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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Krankheitsbild Osteoporose

1.1.1 Definition und Diagnostik

Bei Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung, die mit einer
verminderten Knochenmasse, Storung der Mikroarchitektur und einem erhdhten
Frakturrisiko einhergeht (Consensus Development Conference 1993). Die Festigkeit und
Belastbarkeit des Knochens wird durch zwei wesentliche Parameter bestimmt: die
Knochendichte und die Knochenqualitdit (NIH Consensus Development Panel on
Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy 2001).

Zur Messung der Knochendichte gibt es verschiedene Techniken. Als Beispiele sollen hier die
Einzelphoton- Absorptiometrie (SPA), die Dualphotonenréntgenabsorptiometrie (DEXA oder
DXA), die weitverbreitet als Standardmethode genutzt wird, und die quantitative
Computertomographie (QCT) genannt werden. Laut der WHO-Definition von 1994 wird bei
Frauen eine Osteoporose dann diagnostiziert, wenn der gemessene Knochendichte-Wert
(bone mineral density= BMD) um 2.5 und mehr Standardabweichungen niedriger liegt als der
eines gesunden Referenzkollektivs von jungen Erwachsenen (Kanis 1994). Diese Differenz in
Standardabweichungen zwischen einem Individuum und der benannten Vergleichsgruppe
wird als T-Score bezeichnet und kennzeichnet das AusmaBR des tatsachlichen
Knochenverlusts. Liegt der T-Score zwischen -1 und -2.5 Standardabweichungen, handelt es
sich um eine verminderte Knochendichte, auch Osteopenie genannt (Kanis 1994). Der Z-
Score (ebenfalls in Standardabweichungen) bezieht die Knochendichte eines Individuums auf
den Mittelwert einer Vergleichsgruppe gleichen Alters.

Es konnte gezeigt werden, dass allein die Knochendichtebestimmung nur teilweise
Riickschliisse auf Qualitdt und Funktionalitdt des Knochens zuldsst (Borah et al. 2002,
Dempster 2003). Die Knochenqualitdt hangt wesentlich von der Mikroarchitektur, dem
Knochenumsatz (turn over), der Summe an Knochenschaden (z.B. Mikrofrakturen) und der
Mineralisation des Knochens ab (NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis
Prevention, Diagnosis, and Therapy 2001). Bei der Evaluation des Knochens spielt seine
Mikroarchitektur demzufolge eine wichtige Rolle. Besonders das trabekuldre Netzwerk der
Spongiosa ist von Interesse, da sich ein Ostrogenmangel, wie er in der Postmenopause der
Frau vorzufinden ist, vor allem dort bemerkbar macht. Parameter, die Aussagen Uber die

spongiose Mikroarchitektur erméglichen, sind zum Beispiel Anzahl und Dicke der einzelnen
3



Einleitung

Trabekel, der Interkonnektivitats-Index sowie Node/Termini-Index. Diese Parameter kdnnen
durch histomorphometrische Methoden erfasst werden (Dalle Carbonare et al. 2005).
Allerdings eignen sich diese histomorphometrischen Untersuchungen eher fiir die Forschung
als fur die klinische Praxis. Dort kommen bisher vor allem die bereits erwdahnten Techniken
der Knochendichtemessung zum Einsatz. Um die Spezifitdt und Sensitivitadt in der Erfassung
Fraktur-gefahrdeter Patienten zu erweitern, wurde von der WHO 2008 das sogenannte FRAX
(fracture risk assessment tool) vorgestellt. Dabei werden klinische Risikofaktoren und die
Knochendichte eines Patienten sowie epidemiologische Faktoren erfasst, verrechnet und als
10-Jahres Prognose fiir das Erleiden einer osteoporotischen Fraktur quantifiziert (Siris et al.

2010, Fardellone 2008).

1.1.2 Pravalenz und Problematik

Eine Analyse von anonymisierten Daten einer gesetzlichen Krankenkasse ergab, dass 2009
die Pravalenz von Osteoporose bei Personen, die 50 Jahre und alter waren, in Deutschland
bei 14 % lag (Hadji et al. 2013). Aufgeschlisselt nach Geschlecht lag die Pravalenz der
Osteoporose bei 24 % fiir Frauen und 6 % fir Manner (Hadji et al. 2013).

Durch die zunehmende Alterserwartung der Menschen ist die Tendenz deutlich steigend. Die
klinische Manifestation der Osteoporose sind Frakturen; am haufigsten an Wirbelsaule,
Hiifte und Handgelenk (Consensus Development Conference 1993).

Circa 75% der osteoporotischen Frakturen in den westlichen Landern betreffen Frauen
(Kanis 1994). So kommt nur eine von drei bis fliinf Osteoporose-bedingten Hiftfrakturen bei
Mannern vor (Trombetti et al. 2002). Griinde fiir die geringere Frakturinzidenz bei Mannern
konnen beispielsweise sein, dass diese eine hhere peak bone mass entwickeln, eine kiirzere
Lebenserwartung haben sowie keinen beschleunigten, postmenopausal-bedingten
Knochenverlust erleiden missen (Trombetti et al. 2002).

Viele Studien haben gezeigt, dass sich die Lebenszeit von alteren Menschen, die eine
Hiftfraktur erlitten haben, im Vergleich mit gleich alten Menschen ohne Hiftfraktur
dramatisch verkirzt (Trombetti et al. 2002, Vestergaard et al. 2009, Vestergaard et al. 2007).
Das National Institute of Health schrieb im Jahr 2001, dass von allen Patienten, die eine
osteoporotische Huftfraktur erleiden, 20% im ersten Jahr nach dem Ereignis sterben (NIH

Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy 2001).

4



Einleitung

Von der Dramatik einer osteoporotischen Fraktur fiir den einzelnen abgesehen, bedeutet
Osteoporose zusatzlich eine enorme finanzielle Belastung der Gesundheitssysteme.
Schatzungen gehen von 17 bis 20 Milliarden Dollar an jahrlichen Kosten allein fiir die USA

aus (Becker et al. 2010).

1.1.3 Einteilung, Ursachen und Risikofaktoren

Man unterscheidet zwischen primarer und sekundarer Osteoporose. Zur ersten Gruppe
gehoren die juvenilen, pramenopausalen, postmenopausalen (=Typ |) und senilen (=Typ II)
Osteoporosen. Hingegen sind sekunddre Osteoporosen als Folge einer anderen
Grunderkrankung zu deuten. Diese kdnnen zum Beispiel endokrinologische, neoplastische,
malabsorptive und viele andere Ursachen haben. Mit einem Anteil von circa 95 % stellen die
primdren Osteoporosen die weitaus haufigere Variante dar.

Viele Risikofaktoren zur Entwicklung einer Osteoporose wurden bislang aufgedeckt;
Beispiele sind ein hohes Alter (speziell > 65 Jahre), eine positive Familienanamnese,
Geschlechtshormonmangel, weibliches Geschlecht, eine verminderte Exposition von
Ostrogenen (durch spite Menarche und frilhe Menopause), vorangegangene Frakturen, ein
geringes Korpergewicht, Zigaretten- und Alkoholkonsum, korperliche Inaktivitat,
verminderte Calcium-Aufnahme zudem Erkrankungen oder Medikamente, die einen
negativen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel haben (DVO e.V. 2009, Schnatz et al. 2010,

Lane 2006, Consensus Development Conference 1993).

1.1.4 Postmenopause und Osteoporose

Diese Arbeit befasst sich speziell mit der postmenopausalen Form der Osteoporose (Typ 1).
Die Postmenopause ist Teil des Klimakteriums der Frau. Das Klimakterium wiederum,
umgangssprachlich auch ,Wechseljahre“ genannt, bezeichnet den Ubergang von der
Geschlechtsreife in das Senium. Bedeutsam ist hierbei der Zeitpunkt der Menopause, die als
die letzte ovariell gesteuerte Menstruation definiert ist. Sie wird nach einjahriger Amenorrhé
retrospektiv festgestellt. Das Durchschnittsalter der Frauen zum Zeitpunkt der Menopause
betragt 51 Jahre (Janssen et al. 2008, Keller et al. 2010). Die Zeitrdaume des Klimakteriums,

die vor bzw. nach der Menopause liegen, werden entsprechend als Pra- bzw.



Einleitung

Postmenopause bezeichnet. Die mit dem Klimakterium einhergehende Alterung der Ovarien,
die sich zum Beispiel durch Gefal3sklerosierungen und Follikelverarmung ausdriickt,
bedeutet eine hormonelle Umstellung fir den Koérper. Entscheidend ist dabei die
kontinuierlich sinkende Ostrogen- und Progesteronproduktion. Ein Anstieg der
Gonadotropinspiegel im Blut und korperliche Veranderungen sind die Folgen. Das klinische
Vollbild des Klimakteriums wird vor allem durch das Ostrogenmangelsyndrom bestimmt.
Typische Symptome beziehungsweise klimakterische Beschwerden sind plotzliche
Hitzewallungen, nachtliches Schwitzen, Herzrasen, depressive Verstimmungen,
Schlafstérungen, Gewichtszunahme sowie korperlicher als auch mentaler Leistungsabfall,
Alopezie, Schleimhauttrockenheit und viele mehr. Zu den langfristigen Auswirkungen des
Ostrogenmangels zidhlt man insbesondere die Osteopenie sowie Osteoporose und die
Arteriosklerose.

Ostrogene spielen sowohl wihrend des Knochenwachstums (Modeling) als auch fiir den
Erhalt des Knochens, also den lebenslang anhaltenden Prozess des Knochenumbaus
(Remodeling), beim ausgewachsenen Individuum eine entscheidende Rolle. Die zelluldren
Wirkungen von Ostrogenen werden iber verschiedene Wege vermittelt. Eine schnell-
vermittelte Antwort durch Ostrogene erfolgt zum einen tiber Ostrogenrezeptoren (ER), die in
der Membran lokalisiert sind, zum anderen tiber Bindung von Ostrogenen an den Membran-
assoziierten Rezeptor GPR30/GPER (Nilsson und Gustafsson 2011). Der langsamere Weg der
Ostrogenwirkung wird an Knochen und anderen Geweben iliber zwei Typen von nukledren
Rezeptoren vermittelt: ER o und B (Nilsson und Gustafsson 2011). Sie sind
Steroidrezeptoren, die zur Superfamilie der nukledaren Rezeptoren gehéren und nach
Ligandenbindung und Dimerisierung als Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression
Einfluss nehmen. Es ist bekannt, dass Ostrogene iiber ER a die Osteoklasten-Apoptose
stimulieren und gleichzeitig die Apoptose der Osteoblasten und Osteozyten hemmen.
Demzufolge bedeutet ein Ostrogenmangel eine Verlingerung der Lebensspanne der
Osteoklasten und eine verkirzte Lebensspanne fiir Osteoblasten (Khosla 2010). Die Balance
zwischen Knochenresorption (durch Osteoklasten) und -formation (durch Osteoblasten) wird
somit zugunsten der Resorption verschoben. Des Weiteren bewirkt ein Mangel an
Ostrogenen einen Anstieg von proresorptiven Zytokinen wie TNF a und IL-la im
Knochenmark, die VergréBerung des Pools an Osteoklasten-Vorlauferzellen sowie eine

vermehrte Expression von RANKL (Khosla 2010). Das Schliisselmolekiil RANKL wird von
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Osteoblasten produziert und stimuliert Glber RANK die Differenzierung von Vorlauferzellen zu
Osteoklasten.

Der postmenopausale Knochenverlust der Frau kann in zwei Phasen eingeteilt werden. Die
erste Phase wird, bedingt durch die rasch abfallenden Ostrogenspiegel, durch rapiden und
massiven Knochenverlust charakterisiert. Es handelt sich hierbei um eine high turnover-
Phase, wobei sowohl die Osteoblasten als auch die Osteoklasten eine gesteigerte Aktivitat
aufweisen. Eine Studie zur Analyse biochemischer Marker zeigte, dass die
Knochenresorption zur Menopause um 90%, wdhrend die Knochenformation nur zu 45%
ansteigt (Riggs et al. 2002). Hier betrifft der Knochenverlust vor allem die Spongiosa,
wohingegen die kortikalen Verluste eher gering bleiben (Riggs et al. 2002, Genant et al.
2006).

Die sich anschlieBende zweite Phase (auch als senile oder low turnover-Phase bezeichnet) ist
sowohl beim Mann als auch bei der Frau anzutreffen und zeichnet sich durch einen langsam-
kontinuierlichen Knochenverlust aus. Vor allem der Ostrogenmangel, aber auch andere
Alterserscheinungen wie verminderte Nierenfunktion mit einhergehendem Vitamin D-

Mangel und sekunddrem Hyperparathyreoidismus, sind hier ursachlich (Riggs et al. 2002).

1.1.5 Therapieansatze

Nachdem der kausale Zusammenhang zwischen der postmenopausalen Osteoporose und
dem Mangel an Ostrogenen festgestellt worden war, schien die Hormon-Ersatztherapie
(HRT) die sinnvollste Losung zur Prophylaxe und Behandlung der Osteoporose zu sein. Eine
Studie der Women’s Health Initiative offenbarte jedoch eine erhohte Inzidenz von
Brustkrebs und kardiovaskuldaren Erkrankungen bei Frauen unter der kombinierten Therapie
von Ostrogen und Progestin (Rossouw et al. 2002). Danach wurde eine Langzeitbehandlung
mit Ostrogenen als umstritten bewertet. Laut aktuellen DVO-Leitlinien sollen Ostrogene nur
ausnahmsweise, zum Beispiel bei Versagen anderer Therapieoptionen, und nach
,sorgfaltiger individueller Abwagung von Nutzen und Risiken gemeinsam mit der Patientin“
zum Einsatz kommen (DVO e.V. 2009). Mittlerweile mehren sich allerdings Hinweise, dass
HRT als Therapieoption der postmenopausalen Osteoporose wieder anerkannt wird
(Stevenson et al. 2011). Die Leitlinien der DVO zur Osteoporosetherapie werden derzeit

aktualisiert (Stand 04/2013).
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Fir folgende Medikamente ist eine effiziente Senkung des Frakturrisikos bei

postmenopausalen Frauen am besten belegt (DVO e.V. 2009):

Bisphosphonate: Alendronat, Ibandronat, Risedronat, Zoledronat

- Hormone oder Hormonfragmente: Ostrogene, Teriparatid, Parathyroidhormon

Selektive Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM): Raloxifen

Strontium: Strontiumranelat.

Eine Prophylaxe kann durch Supplementierung von Vitamin D3 1000-2000 IE/taglich und
Calcium 500 mg/taglich bei gegebener Indikation erfolgen. Die Suche nach anderen
effektiven Therapiemdoglichkeiten vor allem fiir die Langzeitanwendung lauft derweil weiter.
Als Beispiele fir neue Therapiemethoden sollen hier Denosumab (Prolia®), ein humaner
monoklonaler Antikorper gegen RANKL, und Odanacatib, ein Cathepsin-K-Inhibitor, genannt

werden (Rachner et al. 2011).

1.2 Die ovariektomierte (ovx) Ratte als Modell der postmenopausalen Frau

Die ovx Ratte stellt mittlerweile ein etabliertes Modell zur Abbildung ossarer Verhaltnisse in
der postmenopausalen Frau dar. Die Verwendung von Ratten hat sich aus folgenden
Grinden bewahrt: Die Haltung der Tiere ist einfach und sicher zu handhaben sowie mit
vergleichsweise geringen finanziellen Kosten und raumlichen Anforderungen verknipft.
Entwicklung, Reproduktionszyklen sowie die Lebensdauer stellen lberschaubare Zeitrdume
dar. Sowohl die postmenopausale Frau als auch die ovx Ratte verlieren Knochensubstanz als
Folge des Ostrogenmangels (Kalu 1991). Wie bei der postmenopausalen Frau kommt es bei
der Ratte nach Ovx zuerst zu einer Phase des rapiden Knochenverlusts, wo besonders die
Spongiosa betroffen ist. Dem schlieBt sich standortspezifisch eine Phase des langsameren
Knochenabbaus an (Wronski et al. 1989). Die erste Phase ist, wie auch bei der
postmenopausalen Frau, durch einen erhéhten Knochenumsatz (turn over) gekennzeichnet,
wobei die Resorption die Formation Uberwiegt (Wronski et al. 1989). Die proximale
Tibiametaphyse ist besonders schnell vom Trabekelverlust betroffen: 30-60 Tage nach Ovx

betrdgt der Knochenverlust hier schon etwa 50% (Jee und Yao 2001). Aufgrund ihrer hohen
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Sensibilitat fir Ostrogenmangel erscheint die tibiale Metaphyse daher fiir die Untersuchung
und Erprobung potenziell osteoprotektiver Substanzen geeignet.

Trotz vieler Ubereinstimmungen der Knochenphysiologie zwischen Mensch und Ratte
existieren Unterschiede. So haben Ratten auch im hohen Alter, im Gegensatz zum
Menschen, wo mit Abschluss der Pubertat das Wachstum durch den Epiphysenfugenschluss
eingestellt wird, noch offene Epiphysenfugen (Roach et al. 2003). Die Aktivitat der
Rattenepiphysenfugen wird zu unterschiedlichen Zeitpunkten eingestellt, sodass das
Wachstum der einzelnen Knochen unterschiedlich lange anhalt. Beispielsweise endet das
Wachstum an der distalen Tibia im Alter von 3 Monaten, wohingegen die proximale Tibia
erst mit 15 Monaten das Wachstum einstellt (Jee und Yao 2001). Da die postmenopausale
Osteoporose ein Erkrankungsbild des gealterten Knochens ist, muss bei der
histomorphometrischen Untersuchung darauf geachtet werden, dass Bereiche des
Knochens untersucht werden, die primar dem Remodeling und nicht dem Modeling
unterliegen. Die Standardprozedur fiir die proximale Tibiametaphyse sieht daher vor, die
Untersuchung einen Millimeter distal der Epiphysenfuge zu beginnen. Dies hat den Vorteil,
dass die Analyse auf die Spongiosa beschrankt wird, wo vorwiegend Remodeling-Prozesse

stattfinden (Jee und Yao 2001).

