ kann sowohl als S- als auch R-Enantiomer vorliegen. Jedoch 

werden von den menschlichen Darmbakterien nur S-Enantiomere synthetisiert 

(Setchell et al. 2005). Genau diese Struktur besitzt eine hohe Bindung zum ERβ 

Abb. 6 Strukturformel von 

Genistein (GEN) mit der 

Summenformel: C15H10O5 

(PubChem 2012 c). 

 

Abb. 7 Stukturformel von Equol 

(EQ) mit der Summenformel: 

C15H14O3 (PubChem 2012 d). 
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(Setchell et al. 2002, Setchell et al. 2005), wobei Equol sogar eine höhere Affinität zum 

ERβ besitzt als sein Vorläufer Daidzein und diese vergleichbar ist mit der Affinität von 

Genistein (Muthyala et al. 2004, Setchell et al. 2002, Weaver und Legette 2010). 

Braidman et al. (2001) konnten den ERβ sowohl auf Osteoblasten als auch vielfach auf 

Osteoklasten lokalisieren (Braidman et al. 2001). Dennoch konnte die Wirkungsweise 

von EQ auf den Knochen noch nicht vollständig aufgeklärt werden (Jackson et al. 

2011). Von allen Daidzein-Metaboliten weist EQ in hohen Dosen die beste Fähigkeit 

auf, die Osteoklastenaktivität zu unterdrücken (Hwang et al. 2006). Gleichzeitig wurde 

festgestellt, dass Phytoöstrogene, besonders Equol, zu einer verbesserten 

Knochenqualität führen können (Kolios et al. 2009, Mathey et al. 2007, Tousen et al. 

2011) und als Hormonersatztherapie bei fehlenden Nebenwirkungen in Betracht kämen 

(Sehmisch et al. 2010). 

 

2.6 Die polychrome Sequenzmarkierung  

Fluoreszenz stellt die kurzzeitige Emission von Licht beim Übergang von einem 

angeregten Zustand in einen Zustand niedrigerer Energie dar. Dies tritt genau dann 

ein, wenn Licht einer bestimmten Wellenlänge (Anregung) auf ein Molekül trifft und 

dadurch für die Absorption von Photonen sorgt.     

 

 

 

 

Gleichzeitig werden Elektronen auf ein energiereicheres Niveau gehoben (Abb. 8). 

Wenn sie dann in den ursprünglichen Zustand, also ein niedrigeres Energieniveau, 

zurückfallen, wird die überschüssige Energie in Form von Fluoreszenzlicht und Wärme 

frei. Durch das Freiwerden der Energie in Licht und Wärme ist das Fluoreszenzlicht 

langwelliger und dadurch energieärmer als das Licht, mit dem das Molekül angeregt 

wurde. Dieser Unterschied der Wellenlängen wird nach seinem Entdecker als Stokes-

Shift bezeichnet. 

Abb. 8 Fluoreszenzemission – Beim Übergang eines angeregten Zustandes in einen Zustand niedrigerer 

Energie wird die Energiedifferenz unter anderem in Form von charakteristischer Floureszenzstrahlung frei 

(Quelle: http://www.univie.ac.at/mikroskopie/pdf/3_Fluoreszenz.pdf). 
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In der Fluoreszenz-Mikroskopie kann unterschieden werden zwischen einer Primär- 

und einer Sekundärfluoreszenz. Als Paradebeispiel für die erstere kann das 

Chlorophyll der Pflanzen genannt werden, das selbst fluoreszierende Eigenschaften 

aufweist. Die in diesem Versuch verwendeten Substanzen Calcein und Alizarin sind 

den Sekundärfluoreszenzen zuzuordnen. Durch sie ist es möglich, die Mineralisation 

des Knochens darzustellen, indem sie sich an mineralisierte Substanzen anlagern 

(Fluorochromierung). Folglich kann entkalkter Knochen keine fluoreszierenden 

Markierungen aufweisen. Der bekannteste Vertreter 

dieser sekundären Fluorochrome stellt das Tetrazyklin 

dar. Schon Andre erkannte 1956, dass aus der 

intravenösen Gabe von Tetrazyklin eine Anreicherung im 

Knochen der Maus resultiert (Andre 1956). Auch konnte 

Milch et al. 1957 feststellen, dass die Gabe von 

Tetrazyklin zu einer Fluoreszenzeinlagerung im Knochen 

und Weichgewebe mit Ausnahme des Gehirns führte, 

wobei diese nur im Knochen persistierte. Dies zeigte sich 

in einer gelb-goldenen Fluoreszenz bei Bestrahlung mit 

ultraviolettem Licht (Milch et al. 1957). Die Anlagerung 

des Tetrazyklins an die Mineralisationsfronten beruht auf 

der Eigenschaft über freie Elektronenpaare mehrwertige Kationen in ringförmigen 

Komplexen zu fixieren. Diese Fähigkeit des Chelators Tetrayzyklin führt zu einer 

Bindung des Ca2+. Auch für die übrigen Fluorochrome wie Calcein oder Alizarin wird 

angenommen, dass sie sich im verkalkten Gewebe an anorganische Bindungsstellen 

des Hydroxylapatits heften und Kalzium-Fluorochrom-Chelate bilden (Kerschbaumer 

2006). Die Ähnlichkeit der Bandenfarbe der Fluorochrome der Tetrazyklinderivate 

stellte ein Problem für die einwandfreie Unterscheidung der Banden dar. Harris zeigte 

eine zweifarbige Markierung des Knochens mittels Tetrazyklin und Alizarin (Harris 

1960). Durch die Entdeckung weiterer Fluorochrome wie Calcein blue (Rahn und 

Perren 1970), Xylenol orange (Rahn und Perren 1971) oder Alizarin-Komplexon (Rahn 

und Perren 1972) wurde die polychrome Sequenzmarkierung möglich. Diese ist 

beispielhaft in der Abb. 9 veranschaulicht. Die einzigen für die Menschen 

zugelassenen Fluorochrome stellt die Gruppe der Tetrazykline dar. Die polychrome 

Sequenzmarkierung ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. So konnte durch die 

Verwendung von Alizarin und Calcein die Mineralisationsfront zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten dargestellt und ausgewertet werden. 

 

Abb. 9  Rippenquerschnitt mit 

Fluoreszenzmarkierungen durch 

Calcein (grün), Tetrazyklin (gelb), 

Xylenol (rot) (Quelle: Funk 2004, 

S. 53). 
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3 Material und Methoden 

Der Tierversuch sollte Auskunft über die mögliche Beeinflussung des 

Knochenremodellings der defekten Tibia durch die Verabreichung von Hormonen und 

der Vibration geben. Als Maß für das Knochenremodelling wurde die knöcherne 

Appositionsrate gewählt, die in der englischen Literatur auch als mineral apposition 

rate (MAR) bezeichnet wird. Die MAR lässt sich anhand der Fluoreszenzbanden 

bestimmen. Dafür wurden die histologischen Präparate mit einem 

Fluoreszenzmikroskop digital aufgenommen, um anschließend mit einem Image-

Analyse-System vermessen und statistisch ausgewertet zu werden. 

 

3.1            Durchführung des Tierversuchs  

Diese Arbeit basiert auf einem tierexperimentellen Versuch, bei dem die männliche, 

orchiektomierte Ratte als Modell für die Osteopenie bzw. Osteoporose dient. Dem 

Versuch lag die Genehmigung durch das Niedersächsische Landesamt für 

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit Oldenburg (LAVES; AZ: G 43.09) 

zugrunde. 

Der Versuch wurde an 172 männlichen Sprague-Dawley Ratten (SD-Ratten, Züchter 

der Tiere: Winkelmann, Borchen) durchgeführt. Bei Versuchsbeginn waren die Ratten 

3 Monate alt und wiesen ein Gewicht von durchschnittlich 355,4 g (± 18,8 g) auf. Es 

wurden jeweils 4, zufällig gewählte Ratten pro Käfig gehalten (Makrolonkäfig Typ 4, 

Firma (Fa) Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpreißenberg), wobei die Tiere von je 

3 Käfigen eine Versuchsgruppe bildeten. Zur eindeutigen Identifizierung wurde den 

Tieren während der Gewöhnungsphase unter Inhalationsnarkose ein Transponder 

subkutan (s.c.) unter die Nackenhaut implantiert (ISO-Transponder (12 mm), Fa. UNO 

ROESVASTSTAAL BV Zevenaar, Niederlande). Die Nummer jedes Transponders 

konnte mit Hilfe eines tragbaren Transponder-Lesegeräts (Gesreader II Ge S008: ISO 

kompatibler Taschenleser, Fa. UNO ROESVASTSTAAL BV Zevenaar, Niederlande) 

ermittelt und folglich jede Ratte eindeutig zugeordnet werden. 

Die Tiere lebten unter Standardbedingungen bei einer konstanten Raumtemperatur 

von 21 bis 24 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-55 %. Während der gesamten Zeit 

waren die Ratten einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden (6-18 h) ausgesetzt. 

Die Tiere hatten uneingeschränkten Zugang zu sojafreiem Pelletfutter (ssniff® R-Z 

phytoöstrogenarm, V 1355, Soest) und frischem Trinkwasser. 

  



Material und Methoden  18 

3.2  Versuchsablauf 

Die Tiere wurden gemäß der Tabelle A1 in fünf Futtergruppen und 3 unterschiedliche 

Versuchslaufzeiten eingeteilt. In der 4-wöchigen Gewöhnungsphase erhielten alle Tiere 

sojafreies Pelletfutter. Sämtliche Ratten wurden innerhalb von 5 Tagen orchiektomiert. 

Unter Einhaltung einer 3-tägigen Regenerationszeit erfolgte postoperativ an 5 Tagen in 

der Woche über einen Zeitraum von 4 Wochen eine 15-minütige Ganz-Körper-

Vibration der Ratten. Nach Abschluss des Vibrationstrainings erfolgte die Trepanation 

der Tibiae sowie der Austausch des sojafreien Futters (Zeitpunkt 0 siehe Abb. 10). Das 

neue Futter enthielt industriell beigemischtes Östradiolbenzoat (E2), 

Dihydrotestosteron (DHT), Genistein (GEN) oder Equol (EQ). Diese mit den 

Testsubstanzen benötigten Futterarten stellte die Firma Ssniff Spezialitäten GmbH auf 

Basis des Haltungsfutters „R-Z“ her (Tab. 1). Eine Referenzgruppe (SF) wurde jedoch 

weiterhin mit sojafreien Pellets versorgt. Die Konzentration der Stoffe orientierte sich 

an Ergebnissen vorangegangener Studien und veröffentlichter Literatur (Rachón et al. 

2007, Sehmisch et al. 2010).  

 

Tab. 1 Futterzusätze E2, DHT, GEN und EQ in mg/kg; zusätzlich sind sowohl die tatsächliche 

Futterzusatzaufnahme in mg/d als auch die durchschnittliche Futteraufnahme in g/d angegeben.  

 

 

Für die spätere Fluoreszenzauswertung wurden den Ratten die Fluorochrome Calcein 

und Alizarin injiziert. Die Applikation von Calcein fand 10 Tage nach Beginn des 

1. Vibrationstrainings statt. Alizarin ist dagegen 3 Tage nach Abschluss der 

Trepanation aller Tibiae und Futterumtausch (Abb. 10, t0) verabreicht worden. 

Insgesamt lagen 28 Tage zwischen der Gabe der Fluoreszenzen. 

Zwei Wochen nach dem Futterumtausch wurde die 1. Serie und nach 3 Wochen die 

2. Serie der Tiere geopfert. Die Hälfte der Ratten der 3. Serie wurde erneut über einen 

Zeitraum von 4 Wochen vibriert. Danach fand die Opferung aller Tiere der 3. Serie 

statt. Dafür wurden die Ratten durch die inhalative Gabe von CO2-Gas in Narkose 

Zusätze Durchschnittliche 

Futteraufnahme 

in g/d 

Futterzusatz 

(mg/kg) 

Tatsächliche 

Futterzusatzaufnahme 

in mg/d 

E2 17,2 10 0,17 

DHT 21,2 1000 21,2 

GEN 20,7 1000 20,7 

EQ 20,5 400 8,2 
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versetzt, um dann dekapitiert zu werden. Nachfolgend konnte mit der histologischen 

Aufarbeitung begonnen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3  Orchiektomie (Orx)  

Nach der Eingewöhnungsphase wurden alle Ratten orchiektomiert. Der Eingriff fand in 

Inhalationsnarkose mit Isoflurane statt. Die Inhalationsmaske war dabei mit einem 

Flowmeter (SF3, UNO ROESVASTSTAAL BV, Zevenaar, Niederlande) und einem 

Kleintiernarkosegerät (Penlon Sigma Delta, Penlon Limited Abington, Oxon, 

Großbritannien) verbunden.  

Nach Rasur des Fells wurde die Skrotalhaut über dem getasteten Hoden medial 

inzidiert. Das darunter liegende, viszerale Peritoneum musste durchtrennt werden. 

Nach Freipräparation des Hodens und dadurch eindeutige Darstellung wurde der 

Ductus epididymidis und dessen Blutversorgung durch chirurgisches Nahtmaterial 

ligiert und nachfolgend entfernt. 

Dieses Vorgehen wurde auf der kontralateralen Seite ebenfalls durchgeführt. Nach der 

Blutstillung erfolgte der Verschluss aller eröffneten Strukturen mit sterilem Nahtmaterial 

(VicrylTM 3-0, resorbierbares Nahtmaterial, Ethicon GmbH, Norderstedt) per 

Einzelknopf-Nahttechnik. Zur postoperativen Entzündungshemmung und 

Schmerztherapie wurde den Tieren subkutan 0,1 mg Metacam® (Wirkstoff: Meloxicam, 

Abb. 10  Darstellung des Versuchsablaufs; 172 Ratten wurden anfänglich einer 4-wöchigen 

Gewöhnungsphase unterzogen, um anschließend orx zu werden. Im Anschluss erfogte eine GKV über 

4 Wochen. Am 10. Tag der Vibrationsphase wurde die Calcein-Gabe verabreicht. T0 stellt den Zeitpunkt 

des Futtertausches und der Tibia-Trepanation dar. 3 Tage nach T0 wurde die Fluoreszenz Alizarin 

appliziert. Die Tiere der 1. und 2. Serie wurden nach 2 bzw. 3 Wochen geopfert. Die Opferung der 3. Serie 

fand dagegen nach 8 Wochen statt, wobei 50 % der Tiere einer zusätzlichen GKV unterzogen wurden.  
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Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim/Rhein) verabreicht. Zum 

Aufwachen aus der Narkose befanden sich die Tiere in einem gesonderten Käfig ohne 

Einstreu und standen unter Beobachtung, um anschließend in ihren ursprünglichen 

Haltungskäfig umgesetzt zu werden.  

 

3.4  Die Vibrationstherapie 

Drei Tage nach Orchiektomie wurden alle Ratten einer Ganz-Körper-Vibration (GKV) 

unterzogen. Diese fand über 4 Wochen an fünf Tagen statt. Zwischen 8:00 und 

16:00 Uhr wurden die Ratten in immer wieder wechselnder Reihenfolge der Käfige 

den Schwingungen ausgesetzt. Für die Hälfte der Tiere der 3. Serie ist dieses Training 

zu einem späteren Zeitpunkt unter gleichen Bedingungen nochmals über 4 Wochen 

vollzogen worden. Zur Verfügung stand das SwingVibe® Ganz-Körper-Vibrationsgerät 

(SwingVibe Professional, Softwareversion:v.4.03; Fa. Best-Sportequipment GmbH, 

Weilburg/Hirschhausen) im Modus „Monoswing“. Durch diesen Modus verlaufen die 

Schwingungen vertikal zur Vibrationsplatte und sind an jeder Stelle der Platte gleich 

stark. Je 2 Käfige wurden ohne Einstreu, Futter und Wasser auf die Rüttelplatte 

gestellt, um dann mit Nylongurten an dieser fixiert werden zu können. Insgesamt 

erfolgte die Ganz-Körper-Vibration über 15 Minuten, wobei unterschiedliche 

Frequenzen gewählt wurden. Die ersten 5 Minuten wurden bei 25 Hz festgelegt, um 

dann von einer 30 Hz Frequenz für 10 Minuten abgelöst zu werden. 

