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Einleitung

1. Einleitung

Die Auswirkungen des Ostrogenmangels der menopausalen Frau reichen von
Hitzewallungen und Schlafstérungen bis hin zu manifesten Organstérungen
(Hammar et al. 1984). Besonders die steigende Zahl der an Osteoporose erkrankten
Patienten stellt ein zunehmendes gesellschaftliches Problem dar (Kolios et al. 2011).
Zudem hat sich gezeigt, dass bei der postmenopausalen Frau ein deutlich
gesteigertes Risiko besteht, ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln (Carr 2003;
Park et al. 2003). Bei dem Metabolischen Syndrom handelt es sich um eine
Kombination stoffwechselbedingter Erkrankungen: Viszerale Adipositas, woraus der
Hypertonus, Dyslipidamie und eine erhohte Insulinresistenz resultieren. Neben der
genetischen Disposition spielt vor allem der Lebensstil eine entscheidende Rolle in
der Entstehung des Metabolischen Syndroms. Der zunehmende Bewegungsmangel
und Fehlerndhrung fordern diese. Besonders aufgrund des gestiegenen
kardiovaskularen Risikos durch das Metabolische Syndrom ergibt sich eine hohe
gesellschaftliche Relevanz (Kaaja 2008). In Studien der letzten Jahre konnte
vermehrt eine Verbindung zwischen dem Metabolischen Syndrom und der
Osteoporose aufgedeckt werden. Somit kann das Metabolische Syndrom als weiterer
Risikofaktor in der Entwicklung des Knochenschwundes angesehen werden (Hsu et
al. 2006; Migliaccio et al. 2011). Ebenfalls Beachtung finden sollte die Muskulatur,
die als wichtiger Bestandteil des muskuloskelettalen Systems Einfluss auf die
Stabilitat, aber auch den Stoffwechsel unseres Organismus nimmt. Eine
zunehmende Immobilitdt mindet nicht nur in einer Sarkopenie, sondern erhéht auch
das Risiko einer Osteoporose (Blain et al. 2001; Marzetti und Leeuwenburgh 2006;

Mollenhoff 2007). In der Therapie klimakterischer Beschwerden spielte die
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Hormonersatztherapie eine wesentliche Rolle. Aufgrund einer karzinogenen Wirkung
auf das Mammagewebe und eines Anstiegs des kardiovaskularen Risikos (Rossouw
et al. 2002; Beral 2003) wird nach adaquaten Alternativen geforscht. Diese Arbeit
untersucht die Auswirkungen des Phytosteroids Ecdyson auf den Knochen und die

Muskulatur der ovarektomierten (ovx) Sprague-Dawley-Ratte (S.D.-Ratte).

1.1 Das Klimakterium

Der Ubergang im Leben einer Frau von der reproduktiven zur postmenopausalen
Phase wird als Klimakterium beschrieben. Das Klimakterium lasst sich in eine
Pramenopause, Menopause, Perimenopause und Postmenopause unterteilen. Die
Menopause ist definiert als Zeitpunkt 12 Monate nach der letzten
Menstruationsblutung (Greendale et al. 1999; Goretzlehner et al. 2003). Im
Klimakterium kommt es zu einer deutlichen Abnahme der ovariellen Funktion und
damit auch der Ostrogenproduktion, was sich in einem Ostrogenmangel
widerspiegelt. Da viele Gewebe im menschlichen Korper tiber Ostrogenrezeptoren
verfigen, hat der Mangel Auswirkungen, die sich nicht nur auf die weiblichen
Geschlechtsorgane reduzieren, sondern den gesamten Organismus betreffen
(Blumel et al. 2000; Nelson 2008). Dementsprechend reichen die Beschwerden in
Abhangigkeit von Dauer und Auspragung des Ostrogenmangels von
Schlafstérungen, Atrophie des Scheidenepithels mit daraus resultierender vaginaler
Trockenheit, Hitzewallungen begleitet von Schweil3ausbrichen bis hin zu
psychischen und manifesten Organstorungen (Hammar et al. 1984).