1.3 Die Testsubstanz B-Ecdyson

1.3.1 Vorkommen und Funktion

Die Substanz 20- Hydroxy- oder auch B-Ecdyson stellt den Hauptvertreter der Ecdysteroide
dar (Dinan 2001). Ecdysteroide sind die Steroidhormone der Arthropoden (GliederfiiRer).
Das B-Ecdyson wurde erstmals 1954 aus Puppen der Seidenraupe von Butenandt und
Karlson isoliert (Karlson 1996). Seine Strukturformel (siehe Abbildung 1) wurde 1965
endgliltig von Huber und Hoppe entschliisselt und wird durch die Summenformel C7H4406
charakterisiert (Karlson 1996). Die Funktion der Ecdysteroide in Arthropoden beinhaltet die
Regulierung von Hautung, Metamorphose, Reproduktion und Diapause (Dinan und Lafont
2006). Bei Insekten wird Ecdyson beispielsweise in der Prothoraxdriise produziert und spielt

als Hautungshormon fur die verschiedenen Entwicklungsstadien eine entscheidende Rolle



Einleitung

(Campbell und Reece 2003). Die meisten Wirkungen von Ecdysteroiden werden dabei Uber
die Bindung an einen intrazellularen Rezeptor vermittelt. Dieser Rezeptor entsteht durch die
heterodimere Formation zweier Proteine: dem Ecdysteroid-Rezeptor (EcR) und dem
Ultraspiracle-Protein (USP), welches analog beim Vertebraten als Retinoid-X-Rezeptor
vorkommt (Yao et al. 1993). Beide Rezeptoren gehoéren zur Superfamilie der nukledren
Rezeptoren und dienen nach Bindung des Liganden als Transkriptionsfaktor (Mangelsdorf et
al. 1995). Allerdings gibt es auch Effekte, die nicht Uber die Regulation der Genexpression
vermittelt werden, sondern innerhalb kurzer Zeit und mithilfe Membran-gebundener
Rezeptoren erzielt werden (Tomaschko 1999).

Das Vorkommen von Ecdyson beschrankt sich jedoch nicht nur auf Arthropoden; auch in
Pflanzen, Pilzen und Algen konnte es nachgewiesen werden (Dinan 2009). Die pflanzlichen
Analoga der Ecdysteroide werden als Phytoecdysteroide bezeichnet. Das Ecdyson stellt
sowohl in den Phytoecdysteroid-haltigen Pflanzen als auch bei den Ecdysteroiden der
Insekten den Hauptvertreter dar, wobei die Konzentration von Ecdysteroiden in bestimmten
Pflanzen viel héher ist als in Insekten (Dinan 2001). Dinan fihrte 1995 Tests an Pflanzen im
Hinblick auf deren Phytoecdysteroid-Gehalt durch. 5-6% der getesteten Pflanzenspezies
waren dabei positiv fir Phytoecdysteroide (Dinan 2001). Beispiele fir Phytoecdysteroid-
enthaltende Pflanzen, die auch dem Menschen als Nahrung dienen, sind Spinat (Spinacia
oleracea) und Quinoa (Chenopodium quinoa) (Dinan 2009). Die Funktion von
Phytoecdysteroiden in Pflanzen ist nicht vollstandig geklart. Es wird jedoch angenommen,
dass Phytoecdysteroide zur Abwehr pflanzenfressender Invertebraten dienen, indem sie
Hautungs- und korperliche Entwicklungsdefekte im Schadling hervorrufen (Dinan 2009). Es
wurde zum Beispiel demonstriert, dass durch mechanische (Schmelz et al. 1998) oder
Insekten-bedingte (Schmelz et al. 1999) Schadigung von Spinatwurzeln eine vermehrte

Akkumulation von Phytoecdysteroiden induziert werden kann.
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27

Abbildung 1: Strukturformel des R-Ecdysons (C7H4405)
(aus Dinan und Lafont 2006, S.2)

1.3.2 Wirkungen von B-Ecdyson bei Sdugetieren

Ecdysteroide und somit auch Ecdyson werden nicht im Stoffwechsel von Sadugetieren
produziert, kdnnen aber durch Nahrungsaufnahme von Ecdysteroid-haltigen Pflanzen oder
Insekten im Korper von Sdugetieren nachgewiesen werden (Sldma und Lafont 1995, Dinan
und Lafont 2006). Die akute Toxizitdt von Ecdysteroiden in Sdugetieren ist als sehr niedrig zu
werten: die mittlere letale Dosis von R-Ecdyson betragt fur Mause 6,4g/kg nach
intraabdomineller Gabe und tber 9g/kg nach oraler Applikation (Slama und Lafont 1995).
Eine Reihe von Wirkungen bei S3dugetieren konnte bislang festgestellt werden. Zudem
wurden bei einer Reihe von traditionellen Heilpflanzen reiche Vorkommen an Ecdysteroiden
nachgewiesen; so zum Beispiel bei Leuzea carthamoides, welches im asiatischen Raum
wegen seiner starkenden und antidepressiven Wirkung Verwendung findet (Slama und
Lafont 1995). Die wohl am besten dokumentierte Wirkung beinhaltet die gesteigerte
Proteinsynthese durch Ecdysteroide. Otaka et al. (1968) und Okui et al. (1968)
demonstrierten als Erste eine anabole Wirkung von Ecdyson auf die Proteinsynthese in
Mauselebern. Nachfolgende Versuche, zum Beispiel an Ratten, Schafen und Schweinen,
bestatigten anabole Effekte von Ecdyson (Dinan 2009). Zudem konnte im Tierversuch gezeigt

werden, dass allein die Applikation von Ecdyson die physische Ausdauer ohne
11
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vorhergehendes Training steigern kann (Chermnykh et al. 1988). Ecdyson steigert sowohl die
Proteinsynthese in Skelettmuskelzellen (Gorelick-Feldman et al. 2008) als auch die GréRe der
einzelnen Fasertypen im Muskel von Ratten (Téth et al. 2008). Oehme et al. (2006)
publizierten Uber anti-apoptotische Effekte von Ecdyson-Analoga.

Von Interesse fir diese Studie sind insbesondere bisherige Ergebnisse iber Wirkungen an
Knochen und Knorpel. Syrov et al. demonstrierten 1986, dass die orale Einnahme von [3-
Ecdyson (5mg/kg) bei Ratten zu einem beschleunigten Heilungsprozess von
Knochenfrakturen fiihrte (Lafont und Dinan 2003). Desweiteren wurde herausgefunden,
dass R-Ecdyson die Proliferation von Osteoblasten-ahnlichen UMR106-Zellen fordert (Gao et
al. 2000). B-Ecdyson stimuliert in vitro die osteogene Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen und wirkt vorbeugend gegen osteoporotische Prozesse bei der Maus (Gao et al.
2008, Wu et al. 2010). Untersuchungen an ovx Ratten konnten protektive beziehungsweise
stimulierende Wirkungen von R-Ecdyson auf Epiphysenfuge und Gelenkknorpel von
Tibiaknochen belegen (Kapur et al. 2010). Auch knochenprotektive und muskelanabole
Effekte von RB-Ecdyson bei ovx Ratten wurden in Studien unserer Abteilung demonstriert
(Seidlova-Wuttke et al. 2010 a, Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Tabelle 1 im Anhang fasst

bisher erforschte Wirkungen von B-Ecdyson als Uberblick zusammenfassen.

Insgesamt scheinen die Wirkungen von Ecdyson im Saugetier durchaus positiv zu sein,
allerdings fehlen ausgedehnte Studien zur Evaluierung von Langzeiteffekten. AuBerdem
besteht weiterhin Unklarheit dariiber, wie die Effekte von Ecdyson im Saugetier biochemisch
vermittelt werden, da Ecdysteroid-Rezeptoren im Sdugetier nicht exprimiert werden (Palli et
al. 2005). Trotz der strukturellen Verwandtschaft mit humanen Steroidhormonen konnte
keine Interaktion zwischen R-Ecdyson und zytosolischen Steroidrezeptoren (Ostrogen-,
Glukokortikoid- und Androgenrezeptoren) festgestellt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010
a, Bathori et al. 2008). Somit lasst sich nicht sagen, ob die bisher gemessenen Effekte von R-
Ecdyson durch eine direkte Wirkung am Gewebe oder durch indirekte Einfliisse vermittelt
werden.

Anwendung findet Ecdyson heute in vielerlei Hinsicht: Mittlerweile gibt es viele Ecdyson-
haltige Prdparate auf dem Markt, die im Leistungssport oder Bodybuildung aufgrund der
Muskel-anabolen Wirkung genutzt werden. Ecdyson ist nicht Bestandteil der ,,Prohibited List

2013“ der WADA (World Anti-Doping Agency 2013). Zudem gibt es eine Anzahl von
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Patenten, denen eine vorteilhafte Ecdyson-Wirkung zu Grunde liegt; beispielsweise zur
Wundheilung und Hautregeneration von R-Ecdyson oder als orales Antidiabetikum (Lafont
und Dinan 2003). Ein weiteres Forschungsgebiet, auf dem Ecdyson, seine Abkdmmlinge und
der Ecdysteroid-Rezeptor Aufmerksamkeit finden, betrifft die Gen-Therapie. Es wird dabei
nach Moglichkeiten gesucht, krankheitsverursachende Gene oder Gene generell (z.B. bei
Pflanzen) in ihrer Aktivitat zu regulieren. Modifizierte Ecdysteroid-Rezeptoren und ihre
Aktivatoren (z.B. das Ecdysteroid Muristeron A) sind dabei als Genregulationssysteme oder

»gene- switch elicitors” von Interesse (Dinan 2009).

1.4 Allgemeine Aspekte der Histomorphometrie

Mithilfe der Histomorphometrie kénnen zweidimensionale Studien zur Evaluierung der
Mikroarchitektur des Knochens durchgefiihrt werden. Sie bietet im Vergleich zu anderen
bildgebenden Verfahren, wie zum Beispiel QCT und Mikro-CT, den Vorteil einer sehr hohen
Bildauflosung (Lelovas et al. 2008). Als Einschrankung in der Histomorphometrie gilt
hingegen die vergleichsweise geringe GroRe des untersuchten Areals (Lelovas et al. 2008).
Bei dem Vergleich von jeweils mit 2-D Histomorphometrie und 3-D Mikro-CT-Technik
gemessenen Variablen konnte eine gute bis sehr gute Korrelation zwischen den Resultaten
beider Techniken festgestellt werden (Akhter et al. 2007, Chappard et al. 2005, Miiller et al.
1998).

Ziel der zweidimensionalen Studien ist es, moglichst genaue Aufschllisse Uber die
dreidimensionale Knochenarchitektur zu gewinnen. Parameter, die sich auf zwei
Dimensionen beziehen, heiRen Flache, Umfang, Breite und Anzahl, wohingegen die auf drei
Dimensionen bezogenen Parameter als Volumen, Oberflache und Dicke bezeichnet werden
(Parfitt 1988). Ein Komitee der American Society of Bone and Mineral Research gab 1987 die
Empfehlung zur Standardisierung der Nomenklatur fir die Histomorphometrie des Knochens
heraus. Diese sieht vor, dass Ergebnisse bevorzugt als dreidimensionale Parameter
prasentiert werden, da der Knochen nur als dreidimensionale Struktur véllig verstanden
werden kann (Parfitt et al. 1987).

Histomorphometrische Parameter werden in zwei Kategorien geteilt: Remodeling- und
strukturelle Parameter (Kulak und Dempster 2010). Letztere geben Aufschluss (iber Masse

13
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und die strukturelle Mikroarchitektur des Knochens. Zu den strukturellen Parametern
gehoren zum Beispiel die Breite der Kortikalis und die Breite der spongidsen Trabekel.
Parameter, die hingegen Remodeling-Prozesse untersuchen, messen beispielsweise die
Masse an nicht-mineralisiertem Knochen oder die Rate der Knochenformation pro Tag (Kulak

und Dempster 2010).

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Effekte einer langfristigen, oralen Applikation von -
Ecdyson auf Knochen, Knorpel, Markfett und Knochenmark histomorphometrisch zu
untersuchen. Hierflr wurden Gewebe von ovx Sprague Dawley (S.D.)-Ratten mit einer sehr
hohen Wahrscheinlichkeit fir eine Osteopenie und Gewebe von Ovar-intakten S.D.-Ratten
analysiert und miteinander verglichen. Die Analyse fokussierte sich auf die proximale Tibia,
da diese besonders schnell auf hormonelle Schwankungen reagiert. In anderen Studien
wurden bereits osteo- und chondroprotektive Eigenschaften des R-Ecdysons beschrieben
(Coors 2010, Gao et al. 2008, Kapur et al. 2010, Seidlova-Wuttke et al. 2010 a, Seidlova-
Wuttke et al. 2010 b, Walliser 2009, Wu et al. 2010). Im Gegensatz zu diesen Studien, die an
Zellkulturen oder Ratten bei deutlich kiirzerer Substanzexposition vorgenommen worden
waren, soll diese Arbeit Aufschluss (iber die osteochondralen Auswirkungen einer
langfristigen RB-Ecdyson Applikation geben.

Meine Aufgabe in diesem Versuch war die Farbung der Tibiapraparate in Zusammenarbeit
mit den  Medizinisch-technischen  Assistentinnen der  Abteilung sowie die
histomorphologische Untersuchung und Auswertung der Praparate in Bezug auf
ausgewahlte Parameter. Von besonderem Interesse war dabei, ob Vorteile aus der
Applikation von B-Ecdyson zu evaluieren sind, inwieweit die Ergebnisse denen vorheriger
Studien gleichen (Gao et al. 2008, Kapur et al. 2010, Seidlova-Wuttke et al. 2010 a, Seidlova-
Wuttke et al. 2010 b, Wu et al. 2010, Walliser 2009, Coors 2010) und wie die Substanz im
Hinblick auf eine mogliche Rolle als Medikament gegen postmenopausale Osteoporose zu

beurteilen ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Durchfiihrung des Tierversuchs

2.1.1 Allgemeines zur Haltung und Versorgung der Versuchstiere

Die Genehmigung fir die Durchfiihrung des Tierexperiments wurde von der Bezirksregierung
Braunschweig erteilt (Genehmigungsnummer Az.G.82.06). Fir den Versuch unter der Leitung
und Aufsicht von Priv.-Doz. Dr. med. Seidlova-Wuttke wurden 20 weibliche Ratten vom Typ
Sprague-Dawley verwendet, die von der Harlan Winkelmann GmbH (Borchen) geliefert
wurden. Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere zwei Monate alt und somit im
geschlechtsreifen Alter.

Die Unterbringung erfolgte in Makrolonkafigen (Typ IV, Firma Tecniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeillenberg) in den Tierstallen des Universitatsklinikums Gottingen. Je 5 Tiere teilten
sich einen solchen Kafig. Die Raume waren vollklimatisiert, fensterlos und von taglich 6 bis
18 Uhr belichtet. Es herrschten eine konstante Temperatur von 23°C sowie eine
Luftfeuchtigkeit von 50-55%.

Jeder Ratte wurde zur spateren Identifizierung ein UNO MICRO-ID Transponder (Firma UNO
ROEVASTAAL BV Zevenaar, Niederlande) subkutan in die Nackenregion eingesetzt. Das
dazugehorige Transponder Lesegerat (Gesreader Il GE S008: ISO kompatibler Taschenleser)
stammte von derselben Firma.

In der Eingewohnungszeit von einem Monat wurden alle Tiere mit demselben
phytoestrogenarmen Pellet-Futter V 1354-000 ssniff R-Z der Firma ssniff® Spezialdidten
GmbH (Soest, Deutschland) gefiittert (siehe Abb. 28). Da Sojabohnen osteoprotektiv wirken
(Sugiyama et al. 2006), wurde den Tieren dieses Soja-freie Futter verabreicht, um mogliche
Storvariablen zu vermeiden.

Futter und Wasser waren jederzeit frei zuganglich fiir die Tiere. Die Menge an angebotenem
Futter wurde vorher abgewogen. Nach einer Woche wurde das noch nicht gefressene,
restliche Futter der einzelnen Kafige gewogen und die Differenz, also die Menge an
gefressenem Futter pro Kéfig, errechnet. Dieser Wert wurde durch die Anzahl der Tiere pro
Kafig und durch die Anzahl der Tage der Zeitspanne jeweils dividiert. So konnte die
durchschnittliche Futteraufnahme pro Tier pro Tag der jeweiligen Gruppe berechnet
werden.

Die Versorgung der Versuchstiere wurde durch die Medizinisch-technischen Assistentinnen

der Abteilung Endokrinologie der UMG gewahrleistet.
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2.1.2 Versuchsablauf

Die 20 Ratten wurden in vier Gruppen a 5 Tiere eingeteilt. Die Zuordnung erfolgte
randomisiert. Die Unterscheidungsmerkmale der einzelnen Gruppen waren, ob die Tiere
ovariektomiert wurden oder int blieben und ob sie das Kontroll- oder das R-Ecdyson-

enthaltende Futter erhielten.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die einzelnen Gruppen und ihre Merkmale
Ovariektomie | Intakte Eier- | Soja-freies R-Ecdyson- Gruppe:
(Ovx) stocke (int) Kontrollfutter | enthaltendes
(sf) Futter (Ecd)
X X ovx, sf
X X int, sf
X X ovx, Ecd
X X int, Ecd

Kurz vor dem eigentlichen Versuchsbeginn und somit vor der Ovx und Futterumstellung
wurden die Tiere im Alter von drei Monaten gewogen und einer peripheren quantitativen
Computertomographie (pQCT) unterzogen.

Zum Zeitpunkt der Ovx waren die S.D.-Ratten etwa drei Monate alt. Die Ovx wurde von Priv.-
Doz. Dr. med. Seidlova-Wuttke durchgefiihrt und erfolgte unter Vollnarkose durch das
Inhalationsanasthetikum Forene® der Firma Abbott (lllinois, USA, Wirkstoff: Isofluranum).
Fiir die Ovx wurde das Abdomen rasiert und desinfiziert. Nach der Er6ffnung der Bauchhdhle
wurden die Ovarien beidseitig abgeklemmt und entfernt. Die Muskulatur wurde mit dem
Peritoneum vernaht (Naht Vicryl®, Firma Ethicon, Norderstedt). Die Haut wurde mithilfe von
Michel-Klammern® (Firma Martin, Tuttlingen) verschlossen. Analgesie wurde durch den
Einsatz von Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe, Wirkstoff: Carprofen) gewahrleistet. Jene
Tiere, die fiir die int Gruppen bestimmt waren, wurden einer Scheinoperation unterzogen,
bei der das Abdomen mit derselben Vorgehensweise ertéffnet und wieder verschlossen
wurde. Nach der Operation wurden alle Tiere bis zum Erwachen aus der Narkose in einen
zweiten Kafig gelegt. Nachdem kontrolliert worden war, dass die Wunden nicht

nachbluteten, wurden die Tiere in ihre Kafige zuriickgebracht.
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Die Applikation der Substanz R-Ecdyson erfolgte per os. Das Ecdyson-haltige Futter wurde
von der Firma ssniff® (Spezialdidaten GmbH, Soest) fir die Gruppen ovx, Ecd und int, Ecd in
einer Konzentration von 3g/kg Futter angefordert. Das R-Ecdyson wurde von der Firma
Changzhou Dahua Imp. und Exp. (Group) Corp. Ltd. (Changzhou, Jiangsu, China) bezogen
(Reinheitsgrad 97.2%). Die Gruppen ovx, sf und int, sf erhielten weiterhin Soja-freies
Kontrollfutter. Die Futterumstellung begann direkt nach der Ovx.