 

3.5  Die Trepanation 

Auf die Orchiektomie folgte nach 4 Wochen die Trepanation beider Tibiae jeder Ratte. 

Während der Behandlung waren die Tiere durch Isoflurane anästhesiert. Zur Analgesie 

wurden 0,1 ml pro 500 g Körpergewicht (KG) Metacam® (Fa. Boeringer) s.c. 

verabreicht. 

Der erste Schritt ist das Entfernen des Rattenfells im Bereich der hinteren Extremitäten 

mit einem Elektrorasierer gewesen (Arco, Fa. Moser GmbH, Unterkirnach). Woraufhin 

eine 8 – 10 mm lange Haut- und Periostinzision 3 mm unterhalb des Kniegelenkes auf 

der Vorderseite der Tibia mit Hilfe eines 15er Skalpells vorgenommen wurde. Mit dem 

Raspatorium nach Partsch wurde dann die mediale Knochenfläche der Tibia 

freipräpariert, sodass mittels eines Knochenbohrers (1,5 mm Durchmesser) die 

Trepanation der Kortikalis im Bereich der Diaphyse angelegt werden konnte. Während 

dieses Vorganges erfolgte ein permanentes Spülen und Kühlen mit isotoner NaCl - 

Lösung. Abschließend wurde die Hautwunde einschichtig mit einem 4-0 monophilen 
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Kunststofffaden (Ethilon II TM 4-0, Fa. ETHICON GmbH, Norderstedt) verschlossen. In 

den darauf folgenden 2 Tagen  erhielten die Tiere zur Schmerzprophylaxe 0,2 ml 

Metacam (Fa. Boeringer) subkutan.   

 

3.6  Fluoreszenzmarkierung 

Die in den jeweiligen Serien gewonnenen Knochenmaterialien sollten der 

histologischen Aufarbeitung zur Verfügung stehen. Aus diesem Grund wurden den 

Versuchstieren zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten 2 verschiedenfarbige 

Fluoreszenzfarbstoffe verabreicht, um die Knochenheilung und –bildung bewerten zu 

können. Zehn Tage nach Beginn der ersten Vibration wurde den Ratten Calcein s.c. 

verabreicht. Dagegen erfolgte die Gabe von Alizarin (Merk, Darmstadt) 3 Tage nach 

Trepanation aller Ratten und Futterumtausch. Die jeweiligen Dosierungen sind in 

Tabelle 4 angegeben. 

 

Tab. 2 Lösung, Dosierung (mg/kg KG) und der Fluoreszenzen Calcein und Alizarin, die in einem 

zeitlichen Abstand von 28 Tagen verabreicht wurden. 

Fluorochrom 
Lösung 

g/ml aqua dest. 

Dosierung 

mg/kg KG 
Applikationszeitpunkt 

Calcein 9 g/100 ml aqua dest. 10  
10 Tage nach Beginn 

der 1. Vibration 

Alizarin 3 g/100 ml aqua dest. 30  
3 Tage nach    

Zeitpunkt 0 

 

3.7  Histologische Aufarbeitung 

Die Herstellung histologischer Hartschnittpräparate erforderte 3 Schritte: Die Fixierung, 

die Einbettung und das Schneiden. Aus diesem Grund wurden die Tibia-Präparate der 

Ratten 1 Woche lang in 4%iger, neutraler und gepufferter Formalinlösung eingelegt. 

Dieser Vorgang führt im Wesentlichen zu einer Proteinfällung. Zur Vorbereitung auf die 

nachfolgende Einbettung mussten die Präparate mehrere Tage mit Alkohol in 

ansteigender Konzentration dehydriert werden (Ethanol 70-100 %), um dann für 72 

Stunden in ein organisches Intermedium (z.B. Xylol) eingebracht zu werden. Dabei 

dient Xylol zum Entfetten der Knochenzylinder.  

Der nächste Schritt bestand in der Einbettung der unentkalkten Tibia-Präparate in 

Kunststoff auf Methylmethacrylat-Basis (Technovit 9100®, Heraeus Kulzer GmbH, 
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Wehrheim). Dafür wurden die Tibiae in einer Einbettform ausgerichtet und 

anschließend mit einer Polymerisationsmischung überzogen. Insgesamt wurden der 

proximale Teil der Tibia sowie das anschließende Kniegelenk und ein kleiner, distaler 

Anteil des Femurs eingebettet. Das Dünnschnittpräparat sollte später einen 

Längsschnitt durch das Gelenk, den Femur und besonders der Tibia zeigen. Die 

Kunststoffmischung bestand zu 9 Volumenanteilen aus Stammlösung A und zu 

1 Volumenanteil aus Stammlösung B, unter Mithilfe eines Magnetrührtisches wurden 

diese zusammengefügt. Zur vollständigen Polymerisation mussten die Einbettformen 

für 2-3 Tage bei -8 °C luftdicht gelagert werden. Die dadurch entstandenen Blöcke mit 

den eingeschlossenen Knochenpräparaten wurden mit Hilfe eines 

Hartschnittmikrotoms (Leica RM 2165, Leica Biosystems GmbH, Nussloch) in 5 µm 

dicke Längsschnitte geschnitten. Während des Schneidevorgangs musste 40%iges 

Ethanol auf die Dünnschnitte aufgetragen werden. Dadurch konnte ein Abschwimmen 

der Präparate vom Kunststoffblock erreicht und ein mögliches Abrollen der Schnitte 

verhindert werden. Diese wurden auf einen mit Alkohol benetzten Objektträger 

aufgezogen, um dann durch 96%iges Ethanol gestreckt und abschließend mit Kisolfolie 

bedeckt zu werden. Die überschüssige Flüssigkeit konnte daraufhin durch Filterpapier 

abgesaugt werden. Über Nacht mussten die Präparate bei +50 °C unter Druck 

getrocknet werden. Insgesamt standen 10 Dünnschnitte zur Verfügung. Davon wurden 

2 Längsschnitte nach Goldner koloriert und für eine zusätzliche Auswertung verwendet. 

Die übrigen 8 Präparate standen der Fluoreszenzauswertung zur Verfügung.  

 

3.8  Histometrie und Imageanalyse der Appositionsrate 

Die Fluoreszenzpräparate jeder Ratte konnten mit Hilfe eines hochauflösenden 

Mikroskops (Axioskop 2 plus, Fa. Zeiss, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) 

ausgewertet werden. Die Präparate wurden mittels einer HBO-Lampe, einer 

energiereichen Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe, und einem geeigneten 

Fluoreszenzfilter (Filtersatz 16, Zeiss) im Auflichtstrahlengang zum Leuchten der 

Calcein- und Alizarinbande angeregt. Durch die gleichzeitig angeschlossene digitale 

Farbkamera (Axio Cam MRc5, Fa. Zeiss, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena) und 

die Mikroskop-Software Axio Vision Vernon 4.8 (Fa. Zeiss, Carl Zeiss Microlmaging 

GmbH, Jena) konnten die Präparate digital dokumentiert werden. Es konnte die 

optimale Belichtungszeit, der Kontrast und die Helligkeit ermittelt werden, um eine 

geeignete Bildqualität für die Auswertung sowohl der Calcein- als auch der 

Alizarinbande zu erreichen.  
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Von jeder Ratte wurden Spongiosa- und Kortikalisbilder beider Seiten in 10-facher 

Vergrößerung und mit ähnlicher Belichtungszeit angefertigt (Abb. 11). Es musste für 

alle Präparate die gleiche Vergrößerung gewählt werden, um die Vergleichbarkeit zu 

gewährleisten. Die Fluoreszenzbanden der Spongiosa- und Kortikalisbilder konnten 

Abb. 11  Imageauswertung; A) Tibialängsschnitt nach Goldner gefärbt, B) zeigt Spongiosa markiert 

durch Alizarin (rot) und Calcein (grün), B1  Ausschnittvergrößerung aus B mit Messbalken zur 

Bestimmung der Bandendicke, C) Kortikalisübersicht mit Vergrößerung der periostalen (C2) und 

endostalen (C1) Seite, erkennbar sind  beispielhafte Messungen der Calcein-  und Alizarinbande sowie 

der Abstandsmessung (gelb) und Bestimmung der Geflechtknochendicke (orange). 
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durch die Software Sigma Scan Pro (Sigma Scan Pro 5.0, SPSS Inc., Chicago, USA) 

am Computer vermessen und statistisch ausgewertet werden. Mit Hilfe dieses 

Programmes war es möglich, die Bandendicke beider Fluoreszenzfarbstoffe zu 

bestimmen.  

Dafür konnten senkrechte Messbalken, die die Dicke der Fluoreszenzbanden 

erfassten, eingezeichnet werden. Die Messbalken wurden im Abstand von etwa 50 µm 

eingefügt. Grundsätzlich ließen sich die Kortikalisbilder in zwei Abschnitte einteilen: 

periostale Seite mit bzw. ohne Geflechtknochen und endostale Seite.  

Auf der periostalen Seite konnte die Breite des vorhandenen Geflechtknochens und 

die in ihm enthaltenen Alizarinbanden ausgewertet werden. Die Dicke entsprach dabei 

dem äußersten periostalen Anteil des Geflechtknochens bis zur innersten 

Alizarinbande des Geflechtknochens (Abb. 11 C2, orange und blaue Markierung).  

Das Ausmaß des Remodellings der nach innen folgenden, periostalen Calcein-Bande 

sowie der Abstand zum Geflechtknochen wurde durch die Messung der 

Fluoreszenzbande erfasst (Abb. 11 C2, weiße und gelbe Markierung). Die beim Fehlen 

des Geflechtknochens vorhandene Alizarinbande, die parallel zur Calceinbande 

verläuft, konnte ebenfalls einer Breitenmessung unterzogen werden. Sowohl die 

Geflechtknochenabstände als auch die Geflechtknochendicke wurden jeweils nach 

100 µm gemessen. Dagegen erfolgte die Messung der Bandendicke in einem Abstand 

von 50 µm. 

Auch auf der endostalen Seite der Kortikalis konnten die Bandendicke der 

Fluoreszenzen Alizarin und Calcein in gleicher Weise bestimmt werden (Abb. 11 C1, 

weiße und blaue Markierungen). Das geschilderte Vorgehen wurde an den 

Spongiosabildern wiederholt (Abb. 11 B1, blaue und rote Markierungen). 

Zusätzlich wurden die Mittelwerte der Alizarin- und der entsprechenden Calceinbanden 

graphisch zueinander in Beziehung gesetzt. Da die Bandenbreite der Fluorochrome 

selbst als ein Maß für die Höhe der Knochenapposition aufgefasst werden kann. Dabei 

diente der Calcein-Mittelwert der jeweiligen Futtergruppe als 100 %-Referenzwert. 

Gleichzeitig wurde die Alizarinbande dagegen prozentual aufgeführt. Dafür muss 

sichergestellt sein, dass beide Farbstoffe unter gleichen Bedingungen identische 

Bandenbreiten ergeben. Zur Klärung dieser Problematik wurde ein Vorversuch 

durchgeführt, bei dem jeweils 4 Tiere Calcein und Alizarin im Abstand von 4 Tagen und 

4 weitere Tiere die beiden Farbstoffe zur gleichen Zeit hintereinander verabreicht 

bekamen. Die entnommenen Tibiae wurden analog des Hauptversuches präpariert und 

analysiert. Bei beiden Vorversuchsgruppen wurden für den jeweiligen Farbstoff nicht 

signifikant verschiedene Bandenbreiten gefunden. Die Bandenbreiten von Calcein und 

Alizarin unterschieden sich jedoch signifikant. Die Mittelwerte und die 
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Standardabweichung betrug dabei für Calcein 5,66 ± 2,59 µm und für Alizarin 6,38 

±2,55 µm (n = 109). Die Alizarinbanden waren somit um 13% größer als die 

Calceinbanden (t-test, P = 0,042). Um die Vergleichbarkeit dieser beiden 

Fluoreszenzen für die relative Apposition zu gewährleisten, wurden die Mittelwerte der 

Alizarinbanden für die jeweiligen Futtergruppen um 13 % reduziert. 

 

3.9    Statistik 

Die Aufbereitung der erfassten Daten sowie deren Auswertung und graphische 

Darstellung erfolgte mit Hilfe der Software SigmaSTAT und SigmaPLOT (SPSS Inc., 

Chicago, USA). Es wurden alle Daten als Messreihen in Spalten erfasst und bei 

Normalverteilung als Mittelwerte (Mean) ± Standardabweichung (SD) bzw. 

Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Nicht normal verteilte Werte wurden als 

Mediane und 25 % bzw. 75 % Perzentilen dargestellt. Die Signifikanztestung wurde mit 

der Varianzanalyse und dem Holm-Sidak-Test bei normalverteilten Werten 

vorgenommen und auf ein Niveau von p≤0,05 festgelegt. Nicht parametrische Daten 

wurden entsprechend der ANOVA und dem ad-hoc-Test nach Kruskal-Wallis oder dem 

Test nach Dunn zum Gruppenvergleich ausgewertet.  
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4 Ergebnisse 

In den histologischen Präparaten lassen sich in den Längsschnitten der Tibia der 

proximale Gelenkkopf mit der Epiphyse und der Spongiosa sowie die beiden 

Kortikalisausschnitte deutlich erkennen. In vielen Schnitten ist auch das Bohrloch 

sichtbar. In diesen Bereichen ist über längere Kortikalisabschnitte Geflechtknochen in 

unterschiedlicher Dicke der Kompakta aufgelagert.  

 

4.1            Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung  

Allen Tieren wurden zu 2 unterschiedlichen Zeitpunkten die Fluorochrome Calcein und 

Alizarin verabreicht. In der Tibia lassen sich charakteristische Fluoreszenzbanden im 

Bereich der Diaphyse erkennen. Im Längsschnitt der Tibia ist die Kortikalis zweimalig  

angeschnitten, wobei sich eine Kortikalis in der Nähe der Trepanationsöffnung befindet 

oder dieses sogar gleichzeitig angeschnitten ist (Abb.11).  

 

 

 

 

 

Abb. 12 Kortikalisausschnitte (A-D) mit den Fluoreszenzen Alizarin (rot) und Calcein (grün); A-C) zeigen 

Fluoreszenzbanden in der Nähe der Trepanationsöffnung; A) und B) mit Geflechtknochen; C) ohne 

Geflechtknochen allerdings mit periostaler Alizarinbande; D) Fluoreszenzbandenverlauf in der Kortikalis 

gegenüber der Trepanationsöffnung; Größenstandard: 100 µm. 
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Mit Nähe zum Trepanationsloch zeigt die Kompakta charakteristische 

Fluoreszenzeinlagerungen, die sich von denen der gegenüberliegenden Kortikalis 

unterscheiden. Die Kompakta mit Nähe zur Trepanationsöffnung zeigt periostal 

anliegenden Geflechtknochen (vgl. Abb. 12 A-B mit Abb. 12 D). Dieser ist ausschließ-

lich durch die Fluoreszenz Alizarin farblich markiert. Die roten Banden liegen dabei 

schleifenförmig übereinander (Abb. 12 A-B). Unterhalb des periostalen Geflecht-

knochens befindet sich eine schmale Calceinbande (Abb. 12 A-B). Bei gleichzeitigem 

Anschnitt des Trepanationsloches zeigt sich, dass dieses von Geflechtknochen 

ausgefüllt ist (Abb. 13). 

 

 

 

 

 

Statt Geflechtknochen lässt sich in einigen histologischen Präparaten eine periostale 

Alizarinbande finden, die parallel zur Calceinbande verläuft (Abb. 12 C). Die endostale 

Seite der Kortikalis, die sich in enger räumlicher Beziehung zum Trepanationsloch 

befindet, zeichnet sich durch den parallelen Verlauf sowohl einer Calcein- als auch 

einer Alizarinbande aus (Abb. 12 A-C). Abbildung 12 D zeigt im Gegensatz zu den 

Abbildungen 12 A-C einen Ausschnitt einer Kortikalis mit größerem Abstand zum 

Abb. 13 A-D) zeigen Trepanationslöcher der Kortikalis (Kreis), beschriftet sind jeweils die periostale und 

endostale Seite der Kortikalis; A-B) Bohrlöcher der 1. Serie; C) der 2. Serie; D) der 3. Serie; 

Größenstandard: 1000 µm. 
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Trepanationsloch. Die Kompakta ist durch einen unregelmäßigeren Verlauf von nur 

2 Fluoreszenzbanden und fehlenden Geflechtknochen gekennzeichnet. 

Charakteristisch ist die parallel zum Endost verlaufende Alizarinbande. Auf der 

periostalen Seite hingegen zeigt sich eine Calceinbande, die sich durch einen 

wechselnden Verlauf auszeichnet. Dabei ist es möglich, dass die Bande vom Endost 

ins Periost oder umgekehrt kreuzt.  

Der Spongiosaraum ist durch Trabekel markiert, die im Bereich der Diaphyse sowohl 

Calcein- als auch Alizarinbanden aufweisen. Mit zunehmender Nähe zur 

Epiphysenfuge lassen sich ausschließlich Trabekel mit Alizarinbanden vorfinden. 

Abbildung 13 zeigt die Trepanationslöcher nach 2, 3 und 8 Wochen. Während nach 2 

Wochen die Trepanationsöffnungen von Geflechtknochen ausgefüllt werden, ist die 

Kontinuität der Kortikalis nach 8 Wochen schon fast vollends durch Lamellenknochen 

hergestellt.  

 

4.2            Analyse des Geflechtknochens 

Der Geflechtknochen stellt unreifen Knochen dar, der als Reaktion auf einen Reiz 

gebildet wird. Um das Ausmaß der Geflechtknochenbildung zu charakterisieren, wurde 

die Geflechtknochendicke, die Bandenbreite der Alizarin-Fluoreszenz und der Abstand 

der Alizarin- zur Calceinbande gemessen. 

 

Grundsätzlich weisen die Ratten 2 Wochen nach Trepanation und Futterumtausch die 

höchsten Werte der Geflechtknochendicke auf (Abb. 14). Die mit SF-Futter versorgten 

Tiere dienen als Kontrollgruppen und zeigen in jeder Serie einen dicken 

Geflechtknochen. Nach 2 Wochen besitzen die mit EQ behandelten Ratten mit 348 µm 

signifikant dickeren Geflechtknochen als die Kontrollgruppe. Auch die mit DHT und E2 

behandelten Tiere zeigten signifikant dickeren Geflechtknochen als die Kontrollgruppe 

(siehe Tab.1-A).  

Für die unterschiedlichen Therapiegruppen sind im Verlauf der 2. bis 8. Woche 

abnehmende Geflechtknochendicken zu erkennen. Nach 3 Wochen beträgt die 

Geflechtknochendicke grundsätzlich etwa 200 µm. Für diesen Zeitpunkt ist der höchste 

Wert für die mit SF- Futter versorgten Ratten mit 242 µm zu verzeichnen. Dagegen 

liegt der Wert für die mit DHT behandelten Ratten nur bei etwa 180 µm. Mit Ausnahme 

der GEN-behandelten Tiere zeigen die übrigen Futtergruppen eine signifikant 

geringere Geflechtknochendicke gegenüber der Kontrollgruppe. 
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8 Wochen nach Hormongabe und Trepanation nimmt die Geflechtknochendicke weiter 

ab, wobei grundsätzlich die Dicke der nicht zusätzlich vibrierten Ratten geringer ist als 

die der vibrierten Ratten. 

 

 

 

 

 

 

 

Der Geflechtknochen der mit E2 und GEN behandelten, in der 8. Woche nicht 

vibrierten Tiere ist dicker als bei den Tieren der SF-Gruppe. Die mit DHT versorgten 

Tiere weisen dagegen eine signifikant geringere Geflechtknochendicke auf. Für die mit 

EQ behandelten Ratten konnte kein messbarer Geflechtknochen ermittelt werden.  

Ratten, die zwischen der 3. und 8. Woche zusätzlich noch einmal vibriert wurden, 

zeigen mit Ausnahme der mit E2 versorgten Ratten im Vergleich zu den nicht 

zusätzlich vibrierten Ratten der 8. Woche eine größere Geflechtknochendicke. Auch für 

die mit EQ gefütterten Tiere konnte die Dicke des Geflechtknochens gemessen 

werden. Der höchste Wert von ca. 187 µm wurde für die Tibia der mit SF-Futter 

versorgten Ratten ermittelt. Für die mit DHT behandelten Ratten ist im Gegensatz zu 

den nicht vibrierten Ratten der gleichen Futtergruppe der 8. Woche ein 

Geflechtknochendickenzuwachs von 39,3 µm auf 134 µm erkennbar. Dahingegen 

zeigen die mit E2 versorgten Ratten in der 3. und zugleich vibrierten Serie mit ca. 

124,2 µm ihren geringsten Wert im Vergleich zu den übrigen Serien. Nur die 

Tiergruppe mit GEN-Zusatz zeigt keine signifikanten Veränderungen gegenüber den 

mit SF-Futter behandelten Tieren. 

Abb. 14 Mittelwerte und Standardfehler der Geflechtknochendicke (A) nach 2-, 3- und 8-wöchiger 

Substanzapplikation in der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe; die zusätzlich noch einmal vibrierten 

Tiere sind mit 8 vibr. gekennzeichnet (* p≤0,05 vs. SF; 5≤n≤64; ANOVA und multipler Vergleich nach 

Holm-Sidak). Das rechte Bild (B) zeigt einen Kortikalis-Ausschnitt in 10x Vergrößerung, Pfeile markieren 

die Dicke des Geflechtknochens; Größenstandard: 100 µm. 
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Der niedrigste Wert (39,4 µm) aller Serien wurde für die Tiere mit DHT-Zusatz in der 8., 

nicht zusätzlich vibrierten Woche ermittelt. Mit Ausnahme der 3., unvibrierten Serie 

weisen die Ratten, denen DHT und E2 unter das Futter gemischt wurde, in allen Serien 

ähnliche Werte auf. Diese sind grundsätzlich geringer als die Geflechtknochendicken 

der Gruppe mit SF- und GEN-Zusatz.  

Die Abbildung 15 zeigt die nach 2, 3 und 8 Wochen ermittelte Alizarinbandenbreite im 

Geflechtknochen. Die Serie nach 8 Wochen wurde dabei jeweils in eine vibrierte und 

unvibrierte Gruppe unterteilt. Tendenziell ist zu erkennen, dass die Werte für alle 

Futtergruppen im Verlauf von der 2. bis zur 3. Woche nach Trepanation und 

Futterumtausch ansteigen und sich in den folgenden Wochen die Größe der 

Alizarinbande reduziert. Die Ratten mit sojafreiem Futter zeigen fortwährend die 

geringsten Bandendicken.  

Nach 2 Wochen weisen die Tiere der DHT-Futtergruppe die signifikant dickste 

Alizarinbande mit ca. 5,9 µm auf. Die geringste Bandendicke mit ca. 5,3 µm findet sich 

für die mit sojafreier Nahrung gefütterten Ratten. Ebenso weisen die Ratten, die mit 

Equol behandelt wurden, einen signifikant höheren Wert als die KG auf. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15  Mittelwerte und Standardfehler der Alizarinbandenbreite (A) des Geflechtknochens nach 2-, 3- 

und 8-wöchiger Substanzapplikation der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe; die zusätzlich noch 

einmal vibrierten Tiere sind mit 8 vibr. gekennzeichnet (* p≤0,05 vs. SF; 13≤n≤349; ANOVA und multipler 

Vergleich nach Holm-Sidak). Die rechte Bildreihe zeigt eine Kortikalis-Übersicht (B) in 10x Vergrößerung, 

gestricheltes Kästchen markiert Geflechtknochenausschnitt (C), Pfeile in C) deuten auf Alizarinbande im 

Geflechtknochen, Größenstandard: 100 µm. 
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Nach 3 Wochen ergibt sich für alle Futtergruppen eine Zunahme im Bereich der 

Alizarinbande.  GEN- und E2-behandelte Ratten besitzen hierbei eine besonders große 

Fluoreszenzbande. Mit Ausnahme der EQ-Futtergruppe zeigen die übrigen 

Futtergruppen signifikant höhere Werte gegenüber den SF-Tieren. Nach 8 Wochen 

nimmt die Größe der Alizarinbande in allen Tieren ab. 

Für die mit GEN und E2 behandelten Ratten zeichnen sich ähnliche Werte von 5,7 µm 

bzw. 5,8 µm ab. Dagegen weist die DHT-versorgte Gruppe keine Veränderungen 

bezüglich der Alizarinbandengröße auf. Der niedrigste Wert wurde auch hier für die mit 

sojafreiem Futter behandelten Tiere mit 4,8 µm gefunden. Diese Bandendicke liegt 

damit sogar unter dem Wert, der nach 2 Wochen ermittelt wurde. 

Betrachtet man im Gegensatz dazu die Werte der zusätzlich vibrierten Tiere nach 8 

Wochen, so ist lediglich der Wert für die SF-behandelten Ratten im Gegensatz zu den 

unvibrierten Ratten auf 5,3 µm angestiegen. Die Größe der Alizarinbanden für die 

Futterzusätze DHT, E2 und GEN nimmt dagegen ab. Mit 4,5 µm weisen die mit DHT 

behandelten Tiere in dieser Serie den geringsten Wert aller untersuchten Tiere auf. Die 

Tiere mit EQ-Futterzusatz besitzen eine Alizarinbande (4,9 µm), die in ihrer Größe 

vergleichbar ist mit der durch GEN induzierten Bande (4,9 µm). Im Vergleich dazu 

zeigen die vibrierten Ratten nach 3 Wochen eine Reduktion der Bandendicke. 

Auffällig ist, dass die mit sojafreiem Futter versorgten Ratten zu allen Zeitpunkten die 

geringste Bandendicke zeigen. Mit Ausnahme der zusätzlich vibrierten Ratten der 8. 

Woche wurden für die Tiere, die mit GEN und E2 versorgt worden sind, jeweils 

ähnliche Werte erhoben. Im Gegensatz zur Geflechtknochendicke weichen die Werte 

der Alizarinbandenbreite für die Futterzusätze E2 und DHT deutlich voneinander ab. 

 

Nach Ermittlung der Geflechtknochendicke und des Ausmaßes der in ihm enthaltenen 

Alizarinbande wurde eine mögliche Korrelation untersucht. 2 Wochen nach 

Trepanation und Futterumtausch zeigen die Ratten unabhängig von ihrer Futtergruppe 

den dicksten Geflechtknochen. Während sich die Geflechtknochendicke im 

Versuchsverlauf verringert, besitzt die Alizarinbande für alle Futtergruppen 3 Wochen 

nach Trepanation und Futterumtausch ihren höchsten Wert (Abb. 16). 

Die durchschnittliche Alizarinbandendicke liegt in allen Serien in einem Bereich 

zwischen 5,39 µm und 7,49 µm. Im Vergleich erweist sich diese für den 

Geflechtknochen nach 3 Wochen am größten. In den Serien selber zeigt der 

Geflechtknochen 2 Wochen nach Trepanation und Futterumtausch bei gleichzeitiger 

Dickenzunahme auch eine geringfügige Vergrößerung der in ihm enthaltenen 

Alizarinbande. Dies lässt sich für die übrigen Serien nicht bestätigen. Der 
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Regressionskoeffizient liegt in allen Serien zwischen 0,01 und 0,0003, d.h. die 

Geflechtknochendicke korreliert nicht mit der Breite der Alizarinbande. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16 Korrelation der Breite von Geflechtknochen und Alizarinbande. Aufgeführt sind die Daten aller 

untersuchten Gruppen nach der 2. (oben), 3. (Mitte) und 8. (unten) Woche. In der Tabelle sind die 

Regressionen und deren Bestimmtheitskoeffizient r
2 

angegeben. Der Stichprobenumfang betrug n=238 (2 

Wochen), n=105 (3 Wochen) und n=95 (8 Wochen). 



Ergebnisse  33 

Zusätzlich wurde der Abstand der kortikalen Calceinbande von der Alizarinbande des 

Geflechtknochens erhoben (Abb. 17). Dieser gibt an, wie viel Knochen sich zwischen 

den Fluoreszenzgaben gebildet hat. Die intravitalen Markierungen wurden mit einer 

zeitlichen Verzögerung von 28 Tagen gesetzt, sodass die Knochenbildung pro Tag 

errechnet werden kann.  

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                           

Abb. 17  Abstand der periostalen Calceinbande zur Alizarinbande des Geflechtknochens (A) nach 2, 3 und 

8 Wochen; angegeben sind sowohl die Medianwerte als auch die 25 % bzw. 75 % Perzentilen; die 

zusätzlich noch einmal vibrierten Tiere sind mit 8w vib. dargestellt. Kortikalisausschnitt in B) dargestellt, 

Calcein- (weiße Pfeile) und Alizarinbande (blaue Pfeile) sind markiert, Abstand zwischen diesen Banden 

wurde gemessen; Größenstandard: 100 µm.   
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Nach 2 Wochen weisen die Tiere der EQ- und E2-Futtergruppe mit einem 

Bandenabstand von 86,3 µm (Abb. 17) und 50,3 µm eine Appositionsrate von 

3,08 µm/Tag bzw. 1,80 µm/Tag auf. Die übrigen Futtergruppen weisen einen 

durchschnittlichen Abstand von ca. 32 µm auf, sodass sich daraus eine Apposition von 

etwa 1,14 µm/Tag ergibt.  

Betrachtet man die Abstände der periostalen Calceinbande 3 Wochen nach 

Trepanation und Futterumtausch, so zeigt sich, dass mit Ausnahme der EQ-

Futtergruppe der Abstand in allen Gruppen im Vergleich zur 1. Serie größer wird. 

Besonders bei den mit SF-, E2- und GEN-Futter behandelten Tieren vergrößert sich 

der Abstand um 40,89 µm, 39,30 µm bzw. 37,0 µm, sodass sich für diese Tiere 

zwischen der 2. und 3. Woche eine Appositionsrate von etwa 5,5 µm ergibt. Zu diesem 

Zeitpunkt besitzen die mit E2 behandelten Ratten mit 89,1 µm den größten Abstand 

zwischen der Calceinbande und dem Geflechtknochen.  