Bei den vorausgehenden Versuchen der Abteilung hatte sich gezeigt, dass die gemessenen
Effekte von B-Ecdyson oft nicht Dosis-korreliert waren (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Aus
den Kenntnissen der Vorversuche wurde die mittlere Dosierung von 3 g Ecd/kg Futter als die
glinstigste fir diesen Versuch gewahlt (Walliser 2009).

Der Zeitraum des Versuchs erstreckte sich tiber insgesamt 12 Monate. Dazwischen wurden
regelmalige Messungen des Gewichts und der Knochendichte durchgefiihrt. Letzteres
geschah mithilfe eines peripheren quantitativen Computertomographen. Die Abbildungen
26 und 27 im Anhang zeigen die Messungen zur endostealen Dichte (in mg/cm?3), die als
Dichte der Spongiosatrabekel definiert wurde. Der endosteale Raum beinhaltet
hauptsachlich die trabekuldre Spongiosa, Fett und Knochenmark.

Gewogen wurden die Tiere insgesamt fliinf Mal (Waage: Basic Lite 3, Sartorius, Gottingen).
Tabelle 3 zeigt eine Zeitachse zum Versuchsverlauf in Bezug auf das Alter der S.D.-Ratten.
Die Gewichts- und pQCT-Messungen sowie die Dekapitation der Ratten im Alter von 15
Monaten erfolgten durch die Medizinisch-technischen Assistentinnen sowie Priv.-Doz. Dr.

med. Seidlova-Wuttke.
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Tabelle 3: Ereignisse im Hinblick auf das Alter der Ratten in Monaten

Alter der Ratten | Ereignis

(in Monaten)

2 Ankunft der Tiere

3 CT 1 und Gewichtsmessung 1

Gruppeneinteilung: Ovx und Futterumstellung

Versuchsstart
4 CT2 und Gewichtsmessung 2
7 CT3
8 Gewichtsmessung 3
10 CT 4 und Gewichtsmessung 4
12 CTS5
15 Gewichtsmessung und CT 6 der Gruppen int, sf und int, Ecd

Obduktion der Tiere

2.2 Herstellung der histologischen Praparate

2.2.1 Acrylat-Einbettung

Die durch die Obduktion gewonnenen Tibiaknochen der Sprague-Dawley-Ratten wurden
mithilfe einer Zange und in ausreichendem Abstand zur Epiphysenfuge gekirzt. Es wurden
die Tibiaknochen des linken Beines verwendet. Die ndchsten Arbeitsschritte sahen die
Fixation des Gewebes und seine anschlieRende Dehydrierung mithilfe einer aufsteigenden
Alkoholreihe vor. Danach wurden die Schnitte in ein Xylol-haltiges Intermedium gegeben.
AnschlieBend wurde eine Einbettung der Gewebe in Technovit 9100 NEU® (Firma Heraeus
Kulzer, Wehrheim) angestrebt. Es handelt sich dabei um ein Polymerisationssystem auf der
Basis von Methylmethacrylat, das bei Minustemperaturen aushartet. Hierflir erfolgten
nacheinander die Prainfiltration und schlieBlich die finale Infiltration des Knochengewebes
durch das Einbettungssystem. Fir den genauen Ablauf soll an dieser Stelle auf Tabelle 4
,Vorbehandlung des Gewebes” im Anhang verwiesen werden. Die Acrylat-Einbettung der

Tibiaknochen wurde von den medizinisch technischen Assistentinnen vorgenommen.
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2.2.2 Schneiden

Die Erstellung der Praparate begann nach der vollstandigen Aushartung der Polymerisate.
Die folgenden Schritte zur Praparatherstellung wurden von mir unter Anleitung von Heidi
Brueggemann-Meyer ausgefiihrt. Zum Schneiden der polymerisierten Technovit-Blocke
diente ein Leica Mikrotom (RM 2165). Die Schnitte wurden longitudinal zur Knochenachse
und in einer Dicke von 5 um hergestellt. Als Schneideflissigkeit diente hierflir 30%iges
Ethanol. Die geeigneten Schnitte wurden vorsichtig auf Objekttrager (SuperFrost Ultra
Plus®, Menzel-Glaser, Braunschweig) gelegt, mit 50%igem Ethanol gestreckt und mit Kisol-
Folie (Firma Kettenbach, Eschenburg) abgedeckt. Bei der folgenden Auswahl der Praparate
wurde darauf geachtet, dass benachbarte Schnitte aus dem mittleren Bereich verwendet
wurden und dass die Strukturen nicht zerrissen oder anderweitig beschadigt waren.

AnschlieBend wurden sie fiir einen halben Tag bei 57°C im Trockenschrank gepresst.

2.2.3 Trichrom-Farbung nach Masson-Goldner

Vor Beginn der eigentlichen Farbeprozedur musste die Entplastung, das heil3t die Entfernung
des Acrylats, der in Technovit eingebetteten Gewebe erfolgen. Hierflir wurden die
Objekttrager mit den darauf positionierten Gewebeschnitten nacheinander in die folgenden

Medien eingetaucht:

drei Mal je 20 Minuten in Xylol

zwei Mal je 15 Minuten in 2-Methoxyethylacetat

zwei Mal je 5 Minuten in Aceton

zwei Mal je 2 Minuten in destilliertes Wasser.

Zur Vorbereitung fiir die Trichromfarbung nach Masson-Goldner wurden die fir den
Farbeprozess bendtigten Losungen hergestellt (Tabelle 5 im Anhang).

Der eigentliche Farbeprozess begann danach mit dem zehnminitigen Eintauchen der
Objekttrager und der darauf befindlichen Tibiaschnitte in Weigerts Hamatoxylin-Losung.
Danach erfolgte das sogenannte ,Blauen”. Hierflir wurden die Praparate filir zehn Minuten
unter laufendes Leitungswasser gehalten. Der nachste Schritt sah das Einbringen der
Objekttrager in die Ponceau de Xylidine-Losung fir 45 Minuten vor. Anschliefend wurden
sie zuerst mit 1%iger Essigsaure fiir eine Minute und danach kurz mit destilliertem Wasser

gespllt. Fir weitere sieben Minuten wurden sie in Wolframatophosphorsdure-Losung
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eingetaucht. Der nachste Schritt war ein erneutes einminitiges Abspilen mit 1%iger
Essigsaure. Das letzte Losungsbad erfolgte in der hergestellten Lichtgriin-Lésung fir weitere
zehn Minuten. Danach wurden die Objekttrager vorsichtig mit 1%iger Essigsdaure abgesplilt.
Zur Entwasserung wurden die fast fertigen Praparate einmal in 96%igen und drei Mal in
100%igen Ethanol gegeben (jeweils fur finf Minuten). Danach wurden sie fiir flinf Minuten
in Xylol eingebracht. Im letzten Schritt wurde mithilfe eines Tropfens Eukitt ein Deckglas
Uber Tibiaschnitt und Objekttrager geklebt. Insgesamt wurden auf diese Weise 36
Tibiaprdaparate fir die lichtmikroskopische Untersuchung hergestellt (pro Tier zwei
Praparate). Durch die Goldner-Farbung werden Knochen tiirkis, Muskulatur rot und Fett

weil} angefarbt.

2.3 Gemessene Parameter

2.3.1 Allgemeines zu den Messungen

Die angefertigten Prdparate wurden unter dem Photomikroskop Axiophot der Firma Carl
Zeiss (Oberkochen) untersucht. Die Praparate waren auf dem Objekttisch stets so
ausgerichtet, dass rechts im Bild die proximalen und links die distalen Anteile des
Tibiaknochens zu sehen sind. Je nach gemessenem Parameter wurde eine 3,125-, 12,5- oder
25-fache VergroRerung gewahlt. Mit einer im Mikroskop integrierten Kamera (Mikroskop-
Kamera MC 80, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena) konnten Aufnahmen gemacht werden, die auf
den angeschlossenen Computer Ubertragen wurden. Die Computersoftware analySIS® 3.0
(Soft Imaging System GmbH, Miinster) diente zur Auswertung der geschossenen Bilder. In
allen Bildern wurden unten rechts Messbalken zur Kennzeichnung des MaRstabs eingefligt.
Die verwendeten Methoden zur Messung der einzelnen Parameter wurden bereits in
anderen Studien erprobt (Coors 2010, Dalle Carbonare et al. 2005, Garrahan et al. 1986,
Kapur et al. 2010, Steinmark 2012, Walliser 2009, Yao et al. 2006).

Abbildung 2 gibt einen Uberblick iber die gemessenen Parameter der proximalen Tibia.
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Dicke des Knorpels

Epiphyse
Epiphysenfuge
Metaphyse 1.-_.______1___
"—-—;..:_‘_______ Reservezone
=~ = =
L= '= - Proliferstionszone
'“'!—-—-___'.'_. Hypertrophe Zone

Dicke der einzelnen Zonen der Epiphysen-
fuge und Berechnung der Gesamtdicke

>/

Diaphyse

Trabekuldrer iy
Flachenanteil und
LStrut analysis”

—— Dicke der
Kortikalis

Flachenanteil von
Markfett und rotem
Knochenmark

Abbildung 2: Histomorphometrische Parameter

Mittels histomorphometrischer Messungen werden Daten erhoben, die als zweidimensional
verstanden werden miissen, wie zum Beispiel Breite, Umfang, und Flache. Mit der
Begriindung, dass der Knochen nur als drei dimensionale Struktur vollkommen verstanden
werden kann, favorisierte ein Komitee der American Society of Bone and Mineral Research
1987 die Prasentation von dreidimensionalen Ergebnissen (Parfitt et al. 1987).
Dementsprechend wurde bei dieser Arbeit verfahren. Die Messungen zu Umfang, Flache und
Anzahl sind abhangig von der Menge des examinierten Gewebes und bendtigen fir
Vergleichbarkeit und Auswertung ein Bezugssystem (Parfitt et al. 1987). In dieser Arbeit
wurden die Breiten von Gelenkknorpel, Kortikalis und den einzelnen Zonen der
Epiphysenfuge gemessen. Die Messung der Breite kann isoliert verstanden werden und
benotigt kein Bezugssystem (Parfitt et al. 1987). Durch die hohe Anzahl der Einzelmessungen
soll von der Breite auf die korrespondierend dreidimensionale Dicke geschlossen werden. Da
beide in derselben Einheit angegeben werden, mussten keine Umrechnungen erfolgen.

Zudem wurden Flachenmessungen durchgefiihrt. Da hier ein Bezugssystem bendtigt wird,
wurde die gemessene Trabekelfliche (B.Ar) mit der gesamten Flache des untersuchten

Areals (T.Ar) in Relation gesetzt. Das Ergebnis wird als Index mit der Einheit Prozent
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angegeben. Die gewahlte Methode der strut analysis liefert Rickschliisse Uber die

dreidimensionale Konnektivitat der Trabekel.

2.3.2 Knorpelmessung

Die Messung diente zur Bestimmung der Dicke der hyalinen Gelenkknorpelschicht. Pro Tier
gab es zwei Tibiapraparate. Pro Praparat wurden dann jeweils zwei Bilder der Knorpelschicht
im Bereich des Tibia-Plateaus in 12,5-facher VergréRBerung gemacht. Die gemachten
Aufnahmen der Tibiaprdparate wurden mithilfe der analySIS-Software gedffnet und
bearbeitet. Zur Messung der Dicke der Knorpelschicht wurden anschlieRend manuelle
Abstandsmessungen durchgefiihrt. Mit jeweils einem Klick zur Markierung der Grenzlinien
der Knorpelschicht wurden Linien durch diese gezogen (siehe Abbildung 3). Die Werte der
Linienlangen (in um) wurden anschlieend in einer Excel-Tabelle gespeichert. Die Kriterien
fir das Ziehen der Linien waren folgende: Es wurde darauf geachtet, dass die Linien
moglichst parallel zueinander verlaufen. Zudem sollten die Linien moéglichst im 90°-Winkel zu
den Grenzflachen der Knorpelschicht liegen. Falls die Grenzflachen der Knorpelschicht nicht
annahernd parallel verliefen, wurde die Grenzflaiche zum Knochen hin als maRgeblich
gewertet.

Bei zehn Einzelmessungen pro Bild und vier Bildern pro Tier ergaben die Messungen
insgesamt 40 Einzelwerte pro Tier. Flir eine Gruppe kamen im Idealfall somit 200 Werte
zusammen. Leider waren die Knorpelschichten in den Prdparaten haufig auseinander-
gerissen, sodass oftmals eine geringere Anzahl verwertbarer Daten fiir die einzelnen
Gruppen zusammenkam. Unter diesem Aspekt sind besonders die Praparate der Gruppe

int,Ecd zu nennen, die in Bezug auf die Knorpelschicht schwierig auszuwerten waren.
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Abbildung 3: Manuelle Messung der Dicke des proximalen Tibia-Gelenkknorpels (Gruppe int, sf, 12,5-
fache VergrofRerung)
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2.3.3 Messungen zu den einzelnen Zonen der Epiphysenfuge

Die Epiphysenfuge oder auch Wachstumsfuge ist eine vom Mesoderm abgeleitete hyaline
Knorpelschicht zwischen Epiphyse und Diaphyse (Burdan et al. 2009). Hier findet das
Langenwachstum der Rohrenknochen statt. Die Dicke der Epiphysenfuge sowie die von
Proliferations- und hypertropher Zone korrelieren positiv mit der Wachstumsrate (Villemure
und Stokes 2009, Wilsman et al. 1996).

Die Bilder fiir diese Messung wurden in 25-facher VergroRerung aufgenommen (siehe
Abbildung 4). Eine Ausmessung der einzelnen Zonen der Epiphysenfuge wurde bereits in
anderen Studien durchgefiihrt (siehe Yao et al. 2006, Kapur et al. 2010).

Pro Tier wurden vier Aufnahmen der Epiphysenfuge gemacht. Es wurde darauf geachtet,
dass diese nicht in Kortikalis nahen Randbereichen aufgenommen wurden. In den einzelnen
Bildern wurden stets mehr als zehn Messungen fiir jede Zone durchgefiihrt, so dass sich pro
Tier weit mehr als 40 Einzelwerte flr die jeweilige Zone ergaben.

Daflir mussten zuerst die Grenzen der Zonen erkannt und festgelegt werden. Zur
Orientierung dienten hierfiir die Zellen. In der Reservezone liegen kleine, kompakte Zellen,
eingebettet in reichlich extrazellularer Matrix (Burdan et al. 2009). Es handelt sich dabei um
undifferenzierte Chondrozytenvorlaufer, die sich selten teilen und ,Nachschub fir die
folgende Zone” liefern (Lillmann-Rauch 2006). In der sich anschlieBenden Proliferationszone
ist das charakteristische Merkmal die longitudinale Anordnung der Chondrozyten, die hier
mitotisch aktiv und eher flach sind (Burdan et al. 2009). In der darauffolgenden
hypertrophen Zone nimmt das Volumen der Zellen deutlich zu. Sie sind hier rund,
ausdifferenziert und enthalten viel raues endoplasmatisches Retikulum und Mitochondrien
(Welsch 2003). Zusatzlich wird manchmal eine vierte Zone, die Er6ffnungszone, beschrieben,
in welcher die Transversalsepten beseitigt werden und die Ossifikation anhand der
Longitudinalsepten beginnt (Lillmann-Rauch 2006). Aus Griinden der Darstellbarkeit wurde
auf die Differenzierung zwischen dritter und vierter Zone verzichtet und zusammenfassend
von der hypertrophen Zone gesprochen.

Mithilfe der analySIS Software war es moglich die Grenzen der einzelnen Zonen manuell
einzuzeichnen (siehe Abbildung 5). Danach erfolgte die schon beschriebene
Abstandsmessung innerhalb der jeweiligen Zonen. Die Linien wurden sowohl parallel

zueinander als auch zu den in Sdulen angeordneten Zellen in der Proliferationszone gezogen
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(Yao et al. 2006). Die gewonnenen Werte wurden wiederum in einer Excel-Tabelle

gespeichert.

Diaphyse Metaphyse

Cartilago articularis

Epiphyse

Epiphysenfuge

Abbildung 4: Lage und Ausschnitt der Epiphysenfuge. Rechts im Bild kommt die Epiphyse und
links die Metaphyse zur Darstellung.

25



Material und Methoden

Hypertrophe Zone  Proliferationszone  Reservezone

Abbildung 5: Manuelle Einzeichnung und Messung der einzelnen Zonen der Epiphysenfuge (Gruppe
int, sf, 25-fache VergréRerung). Rechts im Bild kommt die Epiphyse und links die Metaphyse zur
Darstellung.

2.3.4 Berechnung der Gesamtdicke der Epiphysenfuge

Um Aussagen Uber die Gesamtdicke der Epiphysenfuge treffen zu kénnen, wurden pro
Praparat jeweils die Mittelwerte fir die einzelnen Zonen mit Excel berechnet und
anschlieBend zur Gesamtdicke aufaddiert (Microsoft Excel 2007, Microsoft Corporation,
Redmond, USA). Die Berechnung der Mittelwerte erfolgte, indem die Einzelwerte einer Zone
pro Praparat addiert und anschlieBend durch die Anzahl der Einzelwerte dividiert wurden.

Pro Gruppe ergaben sich somit 8-10 ermittelte Werte.
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2.3.5 Kortikalismessung

Im Review von Kulak und Dempster wird die Kortikalisdicke als ein moglicher Parameter der
histomorphometrischen Auswertung genannt (Kulak und Dempster 2010). Die Bilder der
Kortikalis wurden in 3,125-facher VergrofRerung im Bereich der Metaphyse aufgenommen.
Bei jedem Prdparat wurde jeweils ein Bild auf jeder Seite des Tibiaschnitts gemacht. Es
wurde dabei darauf geachtet, dass nur histologisch intakte Bereiche der Kortikalisschicht
abgebildet wurden. AnschlieBend konnten auch hier durch die manuelle Abstandsmessung
der analySIS Software Werte ermittelt werden, die die Dicke der Kortikalisschicht
beschreiben (siehe Abbildungen 6 und 7). Die Abstandslinien wurden nach Moglichkeit so
gezogen, dass sie im 90°-Winkel zum Kortikalisverlauf und moglichst parallel zueinander
liegen. Bei zehn Werten pro Bild, zwei Bildern pro Praparat und zwei Praparaten pro Tier

ergab sich damit fir jedes Tier eine Summe von 40 Einzelwerten.