Nach 8 Wochen lässt sich nur für die unvibrierten Ratten der DHT-Gruppe eine 

Vergrößerung des Abstandes festhalten. Für die unvibrierten Ratten mit EQ-Futter 

konnte dieser Abstand nicht ermittelt werden. Für die vibrierten Tiere der 8. Woche 

konnte diese Auswertung nur für die E2- und EQ-Gruppe vorgenommen werden. Die 

mit E2 gefütterten und zusätzlich vibrierten Ratten zeigen mit 59,3 µm höhere Werte 

als die unvibrierten E2-Tiere der 8. Woche und gleichzeitig geringere Werte als die der 

Vergleichstiere nach 3 Wochen.     
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4.3            Periostales Remodelling 

In der periostalen Kortikalis lassen sich beide Fluoreszenbanden nachweisen. Die 

Ergebnisse sind in Abb. 18 ersichtlich. Die mit SF-Futter versorgte Kontrollgruppe weist 

2 Wochen nach Futterumtausch und Trepanation mit 4,3 µm wie die mit EQ 

behandelten Tiere eine schmale Alizarinbande auf. Im Vergleich dazu zeigen die Tiere 

mit DHT-Futterzusatz eine signifikant dickere Bande mit 6,6 µm. Die Banden der mit E2 

und mit GEN behandelten Ratten sind signifikant dicker gegenüber der Kontrollgruppe.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 Mittelwerte und Standardfehler der Alizarin-Bandenbreite des periostalen Knochens (A) 

nach 2-, 3- und 8-wöchiger Substanzapplikation der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe; die 

zusätzlich vibrierten Tiere sind mit 8 W vibr. bzw. 8 vibr. gekennzeichet (* p≤0,05 vs. SF; 

9≤n≤212; ANOVA und multipler Vergleich nach Holm-Sidak). B) Relative Werte der periostalen 

Apposition, wobei die Dicke der Calceinbanden als Basis (100 %) dient (* p≤0,05 vs. SF; 

9≤n≤212); untere Bildreihe zeigt Kortikalisübersicht (C) in 10x Vergrößerung und Ausschnitt (D) 

der endostalen Calcein- (weiße Pfeile) und Alizarinbande (blaue Pfeile); Größenstandard: 

100 µm.  
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Interessant ist, dass die mit GEN und E2 gefütterten Tiere ähnliche Werte für die 

Alizarinbandenbreite (Tab. A-5) aufweisen. Es ist zu erkennen, dass zwischen den 

Serien starke Schwankungen vorliegen. So sind nach 3 Wochen die Werte der mit den 

Isoflavonen GEN und EQ versorgten Ratten auf 7,5 µm bzw. 6,1 µm angestiegen. 

Ebenso weist die Kontrollgruppe mit SF-Futter eine Vergrößerung der Bandenbreite 

auf und nimmt damit den höchsten Wert für die Alizarinbandendicke ein (7,6 µm). Wie 

schon in der 1. Serie zeigt sich auch nach 3 Wochen, dass die mit DHT behandelten 

Ratten (6,2 µm) größere Alizarinbanden besitzen als die mit E2 behandelten Tiere 

(5,4 µm). Nach 8 Wochen haben alle Futtergruppen signifikant kleinere Alizarinbanden 

als die Kontrollgruppe mit 7,4 µm. Lediglich die mit EQ behandelten Tiere zeigen eine 

Zunahme der Bande im Vergleich zur 3. Woche (6,6 µm). Die Werte der nicht 

zusätzlich vibrierten Ratten der 8. Woche unterscheiden sich von den Werten der 

vibrierten Ratten der gleichen Serie. Erwähnenswert für die zusätzlich vibrierten Ratten 

ist die gegenüber der Kontrollgruppe signifikante Vergrößerung der Bandendicken 

sowohl der Ratten mit E2-Futter als auch der mit GEN-Futter gegenüber allen anderen 

Zeitpunkten. Der Wert für die mit GEN behandelte Gruppe liegt sogar bei 8,8 µm und 

ist somit der höchste Wert dieser Auswertung. 

Neben der absoluten Alizarinbande konnte zusätzlich die relative Veränderung der 

periostalen Apposition bestimmt werden. Dafür mussten die beiden 

Fluoreszenzbanden zueinander in Beziehung gesetzt werden. 2 Wochen nach 

Trepanation und Futterumtausch sind die Werte der Alizarinbanden für alle Gruppen 

höher als die der vergleichbaren Calceinbanden (Abb. 18 B). Dabei weisen die mit 

GEN versorgten Ratten mit 222,9 % die größte Alizarinbande auf, die mehr als doppelt 

so dick ist wie die zugehörige Calceinbande. Sowohl die Werte der mit GEN als auch 

mit DHT gefütterten Hormongruppen sind mit 161,5 % signifikant größer gegenüber der 

Kontrollgruppe. Die dünnste Alizarinbande (111,1 %)  weisen die Tiere mit EQ-Futter 

auf.  

Nach 3 Wochen sind die Alizarinbanden wiederholt breiter als die zugehörigen 

Calceinbanden. Die dickste Alizarinbande im Vergleich zur Calceinbande wurde in den 

Tieren mit GEN-Futter gefunden. Im Gegensatz zu den Tieren mit GEN- und DHT-

Futter konnten für die Kontrollgruppe und die mit EQ gefütterten Ratten eine Zunahme 

der Alizarinbandenbreite im Vergleich zur Calceinbande zwischen der 2. und 3. Woche 

ermittelt werden. Die gegenüber der Kontrollgruppe signifikant kleinere Alizarinbande 

der mit E2 gefütterten Tiere weist nur eine geringfügige Vergrößerung mit 119,2 % auf. 

Mit Blick auf die vibrierte und unvibrierte Serie der 8. Woche weisen die mit E2 

behandelten Tiere nur geringe Veränderungen der Prozentwerte auf, sodass sich in 

der letzten Serie mit und ohne Vibration Bandenwerte von 109 % ergeben. Die übrigen 
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Futtergruppen zeigen dagegen deutlichere Schwankungen zwischen den 

unterschiedlichen Wochen. Für die nicht zusätzlich vibrierten Tiere mit Hormonfutter ist 

die Alizarinbande im Vergleich zur 2. Woche nur noch geringfügig größer gegenüber 

der zugehörigen Calceinbande. Eine Ausnahme stellen dagegen die Ratten mit EQ-

Futter dar, denn für diese Tiere nimmt die Alizarinbande im Vergleich zur Calceinbande 

zu. Die prozentuale Apposition ist für alle Tiere mit Hormonzusatz signifikant größer 

gegenüber der Kontrollgruppe mit 95,2 %. 

Dagegen zeigen die Tiere der KG, der mit DHT und GEN gefütterten Tiere die größten 

relativen Bandendicken des Versuches in der 8. Woche mit zusätzlicher Vibration. Der 

Wert der Ratten mit GEN-Futter  imponiert mit 282,7 %. Die Bande der mit EQ 

behandelten Tiere ist dagegen mit 89,5 % signifikant reduziert.  

 

4.4            Endostales Remodelling 

Neben der periostalen Seite der Kortikalis imponiert auch die endostale Seite mit 

fluoreszierenden Banden. Ähnlich der periostalen Kortikalis befinden sich die absoluten 

Werte der Alizarinbandenbreite der endostalen Kortikalis etwa zwischen 4 µm und 

6 µm nach 2 Wochen (vgl. Abb. 18 u. Abb. 19). Dabei wurden die größten Banden 

2 Wochen nach Trepanation und Futterumtausch mit etwa 6,1 µm für die mit E2 

behandelten Tiere ermittelt. Die Kontrollgruppe und Tiergruppe mit DHT-Futter zeigen 

vergleichbare Werte von 5,4 µm und 5,3 µm. Die geringsten Banden konnten für die 

Ratten mit den verabreichten Phytohormonen GEN und EQ gemessen werden (4,1 µm 

und 5 µm). Zwischen der 2. und 3. Woche steigen die Werte aller Futtergruppen an. 

Allerdings lässt sich für die Tiere, die mit E2 bzw. EQ gefüttert wurden, nur eine 

Zunahme von 10 µm bzw. 20 µm festhalten. Im Gegensatz dazu weisen die mit GEN 

gefütterten Tiere ebenso wie die Kontrollgruppe eine Alizarinbande von 6,2 µm auf. Die 

abnehmende Tendenz der Werte zwischen der 3. und 8. Woche (unvibriert) lässt sich 

mit Ausnahme der Tiere mit EQ-Futter (6 µm) für alle Futtergruppen bestätigen. Nur die 

mit E2 und EQ gefütterten Tiere zeigen signifikant größere Banden gegenüber der 

Kontrollgruppe. Vergleicht man die Werte der Ratten der 3. Woche mit der 

Bandendicke der Ratten der 8. und  zusätzlich vibrierten Woche, ist zu erkennen, dass 

die mit DHT und EQ behandelten Tiere signifikant niedrigere Banden als die 

Kontrollratten mit SF-Futter zeigen. Gleichzeitig stellen diese Werte die kleinsten 

Banden aller Tiere mit diesem Futterzusatz im gesamten Zeitverlauf dar. Nach 

8 Wochen ist dagegen die Alizarinbande (6,4 µm) für die Tiere, die mit GEN behandelt 

und zusätzlich vibriert wurden, am größten.  
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Die Abb. 19 (B) zeigt die relative Apposition an der endostalen Kortikalis. Dafür 

mussten die Alizarin- und Calceinbande prozentual zueinander in Beziehung gesetzt 

werden. Mit Blick auf die Therapiegruppen 2 Wochen nach Trepanation und 

Futterumtausch fällt auf, dass nur die Ratten mit E2- und EQ-Futterzusatz mit 129,2 % 

und 109,9 % signifikant größere Alizarin- als Calceinbanden aufweisen.  

Im Vergleich dazu sind die Alizarin-Appositionsbanden 3 Wochen nach Trepanation 

und Futterumtausch für alle Therapiegruppen größer als die entsprechenden 

Calceinbanden. Dies äußert sich in der Überschreitung der 100 %-Schwelle. 

Gleichzeitig zeigen die mit E2 versorgten Tiere mit 109,9 % die schmalste 

Abb. 19 Mittelwerte und Standardfehler  der Alizarin-Bandenbreite (A) des endostalen Knochens nach 2-, 

3- und 8-wöchiger Substanzapplikation der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe; die zusätzlich 

vibrierten Tiere sind mit 8 W vibr. gekennzeichet (* p≤0,05 vs. SF; 37≤n≤581; ANOVA und multipler 

Vergleich nach Holm-Sidak). (B) Relative Werte der endostalen Apposition, wobei die Dicke der 

Calceinbanden als Basis (100 %) dient (* p≤0,05 vs. SF; 38≤n≤581). Untere Bildreihe zeigt 

Kortikalisübersicht (C) in 10x Vergrößerung; zusätzlich endostale Calcein- (weiße Pfeile) und 

Alizarinbande (blaue Pfeile) im Ausschnitt (D) vergrößert; Größenstandard: 100 µm. 
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Alizarinbande auf. Der höchste Wert wird von der Kontrollgruppe mit 166,6 % erreicht. 

Dies ist gleichzeitig der höchste Wert im gesamten Zeitverlauf.  

Nach 8 Wochen ändert sich für die nicht zusätzlich vibrierte Serie die zunehmende 

Tendenz der relativen Alizarinbandendicke. Mit Ausnahme der mit E2 versorgten 

Ratten zeigen die übrigen Futtergruppen einen Abfall des Bandendickenverhältnisses. 

Gleichzeitig sind  die Alizarinbanden der Tiere mit DHT-, GEN- und EQ-Futterzusatz 

größer als die entsprechenden Calceinbanden. Die Werte der Kontrollgruppe liegen mit 

88,5 % unter ihren entsprechenden Calceinbanden und gleichzeitig unter ihrem Wert, 

der nach 2 Wochen ermittelt wurden. Für die Ratten, die nach 8 Wochen zusätzlich 

vibriert wurden, zeigen die SF-, E2- und GEN-Futtergruppe höhere Werte als die 

Ratten der 3. Serie, die nicht zusätzlich vibriert wurden. Diese liegen für die mit E2 und 

GEN gefütterten Ratten mit 138,8 % bzw. 134,9 % über den Werten, die für die 

gleichen Tiere nach 2 und 3 Wochen ermittelt werden konnten.  

 

4.5            Trabekuläres Remodelling 

Um ein Gesamtbild von den absoluten Werten der Alizarinbanden zu erhalten, wurden 

diese ebenso in den Trabekeln gemessen. Zu keinem Zeitpunkt überschreiten die 

Alizarinbanden der Futtergruppen die 6 µm-Grenze. Die durchschnittliche Bandendicke 

beträgt etwa 3 und 4  µm (Abb. 20).  

Zwei Wochen nach Futterumtausch zeichnen sich nur für die Ratten, die mit den 

Sexualhormonen gefüttert wurden, Werte ab, die die 4 µm-Grenze überschreiten und 

signifikant größer sind als die der Kontrollgruppe. Die Werte der übrigen Futtergruppen 

liegen dagegen um einen mittleren Wert von 3,4 µm. Zwischen der 2. und 3. Woche 

legen alle Futtergruppen an Bandendicke zu. Die mit GEN gefütterten Tiere haben mit 

einem Wert von 5,1 µm die größte und eine zugleich signifikante Alizarinbande 

gegenüber der KG. Ebenso weisen die Tiere, die mit E2 gefüttert wurden, eine 

vergrößerte Bande mit 4,9 µm. Diese ist zugleich signifikant gegenüber der KG. Im 

Vergleich dazu zeigen die mit SF-, DHT- und EQ-Futter versorgten Ratten eine 

geringere Bandenbreite mit jeweils 4,4 µm, 4,2 µm und 4,0 µm nach 3 Wochen. Ein 

Blick auf die 8., nicht zusätzlich vibrierte Woche lässt erkennen, dass die Werte aller 

Futtergruppen signifikant kleiner sind als die der Kontrolltiere mit SF-Futter (5,4 µm). 

Verglichen mit den Werten der zusätzlich vibrierten Ratten der 8. Woche, zeigen diese 

eine größere Abnahme der Alizarinbandenbreite. Die Kontrolltiere weisen mit 4,4 µm 

wiederholt die dickste Alizarinbande auf. 
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Im Gegensatz dazu sind die Banden der mit DHT gefütterten Ratten durchschnittlich 

nur 3,5 µm dick und somit signifikant kleiner. Um den Überblick über die relative 

Apposition im tibialen Knochen der Ratte zu vervollständigen, wurden auch die 

trabekulären Calcein- und Alizarinbandenverhältnisse ausgewertet (Abb. 20).  

Nach 2 Wochen liegen die Prozentzahlen für alle Hormongruppen zwischen 96,7 % 

und 118,4 %. Dabei überschreiten sowohl die mit EQ- also auch die mit SF-Futter 

versorgten Tiere nicht die 100 % Grenze. Dies bedeutet, dass diese Tiere eine 

schmalere Alizarin- als Calceinbande besitzen. Für die DHT- und GEN-Futtergruppen 

ließen sich Werte ermitteln, die mit 103,7 % bzw. 104,1 % nur knapp über den Werten 

ihrer Calceinbande liegen. Sie erweisen sich jedoch als signifikant größer gegenüber 

denen der Kontrolltiere. 

Mit Blick auf die Ratten der 3. Woche lässt sich eine deutliche relative Vergrößerung 

der Alizarinbandendicke gegenüber Calcein bestätigen. Besonders die Alizarinbande 

Abb. 20 Mittelwerte und Standardfehler der absolute Alizarin-Bandenbreite des trabekulären 

Knochens (A) nach 2-, 3- und 8-wöchiger Substanzapplikation der SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Gruppe; 

die zusätzlich vibrierten Tiere sind mit 8 W vibr. bzw. 8 vibr. gekennzeichnet (* p≤0,05 vs. SF; 31≤n≤586;  

ANOVA und multipler Vergleich nach Holm-Sidak). (B) Relative Werte der trabekulären Apposition, wobei 

die Dicke der Calceinbanden als Basis (100 %) dient (* p≤0,05 vs. SF; 30≤n≤590). Die untere Reihe (C, D, 

E) zeigt Fluoreszenzbilder der Trabekel; Größenstandard: 100 µm.  
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der Kontrollgruppe konnte um 82,9 Prozentpunkte auf 179,7 % zulegen und weist 

damit die größte prozentuale Apposition des gesamten Zeitverlaufes auf. Die übrigen 

Futtergruppen zeigen signifikant kleinere Banden.  

Für die nicht zusätzlich vibrierten Ratten der 8. Woche lässt sich diese Tendenz nicht 

weiter beobachten. Die Werte aller Futtergruppen sinken im Vergleich zur 3. Woche, 

wobei die Reihenfolge der Futtergruppenwerte beibehalten wird. Zudem weisen alle 

Futtergruppen signifikant niedrigere Werte gegenüber der Kontrollgruppe auf. Die Tiere 

mit EQ-Futter zeigen mit 93,6 % die geringste prozentuale Apposition des gesamten 

Zeitverlaufs. Die Bandenverhältnisse der Tiere mit DHT- und E2-Zusatz weichen mit 

119,4 % und 117,9 % wie auch in der 3. Woche geringfügig voneinander ab. Der 

größte Wert kann wiederholt mit 136,6 % der Kontrollgruppe zugeordnet werden. Nach 

8 Wochen und einer zusätzlichen Vibration zeichnet sich für die Kontrollgruppe ein im 

Vergleich zu den übrigen Futtergruppen hoher Wert von 120,2 % ab. Allerdings kann 

hier für die mit GEN behandelten Ratten mit 129,1 % die höchste prozentuale 

Apposition der 8. Woche (zusätzlich vibriert) verzeichnet werden. Im Vergleich zur 

3. Woche sind die Dicken der Alizarinbanden im Vergleich zur Calceinbande aller 

Futtergruppen gesunken. Stellt man die jeweils vibrierten und nicht vibrierten Tiere der 

8. Woche gegenüber, so zeigen alle vibrierten Futtergruppen mit Ausnahme der mit 

GEN gefütterten Tiere eine geringere prozentuale Apposition. 
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5 Diskussion 

Lange Zeit wurde das Krankheitsbild der Osteoporose nur mit dem weiblichen 

Geschlecht  in Verbindung gebracht. Durch die zunehmend älter werdenden Männer 

und Frauen in unserer Gesellschaft tritt die Problematik stärker in den Vordergrund, 

dass auch Männer von dieser Krankheit betroffen sein können. Die Bone-Eva-Studie 

(2006) konnte ermitteln, dass es in Deutschland bis zum heutigen Jahr (2013) einen 

Anstieg der männlichen Osteoporose-Patienten um 21 % geben wird (Bone-Eva-Studie 

2006). Mit dem zunehmenden Alter geht ein hohes Frakturrisiko einher. Diese 

Knochenbrüche sind insbesondere am Schenkelhals lokalisiert (Bone-Eva-Studie 

2006). Auch in der Wissenschaft findet die Thematik der Osteoporose beim Mann 

zunehmend mehr Beachtung. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sind Teil einer umfangreichen DFG-

geförderten Studie. Der Versuch wird durch 3 Parameter beeinflusst. Auf die 

orchiektomierte Ratte als etabliertes Osteoporose-Tiermodell (Frost und Jee 1992, 

Vanderschueren et al. 1993, Verhas et al. 1986, Vorwerk 2010) wirken zum einen 

Futtersubstanzen, die mit Hormonen angereichert sind, um deren osteoprotektive 

Wirkung zu testen. Der Kontrollgruppe wurde sojafreies Futter verabreicht, um eine 

östrogene Wirkung der Sojapräparate auszuschließen (Seidlová-Wuttke et al. 2008). 

Als hormonelle Futterzusätze dienten zum einen die Sexualhormone DHT und E2, zum 

anderen die Phytohormone GEN und EQ. Diese Isoflavone haben in jüngster Zeit 

verstärkt Beachtung in der Osteoporoseforschung gefunden, wobei deren Wirkung 

vorwiegend in Bezug auf den weiblichen Organismus getestet wurde (Ishimi et al. 

1999, Ishimi et al. 2000, Ma et al. 2008, Wuttke et al. 2008). Als weiterer 

Versuchsparameter wurde eine Trepanation der Tibia vorgenommen. Die Tiere 

befinden sich 2, 3 und 8 Wochen nach Futterumtausch in unterschiedlichen Stadien 

der Knochenheilung. Des Weiteren wurde der Versuch um den Parameter der 

Vibration ergänzt, der in der Literatur als Ganz-Körper-Vibration (GKV) bezeichnet wird 

(Wysocki et al. 2011). Die vorliegenden Ergebnisse konnten deshalb sowohl durch 

unterschiedliche Hormongaben, die Trepanation sowie die Vibration beeinflusst 

werden. Diese Art des Versuchsaufbaus ist neu und findet nur wenige 

Vergleichsmöglichkeiten in der internationalen Literatur.  

In den ersten Wochen wurden die Ratten einer Orchiektomie mit anschließender,       

4-wöchiger GKV unterzogen, um eine Osteoporose im Knochen zu induzieren. Die 

Behandlung der Tiere unterscheidet sich erst ab dem Zeitpunkt, an dem das Futter 

ausgetauscht wurde.  Die Orchiektomie führt definitionsgemäß zu einer Osteoporose 

bzw. Osteopenie. Schon 1989 stellte man an Sexualstraftätern in der 
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Tschechoslowakei, die einer Orchiektomie unterzogen worden waren, fest, dass sich 

ihre Knochenmasse reduzierte (Stĕpán et al. 1989). In zahlreichen Arbeiten konnte 

belegt werden, dass die Orchiektomie zu einer signifikanten Reduktion der 

Knochendichte und somit Osteoporose führt (Daniell 1997, Vorwerk 2010, Schot und 

Schuurs 1990, Wink und Felts 1980).  

Die Auswirkungen der ersten, 4-wöchigen GKV auf den Knochen der orx Ratten, 

konnte von Papenberg (2011) beleuchtet werden (Papenberg 2011). Dafür wurden 

2 Kontrollgruppen bezüglich ihrer Spongiosafläche und –dichte mit Hilfe der 

quantitativen Computertomographie untersucht. Die Tiere beider Kontrollgruppen 

wurden zuvor orchiektomiert, gleichzeitig ist jedoch nur eine Gruppe für eine 

Zeitspanne von 4 Wochen vibriert worden. Die Auswertung der Spongiosafläche und -

dichte zeigte, dass nur die unvibrierten Tiere eine Osteoporose ausbildeten. Die 

vibrierten Ratten wiesen nahezu keine Verringerung der Spongiosadichte auf 

(Papenberg 2011). Übertragen auf den vorliegenden  Versuch bedeutet dies, dass die 

Tiere zum Zeitpunkt des Futterumtausches keine osteoporotischen Knochen 

aufweisen. Auch wenn der Versuch grundsätzlich das Ziel besaß, effiziente 

Therapiemaßnahmen für die Osteoporose des Mannes zu entwickeln. So muss dieser 

durch die Ergebnisse von Papenberg nun aus dem Blickwinkel der Prävention 

betrachtet werden. Denn weder die Futterzusätze noch die 2. Vibration wirken im 

vorliegenden Versuch als Therapeutikum auf einen osteoporotischen Knochen, 

sondern als Präventivmaßnahme auf den gesunden Knochen der männlichen Ratte.      

 

5.1            Diskussion der Methodik 

Die polychrome Sequenzmarkierung stellt eine etablierte Methode zur zeitabhängigen 

Bestimmung der Appositionsrate des mineralisierten Knochens dar. Bei adulten 

Individuen ist die Appositionsrate daher ein Maß für das Knochenremodelling. Zudem 

lassen sich unterschiedliche Fluorochrome farblich voneinander abgrenzen. Dadurch 

kann zu bestimmten Zeitpunkten die Menge oder Richtung der Knochenbildung 

visualisiert werden. Der vorliegende Versuchsablauf beinhaltet die Injektion von 

Calcein und Alizarin zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Fluoreszenzen stellen damit 

den Mineralisationsgrad zum jeweiligen Zeitpunkt der Applikation dar. Mit Blick auf die 

Versuchsdurchführung (siehe Material und Methoden) zeigt sich, dass die Tiere bei 

Calcein-Verabreichung bereits der Orchiektomie und einer 10-tägigen Vibration 

unterzogen worden waren. Dagegen fand die Alizarin-Gabe statt, nachdem zusätzlich 

die Tibia trepaniert und das Futter durch Zusätze modifiziert worden war.  
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In der Wissenschaft wird die Applikation der Fluorochrome genutzt, um die mineral 

apposition rate (MAR) zu bestimmen. Hierbei werden Querschnitte der 

Knochenpräparate angefertigt und der Abstand zwischen den Fluoreszenzbanden 

erfasst. Dieser Abstand wird dann mit der Anzahl der Tage verrechnet, die zwischen 

den Verabreichungen der Fluoreszenzen liegen. So kann die MAR in  µm/d ermittelt 

werden (Thomsen et al. 2012). Erstbeschreiber dieser Knochenhistomorphometrie 

waren H. M. Frost und R. A. Milch (Frost 1969, Milch et al 1957, Turner et al. 2004). 

Dafür nutzten sie die fluoreszierenden Eigenschaften des Antibiotikums Tetrazyklin 

(Frost 1969, Milch et al 1957, Wu und Frost 1969). In der vorliegenden Arbeit wurden 

die Ergebnisse nach dem Prinzip der MAR bestimmt. Ein entscheidender Unterschied 

liegt darin, dass sich hier nicht am Abstand zwischen den Fluoreszenzbanden orientiert 

wurde, sondern hierfür die Doppelmarkierungen selbst gewählt wurden.  Eine 

vergleichbare Anwendung der Methodik konnten wir nur bei Hirschinger (2011) 

vorfinden (Hirschinger 2011). 

Die 172 Tiere sind in diesem Versuch in 3 Serien unterteilt, die nach 2, 3 oder 

8 Wochen untersucht wurden. Durch diese Auswertungsweise ist es möglich, die 

Calcein- bzw. Alizarinbanden unterschiedlicher Zeitpunkte miteinander zu vergleichen. 

Es kann deutlich gezeigt werden, dass sich die periostalen, endostalen und 

trabekulären Fluoreszenzbanden in ihrer Breite zeitabhängig verändern. Die Werte der 

2. Woche zeigen in der Regel die  kleinste Bandenbreite. Während nach 3 Wochen die 

höchsten Breiten gemessen wurden (Abb. 18, Abb. 19 und Abb. 20). Nach 8 Wochen 

tritt eine Verkleinerung der Banden durch Kompaktierung auf. Die in der 8. Woche 

zusätzlich verabreichte Vibration führte zu einer Vergrößerung der Banden, was für 

eine zusätzliche Mineralisierung sprechen könnte. Durch die gleichbleibende Anzahl an 

Fluorochrom-Molekülen würden sich diese auf eine größere Fläche verteilen. Als 

Konsequenz müsste sich eine Intensitätsabnahme der Fluoreszenzemission ergeben. 

Aufschluss über die Vorgänge könnten durch Farbintensitätsmessungen erreicht 

werden. Die Veränderung der angefärbten Zonen ist Ausdruck einer noch nicht 

abgeschlossenen Mineralisation. Die fluoreszierenden Mineralisationszonen werden 

nach der Färbung durch eingelagertes Apatit deutlich verbreitert. Anschließend kommt 

es durch Verdichtung des Knochens zwischen der 3. und 8. Woche zu einer 

Schrumpfung der Banden. Hieraus leitet sich eine wichtige Konsequenz für die 

Bestimmung des Knochenremodellings und der Appositionsrate ab. Die Bestimmung 

dieser ist offensichtlich entscheidend davon abhängig, zu welchem Zeitpunkt nach der 

Fluoreszenzgabe die Bandenbreite gemessen wird. Diese Tatsache war bislang nicht 

bekannt. Gleichzeitig kann der Verlauf der Knochenentwicklung mit Hilfe einer einzigen 
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Fluoreszenz  visualisiert werden, indem die gleiche Fluoreszenz zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten ausgewertet wird.  

 

5.2            Diskussion der Ergebnisse 

 

5.2.1  Versuchsbedingte Effekte auf die Geflechtknochenbildung 

Histologisch existieren zwei unterschiedliche Arten von Knochen: Geflecht- und 

Lamellenknochen. Der Geflechtknochen entsteht sowohl bei der chondralen und 

desmalen Knochenentwicklung als auch bei der Frakturheilung des Knochens. Dieser 

kann schnell gebildet werden und wird später, bis auf wenige Ausnahmen, durch den 

belastbareren Lamellenknochen ersetzt. Im Gegensatz zum Lamellenknochen ist der 

Geflechtknochen durch eine zufällige Anordnung der Kollagenfibrillen charakterisiert. 

Die Osteozyten liegen eingemauert in kalzifizierter Interzellularsubstanz vor (Kugler 

2006). In den untersuchten Präparaten kann der Lamellenknochen durch den 

parallelen Verlauf der Fluoreszenzbanden zur Knochenoberfläche identifiziert werden. 

Dagegen sind die Alizarinbanden im Geflechtknochen durch einen gewundenen 

Verlauf gekennzeichnet. Die molekularen Eigenschaften, die diese unterschiedlichen 

Knochenformen voneinander trennen, sind noch nicht ausreichend verstanden. Es gilt 

zu klären, ob die Vibration oder die Trepanation die auslösenden Faktoren der 

Geflechtknochenbildung darstellen. Frühere Studien zeigen die Geflechtknochen-

bildung als eine Reaktion auf das Einwirken von erhöhten mechanischen Belastungen, 

die jedoch oftmals zu Stressfrakturen innerhalb des Knochens führen (McKenzie et al. 

2011, Turner et al. 1994). Die Vibration kann somit ebenso als mechanischer Stimulus 

verstanden werden. Allerdings ist fraglich, ob dieser ausreicht, um 

Geflechtknochenbildung zu induzieren. Bekanntermaßen bildet sich Geflechtknochen 

als Reaktion auf eine Fraktur oder Periostreizung. Nur unter absolut stabilen 

Verhältnissen ist es möglich, die direkte Knochenheilung in Form von 

Lamellenknochen zu induzieren. Die Trepanation der Ratten führt zu einem nur 

einseitigen Bohrloch in der Tibia. Aus diesem Grund ist keine Stabilisierung der 

Kortikalisenden beispielsweise durch Osteosyntheseplatten notwendig und die Ratten 

können sich weiterhin frei bewegen (He et al. 2011). Gleichzeitig stellt dieses Defekt-

Model eine Methodik dar, um die Mechanismen der diaphysären Kortikalisheilung 

nachzuvollziehen (He et al. 2011, Monfoulet et al. 2010). Auch wird die 

Bohrlochheilung von der intramembranösen Ossifikation beherrscht (He et al. 2011, 
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Komatsu et al. 2009). Bei dieser desmalen Ossifikation wird ohne knorpelige Vorstufe 

Geflechtknochen synthetisiert. Später erfolgt der Ersatz durch Lamellenknochen. 

Im vorliegenden Versuch wurde Geflechtknochen gefunden, der Einlagerungen des 

Fluorochroms Alizarin aufweist. Calcein-markierter Geflechtknochen liegt nicht vor. 

Dies deutet darauf hin, dass die Vibration kein Stimulus für die Geflechtknochenbildung 

darstellt bzw. nicht ausreicht, denn zum Zeitpunkt der Calcein-Gabe waren die Ratten 

ausschließlich der Vibration ausgesetzt. Dagegen wurde Alizarin nach 4-wöchiger 

Vibrationstherapie und Beendigung der Trepanation und Futterumtausch verabreicht. 

Allein die Trepanation provoziert durch die Verletzung des Knochens die 

Geflechtknochenbildung. Deshalb liegt der Geflechtknochen in den histologischen 

Präparaten ausschließlich der periostalen Kortikalis auf, die sich in Nähe zur 

Trepanationsöffnung befindet. Im Längsschnitt der Tibiapräparate sind deshalb nur auf 

einer Kortikalisseite Geflechtknochenauflagerungen auffindbar. Die Alizarinbanden sind 

schleifenförmig übereinander angeordnet (Abb. 12), wodurch die 

Geflechtknochenbildung dieser Menge in so kurzer Zeit ermöglicht wird. Aus der 

Unabhängigkeit der Geflechtknochendicke und der Breite der Alizarinbande (Abb. 17) 

kann geschlossen werden, dass die Mineralisierung im Geflechtknochen immer in der 

gleichen „Größenordnung“ vorgenommen wird. Eine größere Dicke des 

Geflechtknochens ist deshalb entweder auf eine zeitliche Expansion der 

Geflechtknochenbildung oder eine höhere Anzahl an Mineralisationspunkten 

zurückzuführen.  