Diaphyse
Metaphyse

i

1.Messung Kortikalis

A

Epiphyse

2.Messung Kortikalis

Abbildung 6: Schema zur Messung der Kortikalisdicke in der
Metaphyse der Tibia
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Abbildung 7: Kortikalismessung im Bereich der Metaphyse (Gruppe int, sf, 3,125-fache VergréRerung)

2.3.6 Messung des Flachenanteils von Trabekeln, Fett und Knochenmark in der tibidren
Metaphyse

Die Methodik dieser Messung wurde bereits in zwei Dissertationen unserer Abteilung
beschrieben (Coors 2010, Walliser 2009). Fir diese Messungen wurden pro Praparat drei
Bilder (in 12,5-facher VergroRerung) im Bereich der Metaphyse distal der Epiphysenfuge im
endostealen Raum aufgenommen. Wichtig war, dass keine Uberlappung der Bildinhalte
stattfand und dass nur trabekuldre Strukturen und dementsprechend keine Anteile der
Kortikalis abgebildet wurden. Die weitere Bearbeitung erfolgte mit der analySIS Software. Im
ersten Schritt sollten aus den gemachten Echtfarb- oder Nativbildern sogenannte Graubilder
entstehen. Daflir wurde zuerst die Farbintensitdt invertiert, es entstand ein Negativbild
(Abbildung 8). Durch den anschlieBenden roten Farbauszug entstand das gewiinschte
Graubild. Die folgende Schwellenwertbestimmung diente dazu, die einzelnen Graustufen der
unterschiedlichen Gewebe (Trabekel, Knochenmark, Fett) festzusetzen. Hierfiir wurde das

Ergebnis immer wieder mit dem Echtfarbbild verglichen, um madglichst genau die Grenzen
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der Grauténe und somit die Areale der Gewebe festzulegen. Die sich anschlieBende
Phasenanalyse konnte dann den flichenmaRigen Anteil einer Farbe und somit den Anteil
eines bestimmten Gewebes an der Gesamtflache des Bildes berechnen. Die ermittelten
Werte, in absoluten (um?) und relativen (%) Zahlen, wurden danach in Excel gespeichert. In

der Auswertung sind die Ergebnisse in Prozent angegeben.

Abbildung 8: Negativbild vom endostealen Raum nach Inversion. Fett ist schwarz, Knochenmark
hellblau und Knochen rot dargestellt (12,5-fache VergréRBerung).

2.3.7 Analyse der Trabekelvernetzung im metaphysaren Bereich

Zur Einschatzung der Qualitat der Trabekel ist nicht nur die Quantitdit von Bedeutung,
sondern auch die Vernetzungsstruktur der Trabekel selbst. Um fiir zweidimensionale
Knochenschnitte Aussagen treffen zu konnen, wurde die Methode der ,,strut analysis“ von
Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al. (1986) beschrieben. Hierfir wurden
Aufnahmen der metaphysaren Spongiosa in 3,125-facher VergroBerung gemacht. Pro Tier
wurden zwei Aufnahmen gemacht und ausgewertet. Die gewahlte Methode sieht vor, die
Trabekelverlaufe durch Achsen zu kennzeichnen. Wenn sich zwei Achsen treffen, wird an der
Stelle ein schwarzer Punkt (=Verbindungspunkt) gesetzt. Wenn 3 und mehr Achsen
zusammenlaufen, entsteht ein roter Punkt (=Knotenpunkt). Freie Trabekelenden,

sogenannte Termini, werden als griner Punkt gekennzeichnet. Fiir das Bestimmen der
29




Material und Methoden

Achsen und das Setzen der Punkte wurden die Aufnahmen in Microsoft PowerPoint gedffnet
und bearbeitet. AnschlieRend erfolgte die Zahlung der jeweiligen Punkte. Die so erhaltenen
Werte wurden in einer Excel Tabelle gespeichert.

Der Quotient Knotenpunkte/freie Endpunkte ist ein Index fir die raumliche Konnektivitat
der Trabekel (Dalle Carbonare et al. 2005). Knochen mit gut vernetzten Trabekeln besitzen
viele Knotenpunkte und in Relation dazu wenige freie Endpunkte, erzielen also einen hohen
Indexwert. Gegenldufig verhdlt es sich mit schlechteren Trabekelstrukturen, bei denen
relativ viele freie Endpunkte relativ wenigen Knotenpunkten gegenilberstehen und
demzufolge einen niedrigeren Indexwert erzielen. Abbildung 9 und 10 zeigen die

Unterschiede zwischen einem ovx und einem int Tier hinsichtlich ihrer Trabekelvernetzung.

Abbildung 9: Strut analysis nach der Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al.
(1986) in der endostealen Metaphyse, Gruppe int, sf (3,125-fache VergroRerung)
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Abbildung 10: Strut analysis nach der Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al.
(1986) in der endostealen Metaphyse, Gruppe ovx, sf (3,125-fache VergroRerung)

2.4 Statistik

Die durch die Messungen erhaltenen Werte wurden allesamt in Excel Tabellen abgespeichert
(Microsoft Excel 2007, Microsoft Corporation, Redmond, USA). Zur weiteren Verarbeitung
der Daten wurde das Computerprogramm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, USA) verwendet. Es handelt sich dabei um eine Statistiksoftware, mit der die Erstellung
der Graphen und die Berechnung statistischer Groflen vorgenommen wurden. Zur
Auswertung der gewonnen Werte wurden jeweils eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBendem multiplem Vergleichstest nach Dunnett durchgefiihrt. Fir die
einzelnen Gruppen wurden jeweils die arithmetischen Mittelwerte und die dazugehérigen
Standardfehler (SEM) errechnet.

Die Gruppe ovx, sf diente als Kontrollgruppe, da sie am ehesten die Verhaltnisse im
postmenopausalen Knochen der Frau darstellt. Das Signifikanzniveau wurde fir p<0,05

festgesetzt.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungen und Versuche
vorgestellt. Zur Veranschaulichung werden hierfir, bis auf in Abbildung 11,
Balkendiagramme verwendet. Die Anordnung der Balken (von links nach rechts) ist stets
dieselbe:

- ovx, sf

- int, sf

- ovx, Ecd

- int, Ecd.

Signifikanzen wurden im Hinblick auf die Kontrollgruppe ,,ovx, sf“ errechnet und durch ein

Sternchen (*) gekennzeichnet.

3.1 Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme der Tiere

Die S.D.- Ratten wurden regelmaRigen Gewichtskontrollen unterzogen. Abbildung 11 zeigt
die Durchschnittsgewichte der jeweiligen Gruppen zu bestimmten Zeitpunkten. Die Ordinate
stellt die Korpergewichte der Tiere in Gramm dar, wahrend die Abszisse die Zeitpunkte der
Gewichtsmessung anhand des Alters der Ratten beschreibt. Bei der ersten Messung waren
die Tiere 3 Monate alt. Der Graph zeigt, dass die Tiere der einzelnen Gruppen dhnliche
Ausgangsgewichte hatten, im Durchschnitt 262 g. Kurz darauf begann der eigentliche
Versuch mit der Ovx einiger Tiere und der Verabreichung des neuen Futters. Innerhalb eines
Monats zeichnete sich eine signifikante Gewichtszunahme der beiden ovx Gruppen ab,
wahrend die Tiere mit int Eierstocken insgesamt weniger zunahmen.

Tendenziell nahmen die Tiere aller Gruppen fast kontinuierlich zu, wobei die ovx Tiere in
allen Messungen, mit Ausnahme der letzten, deutlich schwerer waren als die Tiere mit
belassenen Eierstocken. Die jeweiligen Graphen der ovx Gruppen und der int Gruppen
verliefen anndhernd deckungsgleich. Die Werte vom achten und zehnten Monat blieben
anndhernd gleich. Die Tiere der Gruppe int, sf wogen mit zwdlf Monaten im Durchschnitt
weniger als vier Monate zuvor. |hr durchschnittliches Gewicht nahm gegen Ende des

Experiments erheblich zu.
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Gewichtsentwicklung von ovx und int Tieren bei unterschiedlicher
Futtergabe (sf oder Ecd enthaltend)

* signifikant fur p<0,05 vs ovx,sf

450+ - 0ovX, Ecd
-0- ovy, sf
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Abbildung 11: Gewichtsentwicklung der Ratten im Alter von 3 bis 15 Monaten, Durchschnittswerte
der Gruppen im Vergleich. Die Tiere aller Gruppen nahmen kontinuierlich an Gewicht zu. Die ovx
Ratten waren insgesamt schwerer als die int Ratten. Diese Gewichtsdifferenz zeichnete sich bereits
einen Monat nach Ovx deutlich ab.

Die Daten wurden von Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlova-Wuttke zur Verfligung gestellt.

Abbildung 12 zeigt die durchschnittliche Futteraufnahme in Gramm pro Tier pro Tag der
jeweiligen Gruppe fir bestimmte Zeitrdume. Auf der Ordinate ist die Futteraufnahme in g
pro Tier pro Tag angegeben. Die Abszisse stellt die Versuchsgruppen mit den jeweiligen
Zeitrdumen dar. Die Spanne reichte von minimal 15 bis maximal 21 g Futter pro Tier pro Tag.
Von der zweiten bis achten Woche ist deutlich zu sehen, dass die ovx Tiere erheblich mehr
Nahrung zu sich genommen haben als die int. Ab der neunten Woche fralRen die Tiere der
Gruppe int, Ecd dhnlich viel wie die ovx Tiere. Int, sf Tiere hatten insgesamt, auch in der

finalen Woche im Alter von 15 Monaten, den niedrigsten Futterbedarf. Da das Futter einmal
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pro Woche abgewogen und den Tieren zur Verfligung gestellt wurde, wurden fir die
einwdchigen Zeitrdume am Anfang und am Ende des Versuchs keine Standardabweichungen
berechnet.

Bei einer Konzentration von 3 g Ecd/kg Futter nahmen die Ecd Gruppen in der finalen Woche

durchschnittlich 0,0525 g Ecd pro Tier pro Tag ein.

Futteraufnahme von ovx und int Tieren bei
unterschiedlicher Futtergabe (Sf oder Ecd enthaltend)

* signifikant flr p<0,05 vs ovx, sf
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Abbildung 12: Futteraufnahme der Ratten (in g/Tier/Tag) fiir bestimmte Zeitrdume. Die ovx Tiere
hatten ab der zweiten Woche einen hoheren Futterbedarf als int Ratten. Ab der neunten Woche war
der durchschnittliche Futterverbrauch der Gruppe int, Ecd aber dhnlich hoch wie in den ovx Gruppen.
Int, sf Tiere hatten insgesamt den niedrigsten Futterverbrauch.

Die Daten wurden von Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlova-Wuttke zur Verfligung gestellt.
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3.2 Ergebnisse der einzelnen Versuche

3.2.1 Untersuchung des Gelenkknorpels der proximalen Tibia

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse zur Dickenmessung des Gelenkknorpels. Die Ordinate stellt
die Dicke in um und die Abszisse die jeweiligen Gruppen dar. Die Messungen ergaben fiir alle
drei Gruppen signifikant hohere Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe, die durchschnittlich
98,6 t 4,3 um dick war. Die Gruppe int, sf besaR mit einem Mittelwert von 219 + 10,4 um
insgesamt die dickste Knorpelschicht der proximalen Tibia. Die beiden Ecdyson-
Futtergruppen erzielten dhnliche Ergebnisse, wobei die Mittelwerte der ovx, Ecd- Gruppe
147,9 £ 5,5 um und der int, Ecd- Gruppe 141,8 + 3,5 um betrugen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe hatten die ovx, Ecd Tiere eine um etwa 50% dickere
Gelenkknorpelschicht. Int Tiere besaRen dickere Gelenkknorpel als die Tiere der
Kontrollgruppe. Int, Ecd Tiere hatten im Vergleich zu int, sf Tieren eine diinnere

Knorpelschicht.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Dicke des Gelenkknorpels (proximale Tibia)

*signifikant fur p<0,05
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Abbildung 13: Dicke des Gelenkknorpels der proximalen Tibia. Alle Gruppen zeigten eine signifikant
dickere Gelenkknorpelschicht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei besaRen die int, sf Tiere die
dicksten Knorpel. Ovx, Ecd und int, Ecd Tiere hatten dhnlich dicke Knorpelschichten.
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3.2.2 Gesamtdicke der Epiphysenfuge

Abbildung 14 zeigt die errechneten Schichtdicken der Epiphysenfugen der einzelnen
Gruppen. Die Ordinate stellt die Dicke der Epiphysenfuge in um und die Abszisse die
einzelnen Gruppen dar. Die Kontrollgruppe erreichte einen Mittelwert von 114,2 + 4,1 um.
Die Mittelwerte der anderen Gruppen lagen fiir int, sf bei 113,6 £ 8,9 um, fiir ovx, Ecd bei

121,9 + 3,1 um und fir int, Ecd bei 118,8 + 7,2 um. Die Abweichungen waren statistisch nicht

signifikant.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Dicke der Epiphysenfuge (proximale Tibia)

* signifikant fir p<0,05

VS ovX, sf
'€ 150-
=
S - = =
o ——
E e L
GC_) 100+
2
=
o
a
W 50+
%)
ge)
[0)
v
O
D 0 1 I I ||
X LN d
9 )
A’\-" .&» Q/() Q/O
Q) N \\“\‘\ .\(’\\"‘

Abbildung 14: Dicke der gesamten Epiphysenfuge (proximale Tibia). Die Gruppen zeigten keine
signifikanten Abweichungen im Vergleich zur Kontrollgruppe ovx, sf.
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3.2.3 Untersuchung der einzelnen Zonen der Epiphysenfuge

3.2.3.1 Dicke der Reservezone

Die Epiphysenfuge ist in drei unterschiedliche Zonen eingeteilt worden. Der folgende Graph
stellt die Dicke der Reservezone dar. Auf der Ordinate ist die Dicke der Reservezone in um
angegeben und auf der Abszisse sind die einzelnen Gruppen abgebildet. Die int, Ecd Tiere
hatten eine signifikant dickere Reservezone bei einem Mittelwert von 27 £ 1,5 um. Int, sf
und ovx, Ecd Ratten hatten Mittelwerte von 26,3 + 1,4 um und 25,8 + 1,5 um und waren
tendenziell, aber statistisch nicht signifikant, dicker als die Kontrollgruppe, die einen

Mittelwert von 21,9 + 0,9 um erzielte.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und
int S.D. Ratten) auf die Dicke der Reservezone
der Epiphysenfuge (proximale Tibia)
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Abbildung 15: Dicke der Reservezone der proximalen Tibia. Die Dicke der Reservezone von int, Ecd

war signifikant groBer; int,sf und ovx, Ecd nur tendenziell.
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3.2.3.2 Dicke der Proliferationszone

Der Reservezone schlieBt sich nach distal die Proliferationszone an. Die durchschnittliche
Dicke der Proliferationszone fiir die jeweilige Gruppe wird in Abbildung 16 dargestellt, wobei
die Ordinate die Dicke der Proliferationszone in pum und die Abszisse die einzelnen
Versuchsgruppen abbildet. Die Proliferationszone der Kontrollgruppe hatte einen Mittelwert
von 62,2 + 1,7 um. Die ebenfalls ovx, aber mit Ecd gefiitterten Tiere hatten mit 59,8 £ 2,2 um
dhnlich hohe Werte. Statistisch signifikant waren die Ergebnisse der int Tiergruppen: Die
Gruppe int, sf hatte mit 51,8 £ 1,7 um eine diinnere und die Tiere der int, Ecd mit 69,5 £ 2,4

pum eine im Durchschnitt dickere Proliferationszone als die Kontrollgruppe.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int
S.D. Ratten) auf die Dicke der Proliferationszone
der Epiphysenfuge (proximale Tibia)
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Abbildung 16: Dicke der Proliferationszone der Epiphysenfuge (proximale Tibia). Die ovx Tiere hatten
eine dhnlich dicke Proliferationszone. Int, sf hatten eine signifikant diinnere, wahrend int, Ecd eine
signifikant dickere Zone aufwiesen.
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3.2.3.3 Dicke der hypertrophen Zone

Abbildung 17 zeigt die durchschnittliche Dicke der hypertrophen Zone fir die einzelnen
Gruppen. Auf der Ordinate ist die Dicke der hypertrophen Zone in um angegeben und auf
der Abszisse sind die einzelnen Gruppen abgebildet. Die Ergebnisse fir alle drei Gruppen
sind in Bezug auf die Kontrollgruppe (28,9 + 1,6 um) statistisch signifikant. Die Gruppen int,
sf und ovx, Ecd hatten eine signifikant dickere hypertrophe Zone und Mittelwerte von 36,0 +
2,1 um und 34,8 + 1,9 um. Die hypertrophe Zone von int, Ecd war signifikant diinner und

hatte einen Mittelwert von 18,4 + 1,1 um.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Dicke der hypertrophen Zone der
Epiphysenfuge (proximale Tibia)
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Abbildung 17: Dicke der hypertrophen Zone der Epiphysenfuge (proximale Tibia). Die Gruppen int, sf
und ovx, Ecd wiesen eine signifikant dickere hypertrophe Zone auf. Bei den int, Ecd Tieren war diese
signifikant dliinner im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.2.4 Untersuchung der Kortikalis

Abbildung 18 zeigt die Dicke der Kortikalis im Bereich der Metaphyse der proximalen Tibia.
Auf der Ordinate ist die Dicke der Kortikalis in um angegeben und auf der Abszisse sind die
einzelnen Gruppen abgebildet. Die dickste Kortikalis konnte bei den Tieren der
Kontrollgruppe mit einem Durchschnittswert von 442,6 + 11,5 um festgestellt werden. Die
anderen Gruppen erzielten niedrigere Werte. Int, sf mit 406,1 + 17,2 um und ovx, Ecd mit
411,3 £ 9,3 um zeigten keine signifikanten Abweichungen. Das Ergebnis der int, Ecd Ratten

war bei einem Mittelwert von 336,2 £ 8,5 um signifikant niedriger.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Dicke der Kortikalis (proximale Tibia)
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Abbildung 18: Dicke der metaphysaren Kortikalis (proximale Tibia). Die Gruppe int, Ecd besal’ eine
signifikant diinnere Kortikalis. Int, sf und ovx, Ecd hatten tendenziell kleinere Durchschnittswerte.
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3.2.5 Bestimmung des Trabekelanteils in der Metaphyse

In Abbildung 19 gibt die Ordinate den Flachenanteil der Trabekel in der Metaphyse der
proximalen Tibia in % an, wahrend die Abszisse die einzelnen Gruppen abbildet. Der Graph
zeigt, dass die ovx Tiere einen deutlichen Trabekelverlust gegeniber den int Tieren erlitten
haben. Die Ergebnisse von ovx, Ecd mit 17,4 + 1,6 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 19,1
+ 2,2 % waren statistisch nicht signifikant verschieden. Zur Prifung der Ecdyson-Wirkung
innerhalb der int Gruppen wurden hier zusatzlich signifikante Abweichungen im Vergleich zu
int, sf berechnet. Die int, Ecd-Tiere besalen mit 37,5 £+ 1,7 % einen signifikant hoheren
Trabekelanteil als die int, sf Tiere mit 28,1 + 1,7 %. Die ovx Tiere zeigten erwartungsgemalf}

einen signifikant niedrigeren Trabekelanteil im Vergleich zu int, sf.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf den Flachenanteil der Trabekel (proximale Tibia)
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Abbildung 19: Flachenanteil der Trabekel im endostealen Raum der Metaphyse (proximale Tibia). Die
int Tiere besallen einen signifikant hoheren Trabekelanteil im Vergleich zur Kontrollgruppe. Int, Ecd-
Tiere hatten signifikant mehr Trabekel als int, sf Ratten.
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3.2.6 Bestimmung des Fettanteils in der Metaphyse

Abbildung 20 zeigt die Ordinate den endostealen Fettanteil in der Metaphyse der proximalen
Tibia in % an, wahrend die Abszisse die einzelnen Gruppen abbildet. Der Fettanteil ist bei
den int Tieren im Vergleich mit den ovx Tieren signifikant niedriger. Ovx Ratten hatten
Mittelwerte von 42,8 + 2,1 % bei sf Fiitterung und von 41,8 + 2 % bei Ecd-Gabe. Hingegen
betrug der Flachenanteil des Markfetts bei int, sf durchschnittlich 13,6 £ 1,9 % und bei int,
Ecd durchschnittlich 16,9 + 1,4 %. Damit hatten ovx Ratten einen mehr als zweieinhalb Mal

hoheren Fettanteil. Die Ecdyson-Futterung erzielte keine signifikanten Unterschiede.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int
S.D. Ratten) auf den Flachenanteil des Markfetts
(proximale Tibia)
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Abbildung 20: Flachenanteil des Markfetts im endostealen Raum der Metaphyse (proximale Tibia).