In anderen Studien konnte die Bildung von Geflechtknochen ebenfalls beobachtet 

werden. Die Arbeitsgruppe Uthgenannt et al. (2007) führte über ein 

Kompressionsmodell Ermüdungsfrakturen an männlichen Ratten herbei. Diese stellen 

Knochenbrüche dar, die durch eine wiederkehrende Überbelastung hervorgerufen 

werden. Ermüdungsfrakturen können insbesondere durch das Krankheitsbild der 

Osteoporose begünstigt werden. Wie in unserem Versuch erfolgte die Frakturheilung 

über die Bildung einer Geflechtknochenmanschette, die sich nicht über den gesamten 

Knochen erstreckte, sondern nur im Bereich der Knochenverletzung lokalisiert war 

(Tami et al. 2003, Uthgenannt et al. 2007). Die Trepanation kann eindeutig als Stimulus 

für die Geflechtknochenbildung identifiziert werden.  

Interessant ist, inwieweit die Vibration in der Lage ist, die Defektheilung zu 

unterstützen. Es liegen Studien vor, die den Einfluss von mechanischer Stimulation auf 

die Frakturheilung bei gesunden Tieren testen (Augat et al. 2001, Shadmehr et al. 

2009, Usui et al. 1989, Wolf et al. 2001). Die Ergebnisse werden kontrovers diskutiert. 

Zum einen konnten positive Effekte auf die Heilung festgestellt werden (Shadmehr et 

al. 2009, Usui et al. 1989). Die Arbeitsgruppe Shadmehr et al. (2009) konnte 
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abschließend festhalten, dass eine 3-wöchige Vibration röntgenologisch zu einer 

verbesserten Kallusqualität und –fläche führt. Zusätzlich zeigten die defekten 

Kaninchen-Tibiae bessere mechanische Eigenschaften im Biegeversuch als die 

entsprechende Kontrollgruppe (Shadmehr et al. 2009).  Zum anderen sprechen einige 

Autoren auch von keiner Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften und damit 

der Frakturheilung (Wolf et al. 2001, Augat et al. 2001). Dabei bedienen sich die 

unterschiedlichen Wissenschaftler diverser Methoden der mechanischen Stimulation. 

Neben der GKV kommt es auch zum Einsatz von Fixateuren, über welche die 

Bewegung direkt auf die Fraktur übertragen wird. Stuermer et al. (2010) konnte an 

ovarektomierten Ratten keinen optimalen Effekt der GKV bei 90 Hz feststellen 

(Stuermer et al. 2010). Allerdings zeigten die ovarektomierten Tiere nach Vibration eine 

schnellere Überbrückung des Defektes, als die nicht ovarektomierten Ratten.  

Der Einfluss der Vibration kann durch die Analysen der 3. und vibrierten Serie 

(8 Wochen) geklärt werden. Mit Ausnahme der mit E2 behandelten Tiere zeigen alle 

Futtergruppen ein höheres Ausmaß an Geflechtknochen als es in der 3. und nicht 

zusätzlich vibrierten Serie der Fall ist (Abb. 14). Auch Usui et al. (1989) stellten an 

Kaninchen, die einer mechanischen Stimulation ausgesetzt worden waren, ein 

erhöhtes Kallusvolumen fest (Usui et al. 1989). Zu dieser Erkenntnis kamen auch Wolf 

et al. (2001). Die Arbeitsgruppe testete die Knochenheilung an Schafen, die mit ihren 

Hinterbeinen auf einer Vibrationsplatte standen. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe 

zeigten die vibrierten Tiere eine größere Kallusmenge. Allerdings war dies nicht 

gleichzusetzen mit einer qualitativ besseren Knochenheilung. Abschließend konnten 

die Autoren keinen positiven Einfluss der mechanischen Stimulation auf die 

Frakturheilung belegen (Wolf et al. 2001, Augat et al. 2001). Im vorliegenden Versuch 

erfolgte unter Vibration eine Zunahme der quantitativen Kallusmenge. Um die Qualität 

dieses Geflechtknochens beurteilen zu können, müssten jedoch noch weitere 

Untersuchungen folgen. 

Neben der Beeinflussung der Geflechtknochenbildung durch die Vibration üben auch 

die hormonellen Futterzusätze Wirkungen aus. Grundsätzlich zeigen die Ratten, die 

2 Wochen nach Trepanation und Futterumtausch geopfert wurden, die größte 

Geflechtknochendicke auf. Diese sinkt für alle Hormongruppen nach 3 bzw. 8 Wochen 

(unvibriert) (Abb. 14). Diese Abnahme der Dicke lässt sich möglicherweise dadurch 

erklären, dass der zuvor gebildete Geflechtknochen durch den reifen Lamellenknochen 

ersetzt wird. Demnach ist 2 Wochen nach Trepanation die Bildung des 

Geflechtknochens beendet gewesen und die Reifung zu Lamellenknochen eingeleitet 

worden, da die Geflechtknochendicke ab diesem Zeitpunkt kontinuierlich sinkt. 

Unterstützt wird diese Aussage dadurch, dass der Abstand zwischen der kortikalen 
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Calceinbande und der ersten Alizarinbande des Geflechtknochens (Abb. 16) zwischen 

der 2. und 3. Woche in allen Gruppen vergrößert wird. Dies deutet auf einen Umbau 

des Geflechtknochens in den reifen Lamellenknochen hin. Dabei vollzieht sich die 

Reifung von innen nach außen. 

Uthgenannt et al. (2003) stellten fest, dass sich als Antwort auf an Ratten 

herbeigeführten Stressfrakturen eine Manschette aus Geflechtknochen um den Defekt 

legt. Die Größe der Manschette korreliert dabei mit dem Ausmaß des Schadens 

(Uthgenannt et al. 2003). In dem hier vorliegenden Versuch wurden alle Ratten der 

gleichen Vibrationsstärke ausgesetzt und mit dem gleichen Trepanationsloch 

versehen. Folglich müssten alle Ratten die gleiche Menge an Geflechtknochen 

aufweisen. Demnach können die unterschiedlichen Dicken des Geflechtknochens 

zwischen den einzelnen Stoffgruppen als Wirkung der Hormongabe verstanden 

werden. Im Vergleich zu den Hormongruppen zeigt die Kontrollgruppe besonders 

2 und 3 Wochen nach Trepanation ein höheres Ausmaß an Geflechtknochen. Eine 

Ausnahme bilden die mit EQ behandelten Tiere, denn zum einen zeigen sie die 

höchste Geflechtknochendicke 2 Wochen nach Trepanation und zum anderen weisen 

sie die stärkste Defektheilung auf. Denn die Geflechtknochendicke konnte zwischen 

der 2. und 3. Woche um 47,65 % reduziert werden. Nach 8 Wochen wurde der 

Geflechtknochen sogar vollständig in Lamellenknochen umgebaut. Die Kontrolltiere 

zeigen hingegen die niedrigste Defektheilung auf, denn ihr Geflechtknochen reduzierte 

sich zwischen der 2. und 3. Woche um lediglich 15,2 % (Abb. 14). Zusammenfassend 

zeigen die hier dargestellten Resultate, dass alle verabreichten Hormone einen 

positiven Effekt auf die Defektheilung des Knochens haben. 

Kolios et al. (2009) beschäftigten sich mit der metaphysären Frakturheilung. Dabei 

zeigten ebenfalls die mit EQ behandelten Tiere neben den mit E2 versorgten Tieren 

eine Verbesserung der Frakturheilung an orchiektomierten Ratten. Auch wiesen die 

Knochenpräparate eine hohe biomechanische Qualität auf. Die mit EQ behandelten 

Ratten erreichten dies über eine höhere periostale Kallusbildung (Kolios et al. 2009). 

Auch in unserem Versuch zeigte diese Hormongruppe die höchste periostale 

Geflechtknochenbildung auf. Fraglich ist an dieser Stelle, ob die Quantität der 

periostalen Kallusmenge mit der Kallusqualität gleichzusetzen ist. Deshalb muss in 

nachfolgenden Untersuchungen zusätzlich die biomechanische Qualität des Knochens 

durch Strukturuntersuchungen oder Biegeversuche ermittelt werden, um die 

Frakturheilung umfassender beurteilen zu können. 
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5.2.2  Effekte auf die Kortikalis  

Mit der Pubertät ergeben sich erhebliche Unterschiede zwischen den Kortikali von 

Frauen und Männern. Während sich das Verhältnis von Spongiosa und Kortikalis im 

Knochen von jungen Mädchen und erwachsenen Frauen ähnelt, zeichnet sich der 

Knochen der Männer durch eine dickere Kortikalis aus. Mit dem Alter setzt bei beiden 

Geschlechtern eine endostale Resorption ein. Diese wird jedoch vom Mann im 

Gegensatz zur Frau zum Teil durch eine 3-fach höhere, periostale Apposition 

kompensiert (Seeman 2001a, Seeman 2001b). Klassischerweise wird angenommen, 

dass Androgene eine stimulierende Wirkung auf die periostale Apposition ausüben 

(Kim et al. 2003). So konnten Turner et al. (1990) durch die Gabe von Androgenen 

einen stimulierenden Effekt auf die Kortikalis aufzeigen, der zuvor durch die 

Orchiektomie in seinem periostalen Wachstum gehemmt worden war (Turner et al. 

1990). Im vorliegenden Versuch zeigt sich an der periostalen Kortikalis der DHT-

behandelten Ratten eine signifikant höhere Appositionsrate als für die Ratten, die mit 

SF- und E2-Futter versorgt wurden. DHT stellt dabei einen aktiven Metaboliten des 

Testosterons dar. Dieser reagiert nur über den AR, denn DHT kann nicht durch die 

Aromatase in Östrogen umgewandelt werden. Unter Berücksichtigung der Ergebnisse 

nach 3 und 8 Wochen zeigt sich, dass die Wirkung von DHT am subperiostalen 

Remodelling stärker ist als die von E2. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von 

Venken et al. (2006). Diese Arbeitsgruppe konnte an männlichen Mäusen zeigen, dass 

sowohl die Gabe von DHT als auch Testosteron an orchiektomierten Tieren eine 

Stimulierung der periostalen Knochenbildung bewirkten. Dagegen wiesen männliche 

Aromatase-Knockout-Mäuse keine Reaktion auf (Venken et al. 2006). Diese Studien 

lassen vermuten, dass eine hohe periostale Apposition auf eine höhere Konzentration 

von Androgenen zurückzuführen ist. 

Unsere Ergebnisse decken sich mit denen von Papenberg (2011). Dieser hat an den 

Ratten unseres Versuches den periostalen und endostalen Umfang der Tibia zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten mit Hilfe von computertomographischen Aufnahmen 

bestimmt. Er konnte zeigen, dass die mit DHT behandelten Ratten 2 Wochen nach 

Futterumtausch den größten periostalen Umfang aufwiesen, gefolgt von den mit E2 

versorgten Tieren. Die Sexualhormone demonstrierten auch hier größere Werte als die 

Kontrollgruppe (Papenberg 2011). Die Summe dieser Ergebnisse bestätigt die wichtige 

Rolle von DHT als Androgen auf die periostale Apposition.  

Gleichzeitig sollen Östrogene dagegen bei der Frau die endostale Bildungsrate 

begünstigen oder sogar die periostale Apposition unterdrücken (Seeman 2001a, 

Turner et al. 1989). Die mit E2 behandelten Tiere weisen an der endostalen Kortikalis 

2 Wochen nach Futterumtausch die dickste Alizarinbande auf. Die Apposition ist 
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signifikant größer als die Apposition der Kontrollgruppe (Abb. 19). Dieser Trend wird in 

den folgenden Wochen beibehalten (Abb. 19). Im Gegensatz dazu zeigen die mit DHT 

versorgten Tiere an der endostalen Seite der Kortikalis ein geringeres 

Knochenremodelling als die Kontrollgruppe. Papenberg (2011) konnte an denselben 

Ratten unseres Versuches mit Hilfe des endostalen Umfangs ebenfalls eine hohe 

endostale Appositionsrate für die mit E2 therapierten Ratten ermitteln (Papenberg 

2011). Die positive Beeinflussung der endostalen Appositionsrate durch E2 kann daher 

von uns bestätigt werden. 

Zusätzlich muss die Wirkung von E2 auf die periostale Seite der Kompakta Beachtung 

finden. Diese entspricht nicht den hohen Appositionsraten der mit DHT versorgten 

Tiere. Dennoch ist sie signifikant größer als die der Kontrollgruppe, sodass man von 

einem erkennbaren Effekt der Östradiolgabe auf die periostale Kortikalis sprechen 

kann. Wir können an dieser Stelle eine positive Beeinflussung der Appositionsraten 

durch E2 sowohl auf die periostale als auch endostale Kortikalisseite festhalten. Das 

anfangs erläuterte klassische Konzept, in dem Androgene auf die periostale und 

Östrogene auf die endostale Kortikalis wirken, kann in diesem Sinne nicht bestätigt 

werden.  

In der Literatur wird die vorherrschende Sichtweise der Sexualhormonwirkung auf die 

Kortikalis durch viele Forscher zunehmend in Frage gestellt (Ohlsson et al. 2009, 

Vanderschueren et al. 2006). An einem erwachsenen Mann mit Aromatasemangel und 

einem simultanen leichten Hypogonadismus konnte gezeigt werden, dass die 

Knochenmineraldichte (BMD) und die Knochenstruktur unter kombinierter Zufuhr von 

E2 und Testosteron deutlich gegenüber deren Einzelgabe verbessert werden konnten 

(Rochira 2007). Vanderschueren et al. (2006) diskutieren die Möglichkeit, ob als 

Voraussetzung für die Androgenreaktion eine gewisse Menge an Östrogenen 

vorhanden sein müssen. Gleichzeitig sollen geringe Konzentrationen an Östrogenen 

die Empfindlichkeit des Periosts steigern, wobei hohe Mengen das Gegenteil bewirken 

(Vanderschueren et al. 2006). Allerdings ist fraglich, inwieweit unsere orx Ratten 

östrogenfrei sind. Auch Venken et al. (2006) kommen zusammenfassend zu dem 

Schluss, dass sowohl die Stimulierung des AR als auch des ER nötig ist, um das 

periostale Wachstum optimal zu stimulieren (Ophoff et al. 2009, Venken et al. 2006). 

Offensichtlich sind beide Hormone DHT und E2 für das kortikale Knochenwachstum 

bei Männern nötig. Der Effekt von DHT ist an der periostalen Seite größer als der von 

E2. Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigen auch die mit E2 behandelten Ratten eine 

breitere Alizarinbande. Es wäre daher interessant zu untersuchen, welche Effekte die 

kombinierte Gabe beider Sexualhormone an der Kortikalis hervorbringt.  
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse sind Alternativen wie die Phytohormone GEN und 

EQ von besonderem Interesse. Diese Isoflavone erfahren zunehmend mehr Interesse 

in der experimentellen Osteoporose-Forschung. Die protektiven Wirkungen dieser 

Substanzen auf den weiblichen Knochenstoffwechsel konnten vielfach aufgezeigt 

werden (Hertrampf et al. 2007, Rachón et al. 2007, Sehmisch et al. 2010). Es stellt sich 

die Frage, ob sich deren Wirkungen auch auf das männliche Geschlecht übertragen 

lassen. Bisher finden sich nur wenige Studien, die dieser Thematik nachgehen. Ishimi 

et al. (2002) stellten an männlichen Mäusen fest, dass der durch Orchiektomie 

bedingte Knochenverlust durch GEN verhindert werden konnte (Ishimi et al. 2002). 

Die oben genannten Studien lassen erwarten, dass sowohl GEN als auch EQ einen 

positiven Effekt auf den Knochen zeigen und folglich breitere Appositionsbanden als 

die Kontrollgruppe mit SF-Futter aufweisen.  

Mit Blick auf die Ergebnisse des vorliegenden Versuches zeigt sich, dass grundsätzlich 

die mit Sexualhormonen behandelten Tiere 2 Wochen nach Futterumtausch sowohl auf 

der periostalen als auch auf der endostalen Kortikalisseite höhere Appositionsraten 

aufweisen als die mit Phytohormonen gefütterten Ratten (Abb. 18 und Abb. 19). 

Allerdings konnte auf der periostalen Seite der Kortikalis eine Alizarinbande für die 

GEN-Gruppe ausgewertet werden, die der Bande der mit E2 gefütterten Tiere 

entsprach und folglich signifikant größer gegenüber den Kontrolltieren gewesen ist 

(Abb. 18). Dagegen sind die Appositionsbanden der mit EQ gefütterten Tiere an der 

periostalen und endostalen Kortikalis kleiner als die der Kontrollgruppe. Die Ratten mit  

GEN-Zusatz zeigen an der endostalen Kortikalis ebenfalls eine geringere 

Knochenapposition als die Kontrollgruppe. Die Ergebnisse des vorliegenden 

Versuches zeigen einen osteogenen Effekt von GEN ausschließlich auf die periostale 

Kortikalis.  

Unsere Ergebnisse decken sich nur zum Teil mit den Ergebnissen von Sehmisch et al.  

(2010), die ovariektomierte, unvibrierte Ratten mit E2-, GEN- und EQ-Zusatz fütterten.  

Die E2-Gabe wirkte sich sowohl auf die Kortikalis als auch auf die Trabekel positiv aus. 

Allerdings konnten Sehmisch et al. (2010) bei den mit EQ behandelten Tieren im 

Gegensatz zu den Tieren der GEN-Gruppe eine Verbesserung der knöchernen 

Mikroarchitektur und BMD des osteoporotischen Knochens der weiblichen Ratte 

feststellen. Die Autoren erklären dies mit einer höheren transkriptionalen Tätigkeit von 

EQ in den Effektorzellen (Sehmisch et al. 2010). Die Werte dieser Arbeitsgruppe 

wurden nach 35 Tagen ermittelt. Dies entspricht in unserem Versuch in etwa der 

2. Serie. In dieser zeigen die mit GEN behandelten Tiere sowohl in der Kortikalis als 

auch in den Trabekeln höhere Appositionsraten als die mit EQ gefütterten Ratten 

(Abb. 18, Abb. 19 und Abb. 20). Im Verlauf der 8. Woche nimmt die Appositionsbande 
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der mit EQ behandelten Tiere kontinuierlich sowohl in der Kortikalis als auch in den 

Trabekeln an Breite zu. Dies könnte bedeuten, dass der Futterzusatz der 

Sexualhormone in kürzerer Zeit eine höhere Wirkung an der Kortikalis und den 

Trabekeln des Knochens erzeugt. Die Phytohormongabe könnte auch einen 

entsprechenden Effekt auf den Knochen der männlichen Ratte haben, wobei dieser 

später eintritt (Abb. 18 und Abb. 19). In der Literatur wird von einigen Autoren 

diskutiert, ob ein Verzehr über einen längeren Zeitraum notwendig ist, damit von den 

Phytohormonen entsprechende Wirkungen auf den Körper hervorgerufen werden 

können (Piekarz und Ward 2007, Shu et al. 2001, Ward und Piekarz 2007). Unter 

dieser Annahme weisen die Tiere mit Phytohormonzusatz 3 bzw. 8 Wochen nach 

Futterumtausch sogar höhere absolute Appositionsraten als die Ratten der 

Sexualhormongruppe auf. Im Vergleich zwischen den mit Phytohormonen behandelten 

Tieren wirkt der Futterzusatz GEN dann schneller und stärker als EQ. Diese 

Ausführung macht gleichzeitig noch einmal deutlich, dass der Zeitpunkt, zu dem die 

Auswertung erhoben wird, eine bedeutende Rolle spielt. Allerdings ist die 

Voraussetzung, dass die Ausdehnung der Banden einer Mineralisationszunahme 

entspricht und die später eintretende Verkleinerung Ausdruck einer Kompaktierung 

darstellt. Es ist zusätzlich von Interesse, ob eine höhere Appositionsrate 

gleichbedeutend ist mit einem hohen Ausmaß an Osteoprotektion bei der Osteoporose.     

Die osteoprotektive Wirkung von GEN auf die periostale Kortikalis könnte auf die 

Vibration zurückgeführt werden. Hertrampf et al. (2007) konnten zeigen, dass GEN 

eine protektive Wirkung auf den Knochen weiblicher Ratten hat, die sich zusätzlich im 

Laufrad bewegten. Gleichzeitig beruht dieser Effekt auf der Aktivierung von ERα, 

sodass von den Autoren die Vermutung geäußert wird, dass trotz der höheren Affinität 

für ERβ die Wirkung am Knochen durch ERα erzeugt wird (Hertrampf et al. 2007).  

Auch Wu et al. (2001) bescheinigen für GEN in Kombination mit Bewegung einen 

guten Effekt auf den Knochen der ovx Mäuse (Wu et al. 2001). Die Untersuchung an 

orx Mäusen zeigte, dass GEN in Kombination mit Bewegung einen knochenprotektiven 

Effekt hat. Dieser konzentrierte sich allerdings auf die Spongiosa durch Hemmung der 

Knochenresorption (Wu et al. 2003). Für die 3. und zusätzlich vibrierte Serie (nach 

8 Wochen) zeigt sich, dass die Zugabe von GEN eine Zunahme der Appositionsbande 

sowohl an der endostalen als auch an der periostalen Kortikalis im Vergleich zur 2. 

Serie (nach 3 Wochen) bewirkt (Abb. 18 und Abb. 19). Geht man davon aus, dass 

diese Vergrößerung der Bande eine weitere Einlagerung von Substanz bedeutet, dann 

reagieren die mit GEN behandelten Ratten an der Kortikalis am stärksten. Demzufolge 

zeigen die Ratten mit diesem Zusatzstoff im Futter die stärkste Reaktion auf die 

Vibration. Diese Ergebnisse lassen sich dagegen für EQ nicht bestätigen, denn die 
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Tiere zeigen in der 3. und nicht vibrierten Serie größere Bandendicken als die 

zusätzlich vibrierten Ratten, sodass man sogar von einer Hemmung der EQ-Wirkung 

durch die Vibration sprechen kann (Abb. 18 und Abb. 19).   

 

5.2.3  Effekte auf den trabekulären Knochen 

Die Folgen der Osteoporose offenbaren sich in erster Linie in den spongiösen 

Strukturen des Knochens (Bartl 2011). Deshalb sind Therapie- bzw. 

Präventivmaßnahmen, die die Trabekel positiv beeinflussen von besonderer 

Bedeutung. Die Orchiektomie führt zu einem trabekulären Knochenverlust. Sowohl 

aromatisierbare Androgene wie Testosteron als auch nicht aromatisierbare Androgene 

wie DHT sind in der Lage, diesen Knochenverlust zu verhindern (Vanderschueren et al. 

1992). DHT entfaltet seine Wirkung über den AR.  

Zwei Wochen nach Futterumtausch zeigen die Tiere, die mit E2 oder DHT gefüttert 

wurden, im trabekulären Knochen höhere Appositionsraten als die 

Phytohormongruppen. Die Werte sind zusätzlich signifikant gegenüber den Tieren der 

Kontrollgruppe (Abb. 20). Demnach kann sowohl für E2 als auch für DHT eine Wirkung 

auf den spongiösen Anteil des Knochens der männlichen Ratte beschrieben werden. 

Folglich zeigen die Tiere mit der Sexualhormonbehandlung in der Kortikalis als auch in 

der Spongiosa die höchsten Appositionsraten. Dies bedeutet, dass sowohl über den 

AR als auch über ER durch E2 und DHT ähnliche Wirkungen erzeugt werden können. 

Weitere Autoren machen für die Aufrechterhaltung der trabekulären Knochenmasse 

männlicher Mäuse ebenfalls den AR und den ERα verantwortlich (Lindberg et al. 2002, 

Movérare et al. 2003, Sims et al. 2003). Dies könnte auch die Begründung dafür 

liefern, warum die Wirkung des Phytohormons GEN auf den trabekulären Anteil des 

Knochens geringer ausfällt (Abb. 20), denn GEN zeigt eine höhere Affinität zum ERβ 

(Kuiper et al. 1998, McCarty 2006). 

Die Tiere aller Futtergruppen zeigen in den Trabekeln Fluoreszenzbanden, die in ihrer 

Breite um ca. 4 µm schwanken (Abb. 20). Dagegen weisen die absoluten 

Mineralappositionsraten der Kortikalis mit Werten um die 5 µm auf eine deutlich 

stärkere Knochenapposition in der Kompakta hin (Abb. 18 und Abb. 19). Der 

osteogene Effekt manifestiert sich an der Kortikalis wesentlich mehr. Allerdings ist es 

im Hinblick auf das Krankheitsbild der Osteoporose wünschenswert, die präventiven 

und therapeutischen Maßnahmen so zu gestalten, dass besonders die trabekulären 

Strukturen, auf die sich die Osteoporose stark auswirkt, positiv beeinflusst werden. Für 

die GKV werden in der Literatur unterschiedliche Effekte auf den Knochen 

dokumentiert (Bloomfield et al. 2002). Rubin et al. (2002) konnten an den ebenfalls bei 
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einer Frequenz von 30 Hz vibrierten Hinterbeinen weiblicher Schafe eine Stimulierung 

am trabekulären Knochen zeigen  (Rubin et al. 2002). Eine Verbesserung 

insbesondere der trabekulären Parameter von ovx Ratten wurde bei einer Vibration 

von 90 Hz erzielt (Judex et al. 2007). Dagegen führten Versuche einer GKV an ovx 

Ratten weder zu einem signifikanten Effekt an den Trabekeln noch an der Kortikalis 

(Brouwers et al. 2010). 

Im vorliegenden Versuch deuten die schmaleren absoluten Mineralappositionsraten an 

den Trabekeln auf eine größere Wirkung in der Kortikalis hin. Auch nach 8 Wochen 

und zusätzlicher Vibration zeigen die Tiere keiner Futtergruppe eine Verbreiterung ihrer 

Appositionsbanden in den Trabekeln im Vergleich zu den Serien 3 und 8 (unvibriert) 

Wochen nach Futterumtausch auf. In der Kortikalis dagegen nehmen die 

Appositionsbanden insbesondere der Ratten, die mit E2 und GEN gefüttert wurden, 

unter zusätzlicher Vibration zu. Möglicherweise könnten die Effekte der Vibration auf 

die trabekulären Strukturen durch die Auswirkungen der Kortikalistrepanation 

überlagert werden. Schon anhand der Vielzahl an Fluoreszenzbanden in den 

histologischen Bildern der Kortikalis wird das Ausmaß des Knochenwachstums in der 

Kompakta deutlich (Abb. 12).  
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6 Zusammenfassung 

Bedingt durch den demographischen Wandel gewinnt das Krankheitsbild der 

männlichen Osteoporose zunehmend an Bedeutung. Es stellt sich daher die Frage, ob 

die präventiven und therapeutischen Ansätze, die sich bei der Behandlung der 

weiblichen, postmenopausalen Osteoporose der Frau bewährt haben, auf Männer 

übertragbar sind.    

Es war daher das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss verschiedener 

Hormonbehandlungen mit einer kombinierten Ganz-Körper-Vibration (GKV) auf das 

Knochenremodelling des defekten Knochens bei der Osteoporose zu untersuchen. Als 

Hormongabe wurden die Sexualhormone Dihydrotestosteron (DHT) bzw. 

Östradiol (E2) oder die Phytohormone Genistein (GEN) bzw. Equol (EQ) verabreicht. 

Als Osteoporosemodell wurde die orx Ratte gewählt. Zur Durchführung des Versuches 

wurden 172 Tiere in  5 Gruppen eingeteilt. Neben einer Kontrollgruppe, die nur 

sojafreies Futter und keine Hormongabe erhielt, wurden den anderen Gruppen die 

jeweils oben genannten Hormone mit dem Futter verabreicht. 

Unter der Gabe von sojafreier Nahrung erfolgte zunächst für alle Tiere eine 4-wöchige 

GKV. Nach Abschluss des Vibrationstrainings wurden die Trepanation beider Tibiae 

mit einem Bohrer und der Austausch des sojafreien Futters gegen das Verum 

vorgenommen. 4 Gruppen erhielten als Verum DHT, E2, GEN oder EQ, wobei 

zusätzlich eine Kontrollgruppe weiterhin mit sojafreiem Futter versorgt wurde. Während 

der ersten GKV und nach Umtausch des Futters wurden den Ratten die Fluorochrome 

Calcein (10 Tage nach 1. GKV) und Alizarin (2 Tage nach Trepanation und 

Futterumtausch) s.c. injiziert, um die Knochenbildung zu markieren. Die Tiere einer 

Serie wurden 2, 3 oder 8 Wochen nach Therapiebeginn geopfert. Die Hälfte der Ratten 

der 3. Serie wurde noch einer zusätzlichen 4-wöchigen GKV unterzogen. Mit Hilfe von 

histologischen Hartschnittpräparaten der Ratten-Tibia konnte die Appositions-

bandenbreite sowohl an der periostalen als auch endostalen Seite der Kortikalis sowie 

in der Spongiosa bestimmt werden. Zusätzlich war es möglich, die Defektheilung mit 

Hilfe des Ausmaßes der Geflechtknochenbildung zu bewerten. 

Die Auswertungen der Fluoreszenzbanden zeigten eine Zunahme der Bandendicke 

zwischen der 2. und 3. Woche sowie eine Reduzierung der Appositionsbande 

zwischen der 3. und 8. Woche. Die zeitabhängigen Änderungen der Bandenbreiten 

sind Ausdruck einer weiteren  Mineralisierung bzw. einer Kompaktierung des 

Knochens. Die Bestimmung des Knochenremodellings ist daher zusätzlich abhängig 

vom zeitlichen Abstand zwischen Fluoreszenzgabe und Zeitpunkt der 

Probenentnahme. 
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An der Kortikalis der Tibia induzierte die Trepanation innerhalb von 2 Wochen eine 

deutliche Geflechtknochenbildung. Diese war am Bohrloch lokalisiert und wurde ab der 

2. Woche in Lamellenknochen umgebaut. Im Vergleich zur Kontrollgruppe führte die 

Hormonbehandlung, insbesondere die von EQ, zu einer schnelleren Reifung des 

Geflechtknochens zu Lamellenknochen. Zusätzlich konnte unter dem Einfluss der 

2. Vibration eine Zunahme der periostalen Geflechtknochendicke verzeichnet werden.  

Unter den Versuchsbedingungen war die Knochenapposition 2 Wochen nach 

Futterumtausch bei allen Versuchsgruppen an der Kortikalis größer als in der 

Spongiosa. Beide Sexualhormone, sowohl DHT als auch E2, stimulierten das 

Knochenwachstum an der Kortikalis der Ratte. DHT wirkte hierbei auf der periostalen 

Kortikalisseite am stärksten. E2 übte einen Effekt sowohl an der periostalen als auch 

an der endostalen Kortikalisseite aus. In Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkten beide 

Sexualhormone am trabekulären Knochen eine  signfikant höhere Apposition. 