Intakte Tiere wiesen signifikant weniger Fett auf. Die Ecdyson-Fiitterung zeigte keinen Einfluss.
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3.2.7 Bestimmung des Knochenmarkanteils in der Metaphyse

In Abbildung 21 stellt die Ordinate den endostealen Knochenmarksanteil in % dar, wahrend
auf der Abszisse die einzelnen Gruppen dargestellt sind. Die ovx, Ecd-Tiere zeigten signifikant
weniger Knochenmark bei einem Mittelwert von 12,1 £ 1,1 %. Bei den Gruppen int, sf (16,2 £
0,6 %) und int, Ecd (15,4 + 0,6 %) wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen. Der

Knochenmarksanteil der Kontrollgruppe lag bei 15,5 + 0,8 %.

Der Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf: den Flachenanteil des Knochenmarks
(proximale Tibia)
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Abbildung 21: Flachenanteil des Knochenmarks im endostealen Raum der Metaphyse (proximale

Tibia). Lediglich ovx, Ecd-Tiere wiesen signifikant weniger Knochenmark auf.
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3.2.8 Vernetzungsanalyse

3.2.8.1 Anzahl der freien Enden

Der folgende Versuch wurde nach der Methode der strut analysis von Carbonare et. al. 2005
und Garrahan et al. 1986 vorgenommen. Durch sie ist es moéglich, Aussagen Uber die Qualitat
der Trabekelvernetzung zu treffen.

Abbildung 22 zeigt die Anzahl der freien Trabekelenden in der Metaphyse der Tibia. Auf der
Ordinate ist die Anzahl der freien Trabekelenden dargestellt, wahrend die Abszisse die
einzelnen Gruppen zeigt. Es ist deutlich zu sehen, dass die int Tiere signifikant mehr freie
Trabekelenden prasentierten als ovx Tiere. Die Mittelwerte lagen fir ovx, sf bei 20,3 + 1,4
und fir ovx, Ecd bei 18,5 £ 2,8 freien Endpunkten. Die int Gruppen erzielten Mittelwerte von

42 + 5,4 bei sf Futterung und 34,3 + 3,2 bei Ecd Gabe.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Trabekelkonnektivitat (proximale Tibia)
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Abbildung 22: Vernetzungsanalyse- Anzahl der freien Enden. Int, sf und int, Ecd besallen signifikant
mehr freie Enden. Ovx, Ecd wies keine Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
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3.2.8.2 Anzahl der Trabekelverbindungspunkte

Trabekelverbindungspunkte entstehen durch das Aufeinandertreffen von zwei
Trabekelachsen. In  Abbildung 23 stellt die Ordinate die Anzahl der
Trabekelverbindungspunkte und die Abszisse die einzelnen Gruppen dar. Hier sieht man
ebenfalls, dass die int Tiere signifikant mehr Trabekelverbindungspunkte aufwiesen als die
ovariektomierten. Ovx, Ecd Tiere hatten tendenziell mehr Verbindungspunkte (Mittelwert
8,4 + 1,5) als die Kontrollgruppe (Mittelwert 3,9 + 0,5), das Ergebnis war jedoch nicht
statistisch signifikant. Int, sf Tiere hatten durchschnittlich 33,2 + 3,3 und int, Ecd im

Durchschnitt 35,2 + 2,3 Trabekelverbindungspunkte.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Trabekelkonnektivitat (proximale Tibia)
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Abbildung 23: Vernetzungsanalyse- Anzahl der Trabekelverbindungspunkte. Int, sf und int, Ecd wiesen
signifikant mehr Trabekelverbindungspunkte auf. Ovx, Ecd war im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant erhoht.
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3.2.8.3 Anzahl der Trabekelknotenpunkte

Knotenpunkte werden von drei und mehr Trabekelachsen durchlaufen. In Abbildung 24
werden auf der Ordinate die Anzahl der Trabekelknotenpunkte und auf der Abszisse die
Versuchsgruppen dargestellt.

Die ovx Tiere besalRen bei sf Futter durchschnittlich 1,6 + 0,4 und bei Ecd Gabe im
Durchschnitt 0,9 £ 0,4 Knotenpunkte pro Bild. Signifikant erh6ht war die Anzahl bei den int
Tieren mit Mittelwerten von 15,1 + 2,5 bei sf und 13,9 + 1,4 Knotenpunkten bei Ecd. Die
Fltterung mit Ecdyson zeigte fiir beide Gruppen (ovx und int) keinen Vorteil gegeniiber den

jeweiligen Kontrollfuttertieren.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Trabekelkonnektivitat (proximale Tibia)
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Abbildung 24: Vernetzungsanalyse- Anzahl der Trabekelknotenpunkte. Int, sf und int, Ecd wiesen
signifikant mehr Trabekelknotenpunkte auf. Ovx, Ecd zeigte keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.2.8.4 Index Knoten/freie Enden

Der Graph in Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse fir die Indices Knoten/freie Enden der
einzelnen Gruppen an. Die Ordinate stellt den Index Knoten/freie Enden dar, wahrend auf
der Abszisse die einzelnen Versuchsgruppen zur Darstellung kommen. Die int Tiere
erreichten im Vergleich zu ovx Tieren hohe Indexwerte mit Mittelwerten von 0,42 + 0,1 bei
sf und 0,46 + 0,1 bei Ecd Fitterung. Die ovx Ratten erzielten niedrige Werte mit
Mittelwerten von 0,11 + 0,01 bei sf und 0,08 + 0,02 bei Ecd. Nur die int Gruppen waren

signifikant verschieden zur Kontrollgruppe.

Effekt von Ecd (12 Monate per Futter in ovx und int S.D.
Ratten) auf die Trabekelkonnektivitat (proximale Tibia)
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Abbildung 25: Vernetzungsanalyse- Index Knoten/freie Enden. Int, sf und int, Ecd wiesen jeweils einen
signifikant hoheren Index auf. Zwischen ovx, Ecd und der Kontrollgruppe wurden keine signifikanten
Unterschiede gemessen.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeines zur Studie und zur Testsubstanz

Die vorliegende Studie wurde unter der Fragestellung konzipiert, ob durch eine langfristige
orale Applikation von B-Ecdyson Auswirkungen auf Knochen, Knorpel, Knochenmark und
Markfett nachzuweisen sind. Hierfir wurden die Tibiaknochen von 20 Sprague-Dawley-
Ratten nach einjdhriger Versuchsdauer histomorphometrisch untersucht. Vorhergehende
Versuche konnten stimulierende bzw. protektive Effekte von B-Ecdyson auf Knochen- und
Knorpelgewebe im Kurzzeitversuch feststellen (Gao et al. 2008, Kapur et al. 2010, Seidlova-
Wuttke et al. 2010 a, Seidlova-Wuttke et al. 2010 b, Walliser 2009, Wu et al. 2010). Dadurch
ist das 3-Ecdyson als potenzieller Wirkstoff fiir die Osteoporose-Therapie weiter ins Interesse
der Forschung geriickt. Einleitend wurde bereits auf die immensen Gesundheitsschaden
sowie die volkswirtschaftliche Belastung der Osteoporose eingegangen. Sowohl bei der Frau
in der Postmenopause als auch bei der ovx Ratte ist der Wegfall hoher
Ostrogenkonzentrationen nachweislich fiir den enormen Knochenverlust bis hin zur
Osteoporose verantwortlich (Kalu 1991, Riggs et al. 1998, Wronski et al. 1986). Wie in der
Einleitung bereits naher belegt, stellt die ovx Ratte ein addquates Tiermodell zur
Untersuchung osteoporotischer Verhaltnisse in der postmenopausalen Frau dar. Aufgrund
der hohen Sensibilitit fiir Ostrogenmangelsituationen (Jee und Yao 2001) wurde die Studie
an der proximalen Tibiametaphyse durchgefihrt.

Neu an dieser Studie ist die besonders lange Dauer der Substanzapplikation. Es soll
analysiert und diskutiert werden, ob die in Kurzversuchen dokumentierten positiven Effekte
von RB-Ecdyson auch im Langzeitversuch nachweisbar sind und ob B-Ecdyson eine mogliche

Therapieoption bei postmenopausaler Osteoporose darstellt.
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4.2 Analyse der Untersuchungsergebnisse

4.2.1 Gewichtsentwicklung und Futteraufnahme der Tiere

Die regelmaRigen Gewichtsmessungen zeigten einen relativ kontinuierlichen Anstieg des
Korpergewichts bei allen Gruppen. Der Anstieg von Gewicht kann durch Kérperwachstum,
vermehrte Futteraufnahme, verminderter korperlicher Aktivitdit und/oder durch
Stoffwechselumstellungen verursacht sein. Da die Epiphysenfugen bei der Ratte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten ihre Aktivitat einstellen, ist es schwierig ab einem
bestimmten Zeitpunkt von einem ausgewachsenen Tier zu sprechen (Jee und Yao 2001). Die
normale Gewichtsentwicklung der Ratte wird am ehesten durch die Gruppe int, sf
abgebildet, da diese Kontrollfutter erhielt und keiner hormonellen Manipulation durch Ovx
unterworfen war.

Insgesamt verliefen die Gewichtskurven der jeweils ovx Gruppen und der jeweils int
Gruppen anndhernd deckungsgleich. Bei der ersten Messung, die vor der Ovx und im Alter
von drei Monaten stattfand, waren die Ausgangsgewichte der einzelnen Gruppen in etwa
gleich. Die im Anschluss folgende Eierstockentfernung hatte zur Folge, dass die int Ratten in
den folgenden Messungen signifikant niedrigere Gewichte erzielten als die ovx Tiere. Dieser
erwartungsgemall eingetretene Effekt wurde bereits in vielen anderen Studien
dokumentiert (Melton et al. 2000, Walliser 2009, Zhang et al. 2007). Bekannt ist auch der
hier beobachtete Effekt, dass der Gewichtsunterschied zwischen ovx und int Gruppen sich
schon in den ersten vier Wochen nach Ovx ausgepragt manifestiert (Wade und Gray 1979).
Von der zweiten bis vierten Messung hingegen blieb die Gewichtsdifferenz zwischen ovx und
int Gruppen relativ konstant bzw. zeigte eine leicht steigende Tendenz. Im Alter von acht
und zehn Monaten blieben die Korpergewichte der Ratten anndhernd gleich, so dass hier
vermutlich ein vorlaufiges Gewichtsplateau erreicht wurde. Bei einem Alter der Ratten von
15 Monaten war das mittlere Gewicht der Gruppe int, sf auf das Gewichtsniveau der ovx
Gruppen angestiegen. Die Koérpergewichte der Ratten waren bei dieser letzten Messung
nicht signifikant verschieden, was eventuell mit dem hohen Alter der Tiere zusammenhangt.
Bei Vergleich von Gewichtsentwicklung und Nahrungsaufnahme der einzelnen Gruppen fallt
auf, dass die ovx Ratten zwischen zweiter und achter Woche nach Ovx deutlich mehr als die
int Ratten fraRen und dementsprechend einen deutlich steileren Anstieg des Korpergewichts
hatten. Die Tiere der Gruppe int, sf fraRen von der fiinften bis 12. Woche nach
Versuchsbeginn sowie in der finalen Woche durchschnittlich am wenigsten. Gegen Ende des
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Versuchs erreichten sie allerdings das Gewichtsniveau der ovx Ratten. Im Gegensatz dazu
nahmen die int, Ecd Tiere in der neunten bis 12. Woche nach Ovx sowie in der finalen Woche
ahnlich viel Nahrung zu sich wie die ovx Gruppen. Sie wogen aber zu jedem Messzeitpunkt
weniger als diese, wenn auch der Unterschied in der letzten Gewichtsmessung nicht mehr
signifikant war. Mdglicherweise hangt dieses beobachtete Phanomen mit den in der
Literatur beschriebenen Muskel-anabolen, Fett-reduzierenden und antidiabetischen
Wirkungen von Ecdyson zusammenhangen kann (Bathori et al. 2008, Kizelsztein et al. 2009,
Seidlova-Wuttke et al. 2010 b). Zudem war wahrend des Versuchs beobachtet worden, dass
Ecd Tieren insgesamt aktiver und neugieriger wirkten als jene Tiere mit Kontrollfutter.
Insgesamt gab es zwischen Ecd und sf Tieren keine bedeutenden Gewichtsunterschiede.
Auch in anderen Versuchen der Abteilung Endokrinologie der UMG wogen ovx, sf und ovx,
Ecd Tiere etwa gleich viel. Es wurde allerdings gezeigt, dass ovx, Ecd Tiere weniger Fett
pratibial und abdominell, daflir aber mehr Muskelmasse besaRen als Tiere der
Kontrollgruppe (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).

Bei der Frau findet in den perimenopausalen Jahren ebenfalls eine Gewichtszunahme, vor
allem eine vermehrt abdominelle Fetteinlagerung, statt (Keller et al. 2010, Lovejoy et al.
2008). Moglicherweise profitieren Frauen von R-Ecdyson ebenfalls mit einer verminderten
abdominellen Fettanreicherung zugunsten eins vermehrten Muskelaufbaus (Seidlova-

Wuttke et al. 2010 b).

4.2.2 Gelenkknorpel

Der Alterungsprozess geht mit einem Ausdiinnen der Gelenkknorpelschicht sowie
wachsender Pravalenz und Schwere von Knorpeldefekten im Kniegelenk einher (Ding et al.
2005). Die nukledren Ostrogenrezeptoren a und B sind sowohl beim Menschen als auch bei
Ratten in den Chondrozyten des Gelenkknorpels nachzuweisen (Tanké et al. 2008, Ushiyama
et al. 1999). Die Literatur zur Wirkung von Ostrogenen auf den Gelenkknorpel ist sehr
heterogen. In einer Ubersicht von 2008 geben Tanké et al. einen Uberblick tiber bisherige
Studien zu Ostrogenwirkungen am Knorpel, auch iiber solche, die via Mediatoren vermittelt
werden. Sie fassen zusammen, dass es ein weites Aufgebot an Belegen gibt, die auf Gelenk-
und chondroprotektive Eigenschaften hinweisen. Zudem betonen sie die Bedeutung der

Dosierung bzw. Konzentration von Ostrogenen im Hinblick auf die Dualitit der
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Ostrogenwirkungen am Knorpel. Méglicherweise hiangen damit auch die unterschiedlichen,
teils kontraren Studienergebnisse zusammen. Ab dem Alter von 50 Jahren, also ungefahr
zum Zeitpunkt der Menopause, ist bei Frauen ein dramatischer Anstieg der Pravalenz von
Arthrose zu verzeichnen, der die Arthrose-Pravalenz des Mannes (bertrifft (Sniekers et al.
2010). Des Weiteren konnten mehrere Studien belegen, dass Frauen mit Ostrogeneinnahme
in der Anamnese ein niedrigeres Risiko fiir Arthrose in Hift- und Kniegelenken haben (Felson
und Nevitt 1998). Auch bei Tieren spricht vieles fiir eine chondroprotektive Eigenschaft von
Ostrogenen. So konnten in verschiedenen Tierexperimenten, unter anderem mit Ratten,
gezeigt werden, dass ein Ostrogenmangel nach Ovx zu Schiden des Knorpels, wie zum
Beispiel oberflachlichen Erosionen oder Ausdiinnen der Knorpelschicht, flihrt (Hgegh-
Andersen et al. 2004, Kapur et al. 2010, Sniekers et al. 2008, Sniekers et al. 2010).

Auch in dieser Studie wurde gezeigt, dass innerhalb der Gruppen mit dem Kontrollfutter die
int Tiere eine wesentlich dickere Schicht des Gelenkknorpels aufwiesen als die ovx Tiere, was
die Annahme eines chondroprotektiven Effekts der Ostrogene unterstiitzt. Insgesamt
verfligten alle Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe Uber eine signifikant dickere
Knorpelschicht. Kapur et al. (2010) und Steinmark (2012) demonstrierten jeweils in
Kurzversuchen, eine chondroprotektive Wirkung von B-Ecdyson bei Ovx in Bezug auf die
Dicke des tibialen Gelenkknorpels. Auch in dieser Arbeit war die B-Ecdyson Gabe innerhalb
der ovx Tiere mit dem Ergebnis eines signifikant dickeren Gelenkknorpels verknipft. Somit
lasst sich die chondroprotektive Eigenschaft von [R-Ecdyson bei ovx Tieren auch im
Langzeitversuch bestatigen.

Bei den int Tieren bewirkte die Applikation von R-Ecdyson allerdings einen kontraren Effekt:
Zwar war der Knorpel im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant dicker, aber im Vergleich zu
den int, sf Tieren waren ihre Knorpelschichten dinner. Offensichtlich fiihrten die
Verabreichung von R-Ecdyson und die Ostrogenspiegel bei int Eierstdcken nicht zu einem
additiven Effekt. Da gezeigt worden war, dass B-Ecdyson nicht an Ostrogenrezeptoren bindet
(Seidlova-Wuttke et al. 2010 a, Bathori et al. 2008), ist somit auch ausgeschlossen, dass
beide Substanzen kompetitiv um die Ostrogenrezeptorstelle konkurrieren.