Die Phytohormone GEN und EQ wiesen mit einer Ausnahme sowohl in der Kortikalis 

als auch in der Spongiosa eine deutlich geringere Knochenapposition sowohl 

gegenüber den mit Sexualhormonen behandelten Tieren als auch der Kontrollgruppe 

auf. An der periostalen Kortikalis zeigten die mit GEN behandelten Tiere eine 

vergleichbar hohe Appositionsrate wie die mit E2 behandelten Tiere. Auch zeigte die 

GEN-Gruppe den stärksten Effekt auf die zusätzliche Vibration der 3. Serie (nach 

8 Wochen).  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Gabe von DHT oder E2 sowohl 

an der Kortikalis als auch an der Spongiosa höhere Appositionsraten erzeugt als die 

Phytohormone GEN und EQ.  DHT und E2 steigern das Knochenremodelling in der 

männlichen Ratte signifikant stärker als GEN und EQ. Hingegen bewirkt EQ einen 

schnelleren Umbau von unreifen Geflecht- zu reifen Lamellenknochen. Die Gabe von 

EQ wäre daher eine optimale Ergänzung zu einer Vibrationstherapie, da durch 

Vibration besonders im Defektbereich subperiostaler Geflechtknochen aufgebaut wird. 

Dieser wird dann mit Hilfe von EQ schneller in reifen Lamellenknochen umgebaut. 
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7 Anhang 

 

Tab. A-1 Übersicht der Serien I, II und III, die nach 2, 3 bzw. 8 Wochen untersucht wurden. Jede Serie 

umfasst eine SF-, DHT-, E2-, GEN- und EQ-Futtergruppe. Das X markiert die durchgeführte Orchiektomie, 

Trepanation bzw. Vibration. Die 2. Vibration wurde nur an der Hälfte der Tiere der Serie III vollzogen. 

 

Gruppe   SF DHT E2 GEN EQ 

Serie I: Untersuchung nach 2 Wochen 

Anzahl der Tier 12 11 11 11 11 

Orchiektomie X X X X X 

Trepanation X X X X X 

1. Vibration X X X X X 

2. Vibration - - - - - 

Serie II: Untersuchung nach 3 Wochen 

Anzahl der Tier 12 10 12 12 11 

Orchiektomie X X X X X 

Trepanation X X X X X 

1. Vibration X X X X X 

2. Vibration - - - - - 

Serie III: Untersuchung nach 8 Wochen 

Anzahl der 
Tiere 

12 12 12 11 12 

Orchiektomie X X X X X 

Trepanation X X X X X 

1. Vibration X X X X X 

2. Vibration 50% 50% 50% 50% 50% 

 

Tab. A-2 Mittelwerte (Mean) der Geflechtknochendicke (µm) für die verschiedenen Testgruppen nach 2-, 

3- und 8-wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der Messwerte, Standardabweichung (SD) 

und Standardfehler (SEM). Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind mit 8vibr. gekennzeichnet.  

 

Wochen Futtergruppe N Mean (µm) SD SEM 

 SF 64 286,991 46,762 5,845 

 DHT 57 244,835 72,651 9,623 

2 E2 26 240,758 36,948 7,246 

 GEN 50 264,984 84,168 11,903 

 EQ 41 348,688 149,574 23,359 

      

 SF 14 242,819 45,136 12,063 

 DHT 35 180,568 77,591 13,115 

3 E2 16 185,958 66,763 16,691 

 GEN 12 203,142 64,744 18,69 

 EQ 28 182,559 55,415 10,472 

      

 SF 16 141,388444 46,9551626 12,1237709 

 DHT 5 39,3601155 11,5544426 5,77722128 

8 E2 12 150,838635 34,1025966 10,2823198 

 GEN 27 140,791028 44,6927723 8,76497378 

 EQ  -- -- -- 

      

 SF 15 187,07642 46,6058539 12,4559384 

 DHT 5 134,005028 26,2286642 13,1143321 

8vibr. E2 16 124,190061 34,4535183 8,89586018 

 GEN 7 169,049836 62,9672709 25,7062807 

 EQ 16 147,630291 21,1904335 5,47134641 
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Wochen Futtergruppen N Mean (µm) SD SEM 

 SF 317 5,298 1,963 0,11 

 DHT 349 5,854 2,089 0,112 

2 E2 160 5,573 2,501 0,198 

 GEN 309 5,524 1,947 0,111 

 EQ 323 5,719 2,25 0,125 

      

 SF 103 5,467 1,984 0,196 

 DHT 244 6,17 2,094 0,134 

3 E2 65 6,694 2,278 0,285 

 GEN 84 6,896 2,798 0,307 

 EQ 186 5,803 2,125 0,156 

      

 SF 191 4,843 1,662 0,132 

 DHT 13 6,152 1,299 0,375 

8 E2 199 5,736 1,676 0,156 

 GEN 127 5,754 2,321 0,207 

 EQ                        -- -- -- -- 

      

 SF 104 5,295 1,783 0,176 

 DHT 19 4,547 1,511 0,356 

8vibr. E2 141 5,597 1,7 0,144 

 GEN 36 4,897 1,536 0,26 

 EQ 108 4,881 1,659 0,16 

 

 

 

 

 

Wochen Futtergruppen Range Median 25 % Perz. 75 % Perz. 

 SF 175,94 33,442 20,765 71,04 

 DHT 108,649 34,782 23,51 47,543 

2 E2 74,388 50,324 25,142 64,663 

 GEN 119,231 27,478 17,666 56,868 

 EQ 140,144 86,264 53,958 128,469 

      

 SF 293,445 74,317 14,617 156,432 

 DHT 130,055 45,902 27,869 71,038 

3 E2 52,6 89,617 80,9 119,207 

 GEN 62,843 64,482 48,907 74,317 

 EQ 161,203 86,677 33,804 127,596 

      

 SF 69,945 67,213 46,563 84,552 

 DHT 56,389 83,494 75,298 107,978 

8 E2 89,617 45,082 12,071 73,224 

 GEN 101,639 55,191 40,574 76,776 

 EQ -- -- -- -- 

      

 SF -- -- -- -- 

 DHT -- -- -- -- 

8 vibr. E2 42,64 59,309 44,262 72,678 

 GEN -- -- -- -- 

 EQ 75,117 47,795 29,848 72,268 

Tab. A-3 Mittelwerte (Mean) der Alizarinbandenbreite (µm) im Geflechtknochen für die verschiedenen 

Testgruppen nach 2-, 3- und 8-wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der Messwerte, 

Standardabweichung (SD) und Standardfehler (SEM). Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind mit 8 vibr. 

gekennzeichnet.    

 

Tab. A-4 Medianwerte (Median) des Abstandes der kortikalen Calceinbande von der Alizarinbande des 

Geflechtknochens für die verschiedenen Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie die 

Streuung (Range) und die 25 % bzw. 75 % Perzentilen. Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind mit 8 vibr. 

gekennzeichnet. 
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Wochen Futtergruppen N Mean (µm) SD SEM CI of Mean 

 SF 94,00 4,50 1,67 0,17 0,35 

 DHT 35,00 6,81 1,45 0,25 0,51 

2 E2 27,00 5,61 1,69 0,34 0,70 

 GEN 83,00 5,62 3,16 0,35 0,70 

 EQ 189,00 4,26 1,87 0,14 0,27 

       

 SF 30,00 7,50 1,65 0,31 0,64 

 DHT 101,00 6,44 2,00 0,20 0,40 

3 E2 153,00 5,46 2,00 0,16 0,32 

 GEN 49,00 7,42 2,52 0,37 0,74 

 EQ 191,00 6,08 2,08 0,15 0,30 

       

 SF 103,00 7,32 2,12 0,21 0,42 

 DHT 212,00 5,34 1,85 0,13 0,25 

8 E2 120,00 4,67 1,60 0,15 0,29 

 GEN 110,00 5,68 1,67 0,16 0,32 

 EQ 57,00 6,59 2,36 0,32 0,64 

       

 SF 82,00 4,44 1,62 0,18 0,36 

 DHT 56,00 4,64 1,17 0,16 0,32 

8 vibr. E2 26,00 5,83 0,87 0,18 0,37 

 GEN 9,00 8,84 2,09 0,79 1,93 

 EQ 47,00 4,13 1,40 0,21 0,42 

 

 

 

 
 
 

Wochen Futtergruppe N Mean (%) SD SEM 

 SF 94 116,023 43,06 4,489 

 DHT 35 161,508 34,382 5,985 

2 E2 27 116,488 34,982 6,996 

 GEN 83 222,879 125,197 13,911 

 EQ 189 111,09 48,712 3,562 

      

 SF 30 153,015 33,573 6,345 

 DHT 100 157 48,706 4,895 

3 E2 153 119,198 43,65 3,552 

 GEN 49 163,827 55,592 8,109 

 EQ 191 159,948 54,766 3,984 

      

 SF 103 95,216 27,536 2,74 

 DHT 212 114,15 39,448 2,722 

8 E2 120 109,032 37,344 3,438 

 GEN 110 130,475 38,302 3,686 

 EQ 57 180,117 64,555 8,705 

      

 SF 82 194,979 71,04 7,943 

 DHT 56 192,665 48,654 6,621 

8 vibr. E2 26 109,685 16,41 3,35 

 GEN 9 282,652 66,856 25,269 

 EQ 47 89,526 30,407 4,533 

 

Tab. A-6 Mittelwerte (Mean in %) der relativen Veränderung der periostalen Apposition für die 

verschiedenen Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der 

Messwerte, Standardabweichung (SD) und Standardfehler (SEM). Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind 

mit 8 vibr. gekennzeichnet.    

 

 

Tab. A-5 Alizarin-Mittelwerte (Mean in µm) der absoluten, periostalen Apposition für die verschiedenen 

Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der Messwerte, 

Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM) und das Konfidenzintervall (CI of Mean). Die vibrierten 

Tiere der 8. Woche sind mit 8 vibr. gekennzeichnet.    
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Wochen Futtergruppen N Mean (µm) SD SEM CI of Mean 

 SF 581,00 5,46 2,68 0,11 0,22 

 DHT 315,00 5,32 2,08 0,12 0,23 

2 E2 288,00 6,09 2,28 0,13 0,27 

 GEN 392,00 4,29 1,82 0,09 0,18 

 EQ 447,00 5,00 2,25 0,11 0,21 

       

 SF 263,00 6,43 1,93 0,12 0,24 

 DHT 321,00 5,94 2,09 0,12 0,23 

3 E2 287,00 6,13 2,26 0,13 0,26 

 GEN 169,00 6,41 2,06 0,16 0,31 

 EQ 412,00 5,11 2,07 0,10 0,20 

       

 SF 119,00 5,13 1,44 0,13 0,26 

 DHT 228,00 5,16 1,53 0,10 0,20 

8 E2 262,00 5,73 1,77 0,11 0,22 

 GEN 145,00 5,08 1,45 0,12 0,24 

 EQ 37,00 5,95 2,20 0,37 0,74 

       

 SF 88,00 6,00 2,05 0,22 0,44 

 DHT 78,00 4,51 1,27 0,14 0,29 

8 vibr. E2 127,00 6,14 2,02 0,18 0,36 

 GEN 42,00 6,49 2,15 0,34 0,68 

 EQ 89,00 4,61 1,61 0,17 0,34 

 

 

 

 

 

Wochen Futtergruppe N Mean (%) SD SEM 

 SF 581 92,867 45,547 1,891 

 DHT 315 96,527 37,835 2,135 

2 E2 289 129,186 49,016 2,888 

 GEN 392 86,172 36,462 1,844 

 EQ 447 109,882 49,381 2,338 

      

 SF 263 166,57 50,076 3,094 

 DHT 322 157,901 56,933 3,178 

3 E2 287 109,92 40,585 2,4 

 GEN 176 132,895 55,911 4,226 

 EQ 416 124,048 61,04 2,996 

      

 SF 119 88,527 24,824 2,285 

 DHT 228 110,188 32,674 2,169 

8 E2 263 123,104 39,792 2,458 

 GEN 145 127,437 36,276 3,023 

 EQ 38 113,988 47,187 7,757 

      

 SF 90 108,831 43,46 4,607 

 DHT 78 96,916 27,248 3,105 

8 vibr. E2 127 138,807 45,538 4,057 

 GEN 42 134,877 44,717 6,984 

 EQ 89 103,357 35,975 3,835 

 

Tab. A-8 Mittelwerte (Mean in %) der relativen Veränderung der endostalen Apposition für die 

verschiedenen Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der 

Messwerte, Standardabweichung (SD) und Standardfehler (SEM). Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind 

mit 8 vibr. gekennzeichnet.    

   

 

Tab. A-7  Alizarin-Mittelwerte (Mean in µm) der absoluten, endostalen Apposition für die verschiedenen 

Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der Messwerte, 

Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM) und Konfidenzintervall (CI of Mean). Die vibrierten Tiere 

der 8. Woche sind mit 8 vibr. gekennzeichnet.    
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Wochen Futtergruppe N Mean (µm) SD SEM CI of Mean 

 SF 586,00 3,52 1,52 0,06 0,12 

 DHT 281,00 4,20 1,50 0,09 0,18 

2 E2 235,00 4,08 1,52 0,10 0,20 

 GEN 341,00 3,51 1,19 0,06 0,13 

 EQ 267,00 3,39 1,27 0,08 0,15 

       

 SF 172,00 4,46 1,69 0,13 0,26 

 DHT 249,00 4,27 1,39 0,09 0,17 

3 E2 130,00 4,87 1,55 0,14 0,27 

 GEN 106,00 5,16 1,83 0,18 0,36 

 EQ 220,00 4,00 1,71 0,12 0,23 

       

 SF 66,00 5,54 1,65 0,20 0,41 

 DHT 139,00 4,79 1,46 0,12 0,25 

8 E2 163,00 4,45 1,34 0,11 0,21 

 GEN 78,00 4,74 1,64 0,19 0,37 

 EQ 93,00 4,73 1,06 0,11 0,22 

       

 SF 45,00 4,56 2,20 0,33 0,67 

 DHT 45,00 3,52 0,87 0,13 0,26 

8 vibr. E2 122,00 4,32 1,20 0,11 0,22 

 GEN 31,00 4,27 1,22 0,22 0,45 

 EQ 83,00 4,05 1,56 0,17 0,34 

 

 

 

 

 

Wochen Futtergruppen N Mean (%) SD SEM 

 SF 590 96,832 45,985 1,893 

 DHT 280 103,739 37,111 2,218 

2 E2 234 118,401 44,252 2,893 

 GEN 340 104,105 35,161 1,907 

 EQ 267 96,661 38,134 2,334 

      

 SF 171 179,74 68,183 5,214 

 DHT 248 126,53 41,171 2,614 

3 E2 130 124,785 41,583 3,647 

 GEN 106 142,341 53,362 5,183 

 EQ 220 130,223 58,107 3,918 

      

 SF 66 136,57 45,856 5,644 

 DHT 138 119,367 36,305 3,09 

8 E2 162 117,886 35,558 2,794 

 GEN 78 122,401 48,645 5,508 

 EQ 92 93,552 20,884 2,177 

      

 SF 46 120,225 66,653 9,827 

 DHT 44 94,118 23,186 3,495 

8 vibr. E2 121 108,802 30,138 2,74 

 GEN 30 129,117 36,754 6,71 

 EQ 82 101,94 39,104 4,318 

Tab. A-10 Mittelwerte (Mean in %) der relativen Veränderung der trabekulären Apposition für die 

verschiedenen Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der 

Messwerte, Standardabweichung (SD) und Standardfehler (SEM). Die vibrierten Tiere der 8. Woche sind 

mit 8 vibr. gekennzeichnet.    

   

 

Tab. A-9  Alizarin-Mittelwerte (Mean in µm) der absoluten, trabekulären Apposition für die verschiedenen 

Testgruppen nach 2-, 3- und 8 wöchiger Applikation sowie Stichprobenumfang (N) der Messwerte, 

Standardabweichung (SD), Standardfehler (SEM) und Konfidenzintervall (CI of Mean). Die vibrierten Tiere 

der 8. Woche sind mit 8 vibr. gekennzeichnet.    
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