Letztendlich bleibt unklar, weshalb innerhalb der int Gruppen die Tiere nicht von einer B-
Ecdyson-Gabe profitierten. Da unseres Wissens keine weiteren Studien Uber die Wirkung
von B-Ecdyson auf Knorpelgewebe bei int Tieren in der Fachliteratur verfligbar sind,

bestehen keine weiteren Vergleichsmoglichkeiten.
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Insgesamt ist die Wirkung von Ostrogenen, bzw. deren Mangel nach Ovx, auf das
Knorpelgewebe umstritten. Es wird allerdings vermehrt von einer chondroprotektiven
Wirkung der Ostrogene innerhalb eines multifaktoriellen Geschehens ausgegangen. Auch in
dieser Studie war der Knorpel von ovx, sf wesentlich diinner als von int, sf. Die RB-Ecdyson
Gabe wirkte sich innerhalb der ovx Tiere positiv aus, sodass ein weiterer Hinweis vorliegt,

dass Frauen in der Postmenopause von einer 3-Ecdyson Einnahme profitieren.

4.2.3 Epiphysenfuge

Bei der Epiphysenfuge oder auch Wachstumsplatte handelt es sich um eine hyaline
Knorpelschicht, die zwischen Metaphyse und Epiphyse an den Enden der langen
Rohrenknochen lokalisiert ist. Das Prinzip des longitudinalen Wachstums beruht darauf, dass
in der Epiphysenfuge Zellproliferation stattfindet, diese gebildete Substanz von der
Metaphyse her abgebaut und letztlich durch Knochengewebe ersetzt wird.

Ostrogene initileren sowohl bei Madchen als auch bei Jungen einerseits den pubertéren
Wachstumsschub und bewirken andererseits das Ende des longitudinalen Wachstums,
indem sie den Schluss der Epiphysenfugen und somit deren Ossifizierung bewirken (Chagin
und Savendahl 2007, Morishima et al. 1995).

Im Unterschied zum Menschen erfolgt bei Ratten keine Verkndcherung der Epiphysenfugen
(Roach et al. 2003). Allerdings ist auch hier das longitudinale Knochenwachstum von
Ostrogenen abhingig: Phasen schnellen Knochenwachstums treten bei niedrigen
Ostrogenspiegeln auf und Phasen langsamen Knochenwachstums bei hohen
Ostrogenspiegeln (Turner et al. 1994). Die Dicke der Epiphysenfuge ist positiv mit der
Wachstumsrate korreliert (Villemure und Stokes 2009, Wilsman et al. 1996).
Dementsprechend konnte in verschiedenen Beitrdgen gezeigt werden, dass ein
Ostrogenmangel, verursacht durch eine Ovx, eine Dickenzunahme der Epiphysenfuge zur
Folge hat (Yao et al. 2006, Yamashiro und Takano-Yamamoto 1998, Ornoy et al. 1994).

In Experimenten mit jungen Ratten zeigten Kapur et al. (2010) und Steinmark (2012), dass
ovx Tiere mit Ostrogen im Futter eine diinnere Epiphysenfuge hatten und dass R-Ecdyson-

haltiges Futter bei ovx Tieren zu einer dickeren Epiphysenfuge fihrte.
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Dieser Effekt konnte im Langzeitversuch nicht beobachtet werden. Die errechnete
Gesamtdicke der Epiphysenfuge zeigte innerhalb der Gruppen keine signifikanten
Abweichungen, sodass weder Ovx noch R-Ecdyson einen messbaren Effekt erzielten.

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass Ostrogene bzw. Ostrogenmangel und R-Ecdyson bei
alten Tieren mit inaktiver Epiphysenfuge keinen Effekt mehr auf die Dicke jener haben.
Desweiteren ergaben die Messungen der Reservezone, dass die Vergleichsgruppen
tendenziell dicker waren als die Kontrollgruppe; signifikant war das Ergebnis nur bei den int,
Ecd Tieren. Ein Ostrogenmangel scheint demnach keine Auswirkungen auf die Dicke der
Reservezone zu haben. Dies entspricht den Ergebnissen anderer Studien, wo nur Uber
Auswirkungen durch Ovx auf die beiden anderen Zonen berichtet wurde. Int Ratten
profitieren durch B-Ecdysongabe mit einer signifikant dickeren Reservezone. Allerdings
lieferte die Literaturrecherche zur Frage, ob die Dicke der Reservezone positiv mit dem
Knochenwachstum korreliert sei, keine Aussagen.

In Bezug auf die Proliferations- und hypertrophe Zone ist hingegen bekannt, dass beide
Schichtdicken positiv mit der Wachstumsrate korreliert sind (Villemure und Stokes 2009,
Wilsman et al. 1996). Besonders Verdnderungen in der hypertrophen Zone, wie
beispielsweise die Zellschwellung, beeinflussen die Elongation; Auswirkungen auf die
Elongation durch Verdnderungen in der Proliferationszone fallen geringfiigiger aus (Wilsman
et al. 1996). Genau wie eine Ovx zur Dickenzunahme der gesamten Epiphysenfuge fiihrt,
bewirkt Ovx dementsprechend eine Verdickung der hypertrophen Zone (Yao et al. 2006).
Kapur et al. veroffentlichten im Jahr 2010 Ergebnisse, wonach ovx Tiere mit B-Ecdyson-
haltigem Futter eine dickere Proliferations- und hypertrophe Zone besalien.

Im Langzeitversuch war die Proliferationszone innerhalb der sf Gruppen bei int Tieren
erwartungsgemald diinner als bei ovx. Unter B-Ecdyson Gabe war die Proliferationszone der
int Tiere signifikant dicker im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei ovx Ratten hatte R-Ecdyson
keinen Effekt.

Bei den Messungen zur Hypertrophen Zone dieser Studie waren int, sf und ovx, Ecd
signifikant dicker, wohingegen int, Ecd signifikant diinner im Vergleich zur Kontrollgruppe
war. Die Ergebnisse waren hier uneinheitlich, sodass weder durch Ovx noch durch R-

Ecdyson-Gabe ein eindeutiger Effekt festgestellt werden konnte.
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In den genannten Vergleichsstudien wurden Mause und Ratten untersucht, die jinger als
vier Monate waren. Im Gegensatz dazu wurden die Ratten im Rahmen dieser Studie 15
Monate alt. Altere Tiere haben verglichen mit Jiingeren eine verminderte Wachstumsrate,
eine generell verminderte Epiphysenfugendicke sowie erhdhte Apoptoseraten (Chrysis et al.
2002). Eine mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz der Ergebnisse ware somit, dass der Effekt
von der Dickenzunahme der Epiphysenfuge, sowie der Proliferations- und hypertrophen
Zone, nach Ovx zeitlich befristet auftritt und in alteren Tieren nicht mehr nachweisbar ist.
Ebenso war der bei Kapur et al. (2010) nachgewiesene stimulierende Effekt von B-Ecdyson
auf die Epiphysenfuge und die einzelnen Zonen bei dlteren Tieren nicht mehr bzw. nur noch
teilweise, bei int Tieren fiir die Reserve- und Proliferationszone, vorhanden.

Insgesamt erbrachten die Messungen zur Evaluierung der Epiphysenfugendicke und ihrer
einzelnen Zonen nicht die erwarteten Resultate. Die Tiere waren mit 15 Monaten
anscheinend zu alt fir eine Untersuchung der Epiphysenfugendicke, da Studien zufolge bei
Ratten im Alter von 15 Monaten das longitudinale Knochenwachstum der proximalen Tibia-
Epiphysenfuge eingestellt ist (Jee und Yao 2001, Horton et al. 2008). Bei Ratten mit inaktiver
Epiphysenfuge scheinen die bisher in der Literatur beschriebenen Wirkungen von Ovx bzw.
R-Ecdyson nicht mehr vorhanden zu sein, sodas weder durch Ovx noch durch Ecdyson-Gabe

eindeutige Effekte erzielt werden konnten.

4.2.4 Kortikalis

Die Dicke und die Porositat sind die entscheidenden EinflussgréBen der Kortikalis auf die
Knochenfestigkeit (Dalle Carbonare und Giannini 2004). Ein grofRer Unterschied zwischen der
Kortikalis von Menschen und der von Ratten bezieht sich auf die Havers-Kandle. Beim
Menschen sind sie als Zeichen des Remodeling in der Kortikalis vorhanden. Bei der Ratte sind
Havers-Kanale hingegen nur in geringem Ausmal} und hauptsachlich bei dlteren Tieren zu
finden (Kalu 1991), was vermuten lasst, dass Remodeling-Kapazitdten der Kortikalis bei
Ratten nur geringfligig existieren. Dennoch wird von Jee und Yao, 2001, die Kortikalis der
Ratte als suffizientes Modell angesehen, da das Muster und die Lokalisation des kortikalen
Knochenverlusts bei Ratten und Sdugetieren identisch sind (Jee und Yao 2001).

Sowohl bei Frauen als auch bei Ratten betreffen die ossdaren Veranderungen bedingt durch
Postmenopause bzw. Ovx hauptsachlich die Spongiosa (Kalu 1991). Die Kortikalis wird durch

die Ovx nicht bzw. kaum vermindert (Kalu 1991). Dies konnte auch hier beobachtet werden,
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da die Kortikalisdicke der ovx Tiere im Vergleich mit den int Tieren nicht vermindert war. Die
Messungen im Bereich der Metaphyse ergaben vielmehr, dass nur die Gruppe int, Ecd eine
signifikant verminderte Kortikalisdicke besali. Die Kortikalis der Gruppen int, sf und ovx, Ecd
waren nur tendenziell dinner im Vergleich zur Kontrollgruppe. Faktoren, die kortikale
Veranderungen herbeifiihren, scheinen vielmehr Inaktivitdt und Alterungsprozesse zu sein
(Gabet und Bab 2011, Miyagawa et al. 2011). Die Hauptveranderungen durch Alter sind eine
Verminderung von BMD und kortikaler Dicke, sowie erhéhte Porositdt und vergroRerter
Durchmesser der Markhohle (Gabet und Bab 2011). Sowohl bei Menschen als auch bei
Ratten tritt der Hauptverlust von kortikalem Knochen peri-endokortikal, also nahe der
Markhohle, auf (Jee und Yao 2001). Ein Nettoverlust an Kortikalis wird initial dadurch
verhindert, dass periostale Apposition von Knochengewebe die endokortikale Resorption
aufwiegt (Jee und Yao 2001).

Das Utah Paradigma unterstreicht die Bedeutung der mechanischen Krafte, die auf den
Knochen wirken und ihn beeinflussen. Demzufolge fiihrt eine ausreichend starke
Beanspruchung  zu einer positiv.  adaptiven Antwort im Sinne einer
Knochensubstanzvermehrung (Jee 2000). In dieser Studie wurde das Muskelgewebe der
Ratten nicht untersucht. Allerdings ist aus anderen Versuchen bekannt, dass Ecdyson eine
Muskel- anabole Wirkung besitzt (Dinan 2009, Gorelick-Feldman et al. 2008, Téth et al.
2008). Unter diesem Aspekt ist es besonders verwunderlich, weshalb die int, Ecd Tiere eine
signifikant dinnere Kortikalis im Metaphysenbereich besaRen. Allerdings ist auch bekannt,
dass das Korpergewicht positiv mit Knochenmasse und —dichte korreliert ist (Hamrick et al.
2008). Die int, Ecd Tiere waren am Ende der Studie die Gruppe mit dem geringsten
Korpergewicht. Dem entsprechen die Ergebnisse einer Studie mit Mausen, wonach bei
niedrigem Korpergewicht die kortikale Dicke bei Femur und Wirbelkérper signifikant
geringer war als bei Tieren mit h6herem Gewicht (Hamrick et al. 2008).

Die Dicke der Kortikalis hangt im Weiteren auch mit dem endostealen Spongiosaknochen
zusammen. Kommt es zum Verlust von endostealem Knochen, findet periosteale Apposition
im Sinne eines Kompensationsmechanismus statt (Seeman 2002). Dies hat den Sinn, dass es
zu einer vorteilhaften Verteilung der Last auf eine vergroRerte Querschnittsfliche des
Knochens kommt. Die Tatsache, dass die Gruppe int, Ecd eine signifikant diinnere Kortikalis

im Bereich der Metaphyse aufweist, konnte im Umkehrschluss als indirekter Hinweis darauf
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gewertet werden, dass diese Tiere noch vermehrt endosteale Knochenmasse besitzen. Dies

entspricht den Beobachtungen, die unter 4.2.5 diskutiert werden.

4.2.5 Trabekularer Flachenanteil in der Metaphyse

Die Spongiosa der Ratte unterliegt regelmalligen Remodeling- Prozessen, die denen des
Menschen &hnlich sind. Sowohl Ratten als auch Frauen reagieren auf einen Ostrogenmangel
mit einem Verlust von Knochensubstanz (Kalu 1991). Dieser Prozess findet bei beiden
Spezies zweiphasig statt. Er beginnt mit einer Phase rapiden Knochenverlusts, der
hauptsachlich die Spongiosa betrifft (Wronski et al. 1989). Unterschiede zwischen der
postmenopausalen Frau und dem Modell der ovx Ratte bestehen im Hinblick auf das
Vorkommen von Frakturen: postmenopausale Frauen mit Osteoporose sind hochgradig
gefahrdet, Frakturen zu erleiden. Obwohl der Spongiosaverlust der ovx Ratte massiv ist
(siehe Abb. 9 und 10 sowie Abb. 26 und 27), sind keine Osteoporose-bedingten Frakturen bei
der Ratte bekannt (Kalu 1991). Aufgrund ihrer dem Menschen &ahnlichen Spongiosa-
Eigenschaften stellt die Ratte dennoch insgesamt ein viel verwendetes Modell dar.

Die Bestimmung der Trabekelflache sollte der Abschatzung des Spongiosavolumenanteils im
endokortikalen Raum dienen und erfolgte an drei metaphysdaren Ausschnitten pro
Tibiapraparat. Die Messungen zeigten, dass die int Tiere wie erwartet deutlich mehr
Trabekelfliche besallen als die ovariektomierten. Der hier beobachtete Effekt der
Spongiosararefizierung ist auf das Ausdinnen der Trabekel, die verminderte Anzahl an
Trabekeln sowie einen Riickgang der inter-trabekuldaren Konnektivitat zurlickzufiihren
(Marcu et al. 2011).

Die R-Ecdyson-Gabe zeigte innerhalb der ovx Gruppen keinen protektiven Effekt. In
Kurzzeitversuchen, die in der Abteilung Endokrinologie der UMG durchgefiihrt worden
waren (Kapur et al. 2010, Steinmark 2012, Walliser 2009), hatten die Messungen bei gleicher
Methodik ergeben, dass ovx Tiere mit B-Ecdyson im Futter einen signifikant hoheren
Trabekelanteil hatten als die Kontrollgruppe (ovx, sf). Dieser Effekt lief sich im
Langzeitversuch nicht reproduzieren. Allerdings zeigte die R-Ecdyson-Gabe fir int Tiere eine
signifikante Wirkung: Die Tiere der Gruppe int, Ecd hatten etwa 6 % mehr Trabekelflache als

die int, sf Tiere. Dieses Resultat spiegelt sich in den pQCT-Ergebnissen wider. Die letzte
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pQCT-Messung zeigte bei den int Tieren eine positive Wirkung von B-Ecdyson auf die
Trabekeldichte (siehe Abbildung 26).

Aus den Resultaten der Kurzversuche und dieses Langzeitversuchs lasst sich ableiten, dass 8-
Ecdyson einen messbar osteoprotektiven Effekt bietet; im Langzeitversuch nur fiir die int
Ratten, im Kurzversuch auch fir die ovx Tiere (Walliser 2009). Die BR-Ecdyson-Einnahme
konnte fir die ovx Tiere bei einjahriger Versuchsdauer keine Knochen-schiitzende, das heifst
keine Spongiosa-erhaltende  Wirkung erzielen. Ursachlich sind  wahrscheinlich
Knochenalterung und lang andauernder Ostrogenmangel, der durch R-Ecdyson nicht mehr

aufgewogen werden konnte.

4.2.6 Flichenanteil des Fettgewebes in der Metaphyse

Die Ergebnisse zeigen, dass die int Gruppen signifikant weniger Fettgewebe im Bereich der
Metaphyse aufwiesen. Die ovx Gruppen besalRen gegenliber den int Tieren einen annahernd
dreimal so hohen Fettanteil. Auswirkungen aufgrund der unterschiedlichen Fiitterung waren
nicht messbar.

Der Alterungsprozess spielt bei Menschen und Tieren eine Rolle bei der
Knochenmarksinfiltration durch Fettgewebe (Duque 2008). Der Ubergang in die
Postmenopause ist bei Frauen mit einer Gewichtszunahme assoziiert. Ratten erfahren nach
einer Ovx ebenfalls eine Zunahme des Korpergewichts (siehe Abb. 11). Eine Studie an
postmenopausalen Frauen konnte demonstrieren, dass Ostrogenmangel die Infiltration des
Knochenmarks durch Fett steigert und eine Ostrogensubstitution dies verhindert (Syed et al.
2008). Elbaz et al. zeigten 2009, dass Ostrogensubstitution bei alten Maiusen eine
signifikante Reduktion der Adiopozytenanzahl bewirkt. Dementsprechend zeigten die ovx
Ratten hier hohere und die int Gruppen signifikant niedrigere Markfettanteile im
endostealen Raum.

Sowohl Osteoblasten als auch Adipozyten gehen aus mesenchymalen Stammzellen hervor.
Es scheint, dass sich die Differenzierung der Zellen durch altersbedingte Veranderungen,
beispielsweise im Hinblick auf Transkriptionsfaktoren, zugunsten der Adipozyten und auf
Kosten der Osteoblasten verschiebt (Duque 2008, Sadie-Van Gijsen et al. 2012). So zeigten
beispielsweise Shen et al. 2007, dass das Knochenmarkfettgewebe und die BMD invers

miteinander korreliert sind. Die Ergebnisse verschiedener Studien lassen Vermutungen (iber
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eine toxische Wirkung des Fettgewebes auf das Knochengewebe zu. So demonstrierte zum
Beispiel eine in-vitro-Studie, dass in Anwesenheit von reifen Adipozyten des weiRen
Fettgewebes die Proliferation von menschlichen Osteoblasten gehemmt wurde (Maurin et
al. 2000). Gasparrini et al. (2009) gehen davon aus, dass eine vermehrte
Zytokinausschittung der Adipozyten zu einem toxischen Effekt auf den alternden Knochen
fihrt. Auch in dieser Studie besalen die Tiere mit der wenigsten spongidsen
Knochensubstanz den héchsten Gehalt an Markfett.

Andere Studien haben Hinweise geliefert, dass R-Ecdyson neben der Muskel-anabolen
Potenz eine glinstige Auswirkung auf den Fettstoffwechsel haben kann. Beispielsweise
hatten Ratten mit B-Ecdyson im Futter signifikant weniger Fettgewebe im Abdomen als die
Kontrollgruppe (Seidlova-Wuttke et al. 2010 b).

Die Futterung mit B-Ecdyson brachte in dieser Studie jedoch keine Vorteile im Sinne einer
Markfettreduzierung. Es gibt viele Hinweise darauf, dass Fett im Knochenmark nicht den
Ublichen hormonellen und metabolischen Regulationsmechanismen fiir Fettgewebe
unterliegt (Duque 2008). An Nagetieren durchgefiihrte Studien zeigten erwartungsgemaR,
dass eine niedrigkalorische Didt unter anderem mit folgenden Symptomen einhergeht:
Verlust von Kérpergewicht, Kérperfett und Knochenmasse, verminderte BMD, verminderten
Knochenformations-Indices und erhéhten Knochenresorptionsindices. Allerdings wurde
dabei auch festgestellt, dass die kalorische Restriktion zu keiner Veranderung oder sogar zu
einer Erhohung des Knochenmarkfetts fiihrte (Devlin et al. 2010, Duque 2008). Demnach
scheint es durchaus unterschiedliche Regulationsmechanismen fiir normales Fettgewebe
und Markfett zu geben.

Bei einem Ostrogenmangel durch Ovx findet sowohl! fiir normales Fettgewebe als auch fiir
Markfett eine Volumenzunahme statt. Im Kurzversuch wurde demonstriert, dass B-Ecdyson
in der Lage ist, das Markfett bei ovx Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe zu reduzieren
(Walliser 2009). Im Langzeitversuch spielt B-Ecdyson im Stoffwechsel des Markfetts nach den

Ergebnissen dieser Studie keine entscheidende Rolle mehr.

4.2.7 Flaichenanteil des Knochenmarks in der Metaphyse
Ort der Hamatopoese ist das rote Knochenmark. Aus hamatopoetischen Stammzellen (HSZ)

entstehen die Vorstufen und schlieBlich die reifen Formen von Leuko-, Erythro- und
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Thrombozyten. Im Kurzzeitversuch der Abteilung wurde gezeigt, dass int im Gegensatz zu
ovx Tieren mehr rotes Knochenmark besitzen und dass der Nachteil der ovx Tiere durch 3-
Ecdyson ausgeglichen werden konnte (Walliser 2009). Im Langzeitversuch lieBen sich diese
Ergebnisse nicht reproduzieren. Hier besallen die ovx, Ecd-Tiere signifikant weniger rotes
Knochenmark als die Kontrollgruppe. Die int Tiere zeigten keinen statistisch signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe.

Die HSZ sind in den sogenannten Knochenmarksnischen lokalisiert, die von
ausdifferenzierten Zellen wie Osteoblasten, Adipozyten oder Endothelzellen aus der
mesenchymalen Zellreihe gebildet werden. Diese Nischen und das Mikro-Umfeld, das sie
schaffen, sind von essenzieller Bedeutung fir die Regulation der Himatopoese (Shen und
Nilsson 2012). Osteoblasten scheinen auf Wachstum und Funktion der HSZ eine
unterstitzende Wirkung zu haben, wohingegen Studien dafilir sprechen, dass Adipozyten die
hamatopoetische Aktivitat supprimieren (Wang und Wagers 2011). Diese Studienergebnisse
bieten eine mogliche Erklarung fur das Phanomen, dass mit fortgeschrittenem Alter sowohl
Knochenmasse als auch Hamatopoese abnehmen, wohingegen die Masse an Markfett
zunimmt.

Eine indirekte Wirkungsweise der Ostrogene (iber die gesteigerte Aktivitit von Osteoblasten,
die wiederum ihrerseits die Himatopoese stimulieren, gilt als wahrscheinlich (Kim et al.
2011). So wurde bei postmenopausalen Frauen eine signifikante positive Beziehung
zwischen BMD und Anzahl der peripheren Blutzellen demonstriert (Kim et al. 2011).

In dieser Studie nahmen die ovx Tiere zwar an Knochenmasse ab und an Markfett zu, eine
Abnahme der Himatopoese wurde allerdings nur zum Teil beobachtet.

Die Literatur zu den direkten Wirkungen der Ostrogene auf Knochenmark und Hiamatopoese
ist heterogen in ihren Ergebnissen. llling et al. demonstrierten 2012, dass Ostrogene zu einer
Erhohung der Zellzahl von HSZ in der vaskuldren Nische, aber nicht in der endostealen
Knochenmarksnische fiihren. Dieser Effekt trat bei ER a-Knockout-Mausen auf, die keine
Ostrogen-bedingte Erhéhung der Knochenmasse entwickelten. Demzufolge scheint es auch
vom Knochengewebe unabhingige, eventuell direkte Wirkungen von Ostrogenen auf HSZ zu
geben (llling et al. 2012).

Hingegen fanden Benayahu et al. zwischen ovx und int Tieren keine Veranderungen in der

Haufigkeit von myeloischen Zellen (Benayahu et al. 2000).
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Als sicher gilt, dass Ostrogene das Immunsystem modulieren. So wirkt Ostrogen als negativer
Regulator der B Lymphopoese, der Granulozyten-induzierten Entziindung sowie der Aktivitat
der NK-Zellen und als positiver Regulator der Antikérper Bildung (Benayahu et al. 2000,
Carlsten 2005).

Von R-Ecdyson wurde angenommen, dass es einen positiven Einfluss auf die Hamatopoese
auslbt. Syrov et al. demonstrierten, dass Ecdysteroide die Erythropoese stimulieren (1997).
Im Kurzzeitversuch der Abteilung erhdhte B-Ecdyson bei ovx und int Tieren signifikant die
Menge an Knochenmark (Walliser 2009). Im Langzeitversuch profitieren die Tiere nicht von
RB-Ecdyson. Vielmehr hatten die ovx Tiere signifikant weniger Knochenmark. Denkbar ware,
dass B-Ecdyson nur fir einen begrenzten Zeitraum einen stimulierenden Effekt auf das
Knochenmark ausiibt.

Bei Vergleich der Ergebnisse zwischen Kurz- und Langzeitversuch fallt auf, dass der
Knochenmarksanteil der ovx, sf-Tiere sowohl bei den jungen als auch bei den alten Tieren
sich nicht veranderte und bei etwa 15 % lag. Die anderen Gruppen, vor allem die Ecd-Tiere,
verloren hingegen massiv an Knochenmark (zum Vergleich siehe Abb. 29). Es scheint im Alter
zu einer hamatopoetischen Erschépfung von int und Ecd-Tieren zu kommen. Nach initialer
Stimulation durch B-Ecdyson auf das Knochenmark, scheint der altersbedingte Riickgang von
Knochenmark bei Langzeit-Ecd-Fltterung letztendlich verstarkt zu werden. Die Fitterung
von R-Ecdyson an alte ovx Ratten bewirkte, dass der Knochenmarksanteil unter das Niveau

der Kontrolltiere fiel.

4.2.8 Vernetzungsanalyse

Die Vernetzungsanalyse nach der Methode von Dalle Carbonare et al. (2005) und Garrahan
et al. (1986) diente der Evaluierung der trabekuldren Konnektivitdt. Diese stellt einen
entscheidenden Einflussfaktor auf die mechanische Festigkeit des Knochens dar (Dalle
Carbonare und Giannini 2004). Es ist bekannt, dass sowohl Alter als auch Ovx sich negativ auf
die Trabekelvernetzung auswirken und zu einer fortschreitenden Trabekelrarefizierung
fliihren (Bagi und Miller 1994, Gabet und Bab 2011, Marcu et al. 2011).

In dem Kurzversuch unserer Abteilung (Walliser 2009) war ebenfalls die Methode nach Dalle
Carbonare et al. (2005) und Garrahan et al. (1986) angewendet worden. Dort war gezeigt

worden, dass die Tiere nach Ovx erheblich an trabekuldrer Konnektivitat einbtiRen. Es
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konnte zudem demonstriert werden, dass ovx Tiere von der B-Ecdyson-Gabe profitieren. lhr
Konnektivitatsindex lag signifikant hoher als der der ovx Kontrollgruppe.

Die int Ratten dieser Studie besallen gegenliber den ovx Tieren erwartungsgemal signifikant
mehr freie End-, Verbindungs- und Knotenpunkte. Des Weiteren war der Index Knoten/freie
Enden, der laut Carbonare et al. (2005) eine Beurteilung der rdaumlichen Konnektivitat
erlaubt, bei den int Ratten erwartungsgemall signifikant hoher. Es ldsst sich somit
bestatigen, dass die Konnektivitdt bzw. die rdumliche Vernetzung der Trabekel der int Tiere
viel besser ist als bei ovx Tieren. Abbildung 10 zeigt die gravierenden Verluste der
metaphysiren Spongiosa, die aufgrund des Ostrogenmangels bei der Ratte auftraten.

Die histomorphometrische Untersuchung dieser Arbeit zeigte weder in den ovx noch in den
int Tieren signifikante Effekte von R-Ecdyson. Weder bei den Messungen fiir freie End-, noch
fiir Verbindungs-, noch fur Knotenpunkte gab es messbare Vorteile durch B-Ecdyson Gabe.
Die Tiere der Gruppe ovx, Ecd besallen lediglich tendenziell mehr Verbindungspunkte als die
Kontrollgruppe ovx, sf.

Es ist daher festzuhalten, dass sich die Gabe von RB-Ecdyson positiv auf die trabekuladre
Konnektivitat bei Ovx auswirkt (Walliser 2009), dass dieser Effekt allerdings zeitlich begrenzt
nachweisbar ist. Bei 15 Monate alten Ratten mit einjahrigem Ostrogenmangel wirkte das B-
Ecdyson nicht mehr ausgleichend im Hinblick auf eine verbesserte raumliche Konnektivitat

der Trabekel.

4.3 Zusammenhange der einzelnen Gewebearten

Adulte Bindegewebszellen, wie Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten, stammen alle
von mesenchymalen Stammzellen ab. Die Zusammenhédnge zwischen Knochen, Muskel,
Gelenkknorpel und Kérpergewicht sind komplex und nur zum Teil erforscht.

Bekannt ist das Prinzip der funktionellen Anpassung der Spongiosa-Architektur an
Veranderungen der mechanischen Beanspruchung (Lullmann-Rauch 2006). Bei mangelnder
Beanspruchung, beispielsweise bei langer Immobilisationsdauer, kommt es daher zu einem
deutlichen Verlust an Knochenmasse. Nach der Mechanostat-Theorie von Frost muss die

mechanische Beanspruchung eine bestimmte Grenzschwelle Uberschreiten, um zu einer
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positiv adaptiven Antwort im Sinne einer Knochensubstanzvermehrung zu fiihren (Jee 2000).
Die grofite Belastung fiir den Knochen kommt hierbei von den Muskeln (Jee 2000). Im
Tierversuch konnte gezeigt werden, dass mit steigendem Alter Muskel- und Knochenmasse
simultan abnehmen, und dass diesem Rickgang abnehmende Aktivitatslevel
vorausgegangen sind (Hamrick et al. 2006). Dem entsprechen verschiedene Studien, dass
korperliches Training zu einem Aufbau an Knochenmasse fiihren kann, bzw. zumindest den
altersbedingten Riickgang an Knochenmasse zu mildern vermag (Gémez-Cabello et al. 2012).
Die mechanische Beanspruchung der Knochen ist bei Frauen mit niedrigem Koérpergewicht
tendenziell geringer, als bei Frauen mit hoherem Gewicht. Ein niedriger BMI wurde
dementsprechend als Risikofaktor fir das Auftreten Osteoporose-assoziierter Frakturen
identifiziert (DVO e.V. 2009). Traditionell wurde Ubergewicht im Sinne der Theorie der
mechanischen Belastung als vorteilhaft fiir die Knochenformation angesehen, obwohl es ein
Risikofaktor fiir viele andere chronische Krankheiten darstellt. Auf der anderen Seite mehren
sich die Anzeichen, dass Ubergewicht und Fettakkumulation, die bekannterweise zu einer
chronischen Entziindungsreaktion fuhren, auch schadlich fir das Knochengewebe sind. In
einer Ubersicht von 2011 beschreibt Cao verschiedene Mechanismen, wie sich Adipositas
negativ auf das Knochengewebe auswirkt. Demnach fiihren proinflammatorische Zytokine
beispielsweise zu einer vermehrten Knochenresorption. Zudem stort eine extrem fetthaltige
Erndhrung moglicherweise die intestinale Calciumaufnahme. Da Osteoblasten und
Adipozyten von derselben multi-potenten mesenchmalen Stammzelle abstammen, wird
moglicherweise bei einer Stimulierung der Adipozytengenese die Osteoblastengenese
gleichzeitig gehemmt. Dementsprechend sind BMD und Markfett invers miteinander
korreliert (Shen et al. 2007). Mittlerweile sprechen viele Fakten fiir einen toxischen Effekt
der Adipozyten auf die Osteoblasten und auf Zellen der Himatopoese (Maurin et al. 2000,
Wang und Wagers 2011).

Adipositas wirkt sich zudem negativ auf die Gelenkknorpel, besonders im Kniegelenk, auf
und flihrt somit vermehrt zu arthrotischen Veranderungen (Sridhar et al. 2012). Frauen in
der Postmenopause sind verstarkt von Arthrose betroffen (Sniekers et al. 2010). Ob der
Knorpel arthrotisch wird, weil er direkt durch den Ostrogenmangel, indirekt durch die
Verminderung des subchondralen Knochens oder aufgrund des vermehrt auftretenden

Ubergewichts betroffen ist, ist nicht eindeutig geklart.
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Die Hdmatopoese durch HSZ, die in sogenannten Knochenmarksnischen lokalisiert sind, ist in
besonderer Weise von ihrem Mikroumfeld abhangig. Studien sprechen dafiir, dass
Osteoblasten eine fordernde und Adipozyten eine hemmende Rolle in der Regulierung der
hamatopoetischen Aktivitat spielen (Wang und Wagers 2011). Es scheint eine positive
Korrelation zwischen BMD und Anzahl der peripheren Blutzellen zu existieren (Kim et al.
2011).

Nach der Menopause und im fortschreitenden Alter sind Frauen in besonderer Weise von
dem Riickgang an hamatopoetischer Aktivitat, Knochen-, Gelenkknorpel- und Muskelmasse,
sowie einer Zunahme von Koérpergewicht und Fettgewebe betroffen. Die Zusammenhange
der einzelnen Gewebe sind komplex und angesichts der vielen offenen Fragen ist eine
kausale Aufschlisselung der postmenopausalen, multifaktoriellen Veranderungen immer

noch unvollstandig.

4.4 Schlussfolgerungen

Mit der vorliegenden Studie wurde der Versuch unternommen, Erkenntnisse Uber
Auswirkungen einer Langzeiteinnahme von R-Ecdyson auf Knochen, Knorpel, Markfett und
rotes Knochenmark zu gewinnen. Von besonderem Interesse waren hierbei potenzielle
Wirkungen bei ovx Ratten, da sie bei Ostrogenmangel vergleichbare ossire Verdnderungen
durchmachen wie postmenopausale Frauen, die besonders vom Krankheitsbild der
Osteoporose betroffen sind.

Die Ovx und der daraus resultierende Ostrogenmangel zeigten in dieser Studie im
Wesentlichen die aus der Fachliteratur bereits bekannten Wirkungen auf die
Knochenhistomorphologie. So war die Spongiosa der ovx Tiere im Vergleich zu int Tieren
deutlich reduziert. Sowohl beim Trabekelflachenanteil im endostealen Raum als auch bei der
Trabekelkonnektivitat waren die ovx den int Tieren eindeutig unterlegen. Die Auswirkungen
der Ovx auf die Kortikalis waren erwartungsgemal weniger ausgepragt. Bei der Betrachtung
des Gelenkknorpels zeigte sich innerhalb der Kontrollfutter-Tiere, dass Ovx zu einer
deutlichen Dickenabnahme des Gelenkknorpels fiihrt. Dies entspricht der Tendenz in der
Fachliteratur von einer chondroprotektiven Wirkungsweise der Ostrogene auszugehen.

Weiterhin fiihrte Ovx erwartungsgemalR zu einer deutlichen Markfett-Zunahme der
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betroffenen Tiere. Bei Messung des Flachenanteils von rotem Knochenmark gab es zwischen
int und ovx Tieren keinen signifikanten Unterschied. Ein direkter Einfluss von Ostrogenen auf
hamatopoetische Stammzellen ist unzureichend erforscht.

Bei der Betrachtung der Epiphysenfuge konnte der zu erwartende Effekt von der
Dickenzunahme der Fuge bei Ostrogenmangel nicht festgestellt werden. Als mégliche

Ursache wurde hierfiir das zu hohe Alter der Tiere angefiihrt.

Die chondro-osteo-protektiven Effekte von R-Ecdyson blieben im Vergleich zu den
Kurzzeitversuchen insgesamt hinter den Erwartungen zurtick.

Im Bereich des Knochens konnte festgestellt werden, dass die R-Ecdyson Gabe bei int Tieren
einen signifikanten Vorteil in Bezug auf den Trabekelanteil im endostealen Raum erbringt.
Bei ovx Tieren konnte dieser Effekt im Gegensatz zu den Kurzzeitversuchen nicht
dokumentiert werden. Dem entsprechend wurde bei der Kortikalismessung gezeigt, dass nur
die int, Ecd Tiere eine signifikant diinnere Kortikalisschicht aufwiesen. Dies entspricht dem
Wissen, dass die Kortikalis auf einen Verlust an endostealem Spongiosaknochen mit einer
periostealen Apposition von Knochengewebe im Sinne eines Kompensationsmechanismus
reagiert. Die int, Ecd Ratten verfiligten Uber den grofSten Anteil an Trabekeln im endostealen
Raum.

Bei der Betrachtung des Gelenkknorpels zeigte sich, dass die ovx Tiere von der RB-
Ecdysongabe signifikant profitierten. Allerdings war dies innerhalb der int Gruppen nicht der
Fall. Aufgefallen war bei der histomorphometrischen Auswertung, dass die int, Ecd Tiere
vermehrte Anzeichen einer Gelenkknorpelschadigung aufwiesen. Die Ergebnisse sind daher
unter Vorbehalt zu bewerten. Auch die Messungen zur Epiphysenfuge zeigten keine
eindeutigen Effekte, die auf eine chondro-protektive oder —anabole Wirkung des -Ecdyson
schlieen lassen.

Die Messung zur Bestimmung des Markfettanteils zeigte keine Auswirkungen der R-Ecdyson
Applikation. Der im Kurzversuch gezeigte Effekt der Reduzierung des Markfetts war nicht
reproduzierbar und scheint bei fortgeschrittenem Alter der Tiere nicht mehr zu greifen.

Die Messung des roten Knochenmarkanteils ergab, dass der Anteil nur bei den ovx, Ecd
Tieren signifikant geringer war. Bei Vergleich mit den Ergebnissen des Kurzversuches fiel
allerdings auf, dass auch die int, sf und int, Ecd-Gruppen massive Verluste von rotem

Knochenmark erlitten haben und zum Zeitpunkt des Versuchsendes auf das Niveau der ovx,
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sf Tiere gefallen waren. R-Ecdyson fiihrt demnach zu der im Kurzzeitversuch
nachgewiesenen Steigerung von roten Knochenmarksanteilen, kann aber im Langzeitversuch
die Verminderung des roten Knochenmarks nicht verhindern. Im Gegenteil scheint die B-
Ecdyson-Fltterung nachteilig fiir alte, ovx Tiere zu sein.

Bei der Bewertung der Trabekelkonnektivitat nach der Methode von Dalle Carbonare et al.
(2005) und Garrahan et al. (1986) zeigte B-Ecdyson keine signifikanten Vorteile, auch wenn
die ovx, Ecd Tiere eine tendenzielle Erhohung der Trabekelverbindungspunkte im Vergleich
zur Kontrollgruppe aufwiesen. Ansonsten zeigten die Messungen zu Anzahl der freien Enden,
Verbindungs- und Knotenpunkten sowie der Index Knoten/freie Enden keinen Einfluss durch

die orale R-Ecdyson-Applikation.

Bei unbekanntem biochemischen Wirkmechanismus schien die Datenlage fiir eine generell
anabole Potenz von B-Ecdyson zu sprechen. Die vorteilhaften Eigenschaften von R-Ecdyson
waren vor dieser Studie nur in Kurzzeitversuchen demonstriert worden. Es ldsst sich
insgesamt feststellen, dass chondro-osteo-protektive bzw. anabole Effekte von B-Ecdyson im
Langzeitversuch und bei diesem Studiendesign nur noch tendenziell vorhanden waren. Eine
denkbare Ursache ist, dass die Substanz B-Ecdyson langfristig nicht die Potenzen besitzt,
osteoporotische Prozesse einzuschranken und somit zukinftig nicht als alleinige
Behandlungsoption fiir die postmenopausale Frau in Betracht kommt. Vielmehr gab es
Hinweise, dass int Tiere von der B-Ecdyson-Gabe profitierten.

Bei diesem Studiendesign war die relative und absolute Dauer der Ostrogenmangelsituation
fiir das Leben einer Ratte enorm hoch: Gemessen an ihrer Lebenserwartung entspricht ein
einjihriger Ostrogenmangel bei Ratten etwa 40 Jahren Postmenopause bei Frauen.
Moglicherweise wurde die Versuchsdauer als zu lang gewahlt und die R-Ecdyson-Gabe
konnte trotz vorhandener Potenzen den Ostrogenmangel sowie die alterungstypischen
Veranderungen nicht mehr ausgleichen. Bis auf die Verminderung des Knochenmarks bei ovx
Tieren, die als hamatopoetische Erschopfung nach Stimulation interpretiert wurde, fihrte B-
Ecdyson-Gabe nicht zu Nachteilen fiir die behandelten Tiere.

Aus der Zusammenschau der Ergebnisse von Kurzzeitversuchen und dieser Langzeitstudie
scheint die therapeutische Bedeutung von B-Ecdyson insgesamt eher im prophylaktischen

oder supportiven Anwendungsbereich zu liegen.
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5. Zusammenfassung

Diese Studie wurde vorgenommen, um die Auswirkungen einer einjahrigen oralen R-
Ecdyson-Einnahme auf Knochen- und Knorpelgewebe sowie Knochenmark und Markfett zu
untersuchen. Andere Studien hatten in Kurzzeitversuchen gezeigt, dass B-Ecdyson Uber
osteo- und chondroprotektive bzw. -stimulierende Potenzen verfligt. Durch
histomorphometrische Messungen wurde untersucht, ob diese Effekte des Ecdysteroids
auch im Langzeitversuch bestatigt werden kénnen.

Mit dem Ende der ovariellen Ostrogenproduktion beginnt fiir die postmenopausale Frau ein
Prozess des fortschreitenden Knochenverlusts bis hin zur Osteoporose. Dabei handelt es sich
um eine systemische Skeletterkrankung, die durch verminderte Knochenmasse, Stérung der
Mikroarchitektur und erhéhtes Frakturrisiko gekennzeichnet ist. Da die Ostrogensubstitution
mit Risiken verbunden ist, besteht der Bedarf an anderen Therapieoptionen. In der
Forschung stellt die Ratte langst ein etabliertes Modell zur Abbildung ossarer Verhaltnisse in
der postmenopausalen Frau dar. Sowohl Frauen als auch Ratten reagieren in ahnlicher
Weise auf eine Ostrogenmangelsituation.

Fiir die Studie wurden 20 Sprague-Dawley-Ratten randomisiert in vier Gruppen mit jeweils
funf Tieren eingeteilt. Die Testsubstanz B-Ecdyson wurde per os in einer Dosierung von 3g/kg
Futter appliziert. Insgesamt ergaben sich folgende Gruppen:

-ovyx, sf

-int, sf

-ovx, Ecd

-int, Ecd.

Das Experiment begann bei einem Alter der Ratten von 3 Monaten und endete mit 15
Monaten. Wahrend der Versuchsdauer wurden regelmaRig pQCT- und Gewichtsmessungen
sowie fir bestimmte Zeitintervalle die Berechnung der Futteraufnahme der einzelnen
Gruppen durchgefiihrt. Nach Ablauf des Experiments wurden histologische Prdparate der
Tibiaknochen angefertigt. Die tibiale Metaphyse wurde als Lokalisation der Messungen
gewihlt, da sie besonders sensitiv auf einen Ostrogenmangel reagiert. Die anschlieBende
histomorphometrische Untersuchung umfasste folgende Parameter: die Dicke des
Gelenkknorpels, der einzelnen Epiphysenfugenzonen, sowie der Kortikalis im Bereich der
Metaphyse. Des Weiteren wurde der relative Flachenanteil von Trabekeln, Markfett und

rotem  Knochenmark in der Metaphyse gemessen. Zudem wurde eine
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Trabekelstrukturanalyse in der Metaphyse vorgenommen. Aus den gemessenen

Epiphysenfugenzonen wurde die Gesamtdicke der Epiphysenfuge berechnet.

Die Ovx und der damit einhergehende Ostrogenmangel bewirkten die zu erwartenden
gravierenden Verluste im Bereich der metaphysaren Spongiosa der Tibia. Hier waren sowohl
der trabekuldre Flachenanteil als auch die inter-trabekulare Konnektivitat gegeniiber den int
Tieren vermindert. Die metaphysdre Kortikalis war erwartungsgemall weniger vom
Ostrogenmangel betroffen. Die Ovx zeigte keine eindeutigen Auswirkungen auf die
Epiphysenfuge. Die Ergebnisse zu den einzelnen Zonen waren heterogen. Die Ratten waren
mit 15 Monaten und inaktiver Epiphysenfuge aller Wahrscheinlichkeit nach zu alt.

Bei der Betrachtung der Gelenkknorpeldicke zeigte sich, dass beide int Gruppen im Vergleich
zur ovx Kontrollgruppe Uber einen dickeren Knorpel verfiigten. Die Ovx fihrte des Weiteren
zu einer erwartungsgemal massiven Zunahme des metaphysaren Markfetts. In Bezug auf
das metaphysdre Knochenmark gab es keine Unterschiede zwischen int und ovx Tieren.
Durch Vergleich mit den Kurzversuchen fiel auf, dass ovx Tiere dem Anschein nach auf
demselben Level an Knochenmarkmenge verbleiben, wahrend int Ratten im Alter auf das

Niveau der ovx Tiere abfallen.

Die Testsubstanz R-Ecdyson zeigte nur innerhalb der int Tiere einen signifikant héheren
Anteil an Trabekeln im endostealen Raum. Dies wird indirekt durch das Ergebnis der
signifikant diinneren Kortikalis bei den int, Ecd-Tieren bestatigt, da hier die Kortikalis nicht in
dem Male wie bei den anderen Gruppen den Spongiosaverlust mit periostealer Apposition
kompensieren musste. Die Untersuchung zur Konnektivitdt der Trabekel zeigte keine
Wirkungen durch die Testsubstanz. Nur bei einer Messung wurde ein tendenzieller Vorteil
dokumentiert. Bei der Betrachtung der Epiphysenfuge zeigte R-Ecdyson keine eindeutige
Auswirkung auf die Dicke dieser. Der Gelenkknorpel war innerhalb der ovx Tiere durch -
Ecdysongabe signifikant dicker. Innerhalb der int Tiere konnte dieser Effekt allerdings nicht
gezeigt werden, weshalb nicht von einer generell chondroprotektiven Wirkung des Ecdyson
ausgegangen werden kann.

RB-Ecdyson zeigte keine Auswirkungen auf den Anteil des Markfetts in der Metaphyse. Der
Anteil an rotem Knochenmark wurde durch B-Ecdyson Gabe bei alten ovx Tieren vermindert.

Die anderen Messungen zeigen keine Nachteile durch R-Ecdyson. Die aus Kurzversuchen
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bekannten osteo-chondro- protektiven Eigenschaften der Testsubstanz B-Ecdyson konnten
im Langzeitversuch nur teilweise reproduziert werden.

Somit scheint die Testsubstanz B-Ecdyson nach den Ergebnissen dieser Studie, trotz
erwiesener Potenzen in den Kurzzeitversuchen, nicht geeignet, langfristig osteoporotische
Prozesse der postmenopausalen Frau zu verhindern. Bei manifester Osteoporose ware das
Phytoecdysteroid somit keine alleinige Therapieoption. Moglicherweise liegt der
Einsatzbereich der Testsubstanz eher im prophylaktischen und supportiven
Anwendungsbereich, da nach dieser Studie eher int Tiere von einer B-Ecdyson-Gabe

profitierten.
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6. Anhang

Tabelle 1: Effekte von B-Ecdyson bei Saugetieren

Effekt von R-Ecdyson

Untersuchte Gruppe

Quelle

Gesteigerte Proteinsynthese in

Mauselebern

Mause, intraperitoneale

Injektion

Otaka et al. 1968,
Okui et al. 1968

Protektive bzw. stimulierende Effekte
auf Knorpelgewebe (Epiphysenfuge

und Gelenkknorpel)

Ratten, p.o.

Kapur et al. 2010

Steigerung der Proteinsynthese in

in vitro: Muskelzellen

Gorelick-Feldmann et

Skelettmuskelzellen von Mdusen und al. 2008

Menschen
GroRBenzunahme der Muskelfasern Ratten Toth et al. 2008
Beschleunigter Heilungsprozess bei Ratten, p.o. Lafont und Dinan 2003

Frakturen

Forderung der Proliferation von

Osteoblasten dhnlichen Zellen

in vitro: UMR 106 Zellen

Gao et al. 2000

Stimulation der osteogenen

mesenchymale

Gao et al. 2008

Differenzierung aus mesenchymalen | Stammzellen der Maus, | Wu et al. 2010
Stammzellen in vitro
Hepatoprotektive Effekte bei Ratten, Syrov et al. 1992

induzierter Hepatitis

p.o./Magensonde

Forderung der Wirkung des Mause Konovalova et al. 2002
Chemotherapeutikums Cisplatin
hypoazotamischer Effekt (Senkung Ratten, Saatov et al. 1999

stickstoffhaltiger Stoffwechsel-

produkte im Blut)

p.o./Magensonde

Aktivierung der CD2-Prdsentation bei
T-Zellen

in vitro: humane T-Zellen

Trenin und Volodin

1999

Neuromodulatorische Effekte am

GABA-Rezeptor

in vitro: kortikale

Rattenneurone

Tsujiyama et al. 1995
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Reduktion des hepatischen

Ratten, intraperitoneale

Lupien et al. 1969

Cholesterin-Levels Injektion

Senkung von Kérpergewicht, Mause, p.o. Kizelsztein et al. 2009
Korperfett und Hyperglykamie bei

Ubergewichtigen Mausen

Vermehrte Trabekeldichte, Abnahme | Ratten, p.o. Seidlova-Wuttke et al.
der Knochenresorptionsparameter 2010 a

Abnahme des intraabdominellen und | Ratten, p.o. Seidlova-Wuttke et al.

pratibialen Fetts, erhohter

Muskelindex

2010 b
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Tabelle 4: Vorbehandlung des Gewebes

Fixation
Die Fixierung des Gewebes erfolgt fiir 36 h in 4% neutraler gepufferter Formalinldsung

(0,1 M Phosphat- oder 0,02 M Phosphatpuffer).

Dehydratation

Die Dehydratation erfolgt in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei Raumtemperatur.
Im mangelhaft entwasserten Gewebe entstehen sog. Lunkerstellen, die aus weillem
Perlpolymerisat bestehen und das Schneiden sowie die Schnittqualitat negativ

beeintrachtigen.

Stufe Losung Konzentration Zeit
Entwasserung 1 Ethanol 70% 24 h
Entwasserung 2 Ethanol 80% 24 h
Entwasserung 3 Ethanol 96% 24 h
Entwdsserung 4 Ethanol 96% 24 h
Entwasserung 5 Ethanol abs. 24 h
Entwasserung 6 Ethanol abs. 24 h
Entwasserung 7 Ethanol abs. 24 h
Intermedium

Als Intermedium wird Xylol eingesetzt.

Lésung Zeit
Intermedium 1 Xylol 24 h
Intermedium 2 Xylol 24 h

Immersion (Prdinfiltration 1 - 3, Infiltration)
Die Immersion (Prdinfiltration 1 - 3, Infiltration) erfolgt in 3 Stufen. Die angegebenen Zeiten

beziehen sich auf Rattentibiae.

Stufe Losung Zeit
Prainfiltration 1 Xylol/Technovit 9100 NEU 24 h
(Basislsg. Stab.) 50%/50%

Prainfiltration 2 Basis 24h
(entstab.),(Kihlschrank)

Prainfiltration 3 Technovit 9100 NEU 24h
(entstab.) + Harter
1(Kthlschrank)
Infiltration Technovit 9100 NEU, Basis 2-3d
(entstab.) + Harter 1+
PMMA-Pulver,
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‘ | (Ktihlschrank), |

Um die Entwasserung bzw. Infiltration zu verbessern, ist nach jedem Schritt eine

Vakuumbehandlung (im Exikkator mit Wasserstrahlpumpe) sinnvoll.

Tabelle 5: Herstellung der Farbel6sungen

Weigerts Hamatoxylin-Losung | Verdiinnen von Weigerts Eisenhamatoxylin-Set (Sigma-
Aldrich®, HT 1079-1 Set) mit destilliertem Wasser im
Verhaltnis 1:1

Ponceau de Xylidine-Losung 2g Ponceau de Xylidine (Merck: 1.15927)
+ 1g Saurefuchsin (Merck: 1.05231)

+ 0,4ml 1%ige Essigsaure

+200ml destilliertes Wasser

Wolframatophosphorsaure- 2 g Wolframatophosporsaure (Merck: 583)
Losung + 1g Orange G (Sigma: 0-7252)

+ 200ml destilliertes Wasser
Lichtgriin-Losung 0,4g Lichtgriin (Merck: 1.15941)

+ 0,4ml Essigsaure
+ 200ml destilliertes Wasser
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Effekt von Ecd ( 12 Monate per Futter bei intakter Ratte) auf:
Dichte der Trabekul im intraosealem Bereich der Metaphyse der Tibia

qCT’SLC 142 * p<0,05 vs preovx
300+ .
preovx 4_':3 7_;"_° 10M0  12Mo 4 Mo ° 1Mo 12m0
—t— — - I I * — \\\s
- NN

227

Dichte der Trabekul
im intraosealem Bereich (mg!cn;'I)

50+

\
.
\

Abbildung 26: Dichte der Trabekel im endostealen Raum der Metaphyse der proximalen Tibia (mg/cm3).
Signifikanter Abfall der Trabekeldichte bei int, sf Tieren im Alter von 15 Monaten. Int, Ecd Tiere zeigten
keine signifikante Verminderung der Trabekeldichte. Die Daten wurden von Priv.-Doz. Dr. med. D.
Seidlova-Wuttke zur Verfligung gestellt.
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Anhang

Effekt von Ecd (12 Monate p.o. in ovx Ratten) auf die Dichte
der Trabekel im endostealen Raum der Metaphyse
der proximalen Tibia (pQCT)
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Abbildung 27: Dichte der Trabekel im endostealen Raum der Metaphyse der proximalen Tibia (in mg/cm3).
Initial rapider Abfall der Trabekeldichte im endostealen Raum nach Ovx. Vier Monate nach Ovx wird ein
Plateau erreicht und bis Ende der Messungen gehalten. Signifikanter Vorteil durch B-Ecdyson vier Monate
nach Ovx. Die Daten wurden von Priv.-Doz. Dr. med. D. Seidlova-Wuttke zur Verfligung gestellt.
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Anhang

Beschreibung
Mit diesem Alleinfuttermittel wird der erhéhte Energie- und Proteinbedarf fur die hohe Leistung von
Ratten wahrend Reproduktion und Wachstum optimal gedeckt. Aus dem Verzicht auf Soja- und Lu-
zernenprodukten resultieren sehr niedrige Konzentrationen an den Phytoestrogenen Genistein, Daid-
zein und Coumestrol. Die Diat ist daher besonders gut geeignet fir Studien, in denen der Effekt von
Oestrogenen, Oestrogen dhnlichen Substanzen oder anderer Sexualhormone tberpriift werden soll.

Energie [MJ/kg]
Bruttoenergie (GE) 16,8

Umsetzbare Energie (ME) * 13,3

=% e
S
37 % aus
Protein

52 % aus
Kohlenhydraten

1%

aus Fett

Futterzusammensetzung
absteigende Reihenfolge der Gruppern (FMV)
Getreide und Getreidenebenerzeugnisse,
Knollenprodukte, pflanzliche Fette, Mine-
ralstoffe, Vitamine, Spurenelemente.

Abbildung 28: Futterangaben zu ssniff® V1354 R-Z Phytoestrogenarm- Alleinfuttermittel fur die
Zucht von Ratten, sojafrei. Quelle: ssniff® online Katalog 2007
URL: http://www.ssniff.de/documents/03a katalog dt phytoestrogen.pdf (Stand 12/2011)
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Anhang
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Abbildung 29: Effekt von Ecdyson und E2 (3 Monate per Futter bei ovx Ratten) auf das rote Mark in
der proximalen Metaphyse der Tibia.

Entnommen aus: Walliser K: Wirkungen des Ecdysteroids Ecdyson an der Tibia weiblicher
ovarektomierter Ratten. Med. Diss. Gottingen 2009
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