Anders als der Mensch erreicht die weibliche Ratte physiologischerweise keinen

Hormonzustand, der dem des Klimakteriums entspricht. Ab ihrem 15. Lebensmonat
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wird sie sogar hyperestrin und verstirbt etwa drei Monate darauf. Um die Ratte nun in
einen Zustand zu versetzen, der dem der klimakterischen Frau entspricht, hat es sich
bewahrt, den Tieren in einem Eingriff die Eierstocke zu entfernen. Da es nun zu
einem raschen hormonellen Wandel kommt, hat sich die ovx Ratte zu einem
anerkannten Modell in der endokrinologischen Forschung entwickelt (Bellino 2000).
Darlber hinaus ahneln sich die hormonellen Regelkreise des Menschen und der
Ratte, was ebenfalls fir die Bedeutung der Ratte als Modell entscheidend ist (Liu und
Bachmann 1998). Bei anderen Tiermodellen, wie z.B. Affen, Ziegen, Schafen und
Schweinen, ist der Zeitraum, bis diese einen gewinschten hormonellen Zustand
erreichen, wesentlich langer. AuRerdem spricht sie auf hormonelle Anderungen, sei
es durch Mangel oder Substitution, sehr rasch und gezielt an, was sie fir
Forschungen pradestiniert, die flr einen kurzen Zeitraum angelegt sind (Kalu 1991;

Frost und Jee 1992).

1.2 Der Knochen

Die Knochen in unserem Korper haben komplexe Funktionen, die sich nicht nur
darauf beschranken, uns Stabilitdt, Form und Schutz zu verleihen. Naturlich ist die
Stitz- und Haltefunktion der Knochen eine wesentliche, die sie im Zusammenspiel
mit der Muskulatur und dem Binde- und Stitzgewebe erflillt. Ebenfalls essentiell ist
die Aufgabe der Knochen, innere Organe und das zentrale Nervensystem vor
mechanischen Einflissen zu schitzen. Darlber hinaus ist der Knochen aber auch
ein vitaler, sich standig ver&ndernder Bestandteil unseres Organismus, der
wesentlich dazu beitragt, Zellen unseres Blutes und Immunsystems zu bilden. Des

Weiteren stellt der Knochen den Speicher des Mineralstoffes Kalzium dar und ist
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somit auch an der Mineralstoffregulation des Koérpers wesentlich beteiligt. All diese
unterschiedlichen Aufgaben sollten nicht isoliert betrachtet werden, sondern als

ganzheitliches System verstanden werden (Lorenzo et al. 2008).

1.2.1 Der Aufbau des Knochens

Knochen sollen eine hohe Zug- und Druckfestigkeit aufweisen, ein Mal3 an Elastizitat
und dies mit einer Leichtbauweise vereinen. Darunter darf der Stoffwechsel jedoch
nicht leiden (Seeman 2008). Dies realisiert Knochen durch seine Zusammensetzung.
Die Knochenmatrix besteht aus einem organischen und anorganischen Teil. Die
organische Phase, die etwa 20% vom Gesamtanteil ausmacht, besteht zu 95% aus
Kollagen Typ 1. Die restlichen 5% bestehen aus Proteoglykanen und nicht-
kollagen6sen Proteinen. Der anorganische Teil besteht aus Mineralien, die
gro3tenteils Kalzium und Phosphate beinhalten. Er bildet etwa 70% des
Knochengewebes und bildet eine sehr feste Substanz. Die verbliebenen 10% werden
von Wasser gebildet. Die langen Rohrenknochen kann man in eine Epiphyse,
Metaphyse und Diaphyse unterteilen. Die Epiphyse liegt gelenknah. Die Metaphyse
bildet die Ubergangsregion zum Knochenschaft, der Diaphyse. Das Knochengewebe
lasst sich in eine Substantia Spongiosa und Substantia Compacta, die man auch als
Kortikalis bezeichnet, unterteilen. Die Kortikalis stellt die &uf3ere Schicht des
Knochens dar und erflllt eine wichtige Rolle in der Stabilitat des Knochens. Die
Spongiosa ist ein im Innenraum des Knochens angelegtes, schwammartiges
Trabekelsystem, in dessen Hohlraumen sich das Knochenmark befindet. Der
Knochen wird von der Knochenhaut, dem Periost, umgeben. Dieses ist gut

durchblutet und nerval versorgt und spielt bei der Frakturheilung eine wesentliche
6
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Rolle (Niethard und Pfeil 2005). Im Knochenstoffwechsel dominieren drei Zelltypen,
die fur die Dynamik und Anpassungsfahigkeit verantwortlich sind: Osteoblasten,

Osteozyten und Osteoklasten.

1.2.2 Osteoblasten

Osteoblasten sind die Zellen des Knochengewebes, die fiur die Matrixbildung
verantwortlich sind. Die von den Osteoblasten produzierte Matrix ist noch nicht
mineralisiert. Man bezeichnet sie als Osteoid. Neben einer Vielzahl an Proteinen, wie
dem Kollagen, Proteoglykanen und Osteokalzin, produzieren sie auch
Wachstumsfaktoren (Delmas 1993). Sie stehen Uber Nexus miteinander in
gegenseitigem Kontakt und besitzen Rezeptoren, um auf dynamische Prozesse

reagieren zu kénnen.

1.2.3 Osteozyten

Osteozyten sind in ihrer Gestalt und Struktur veranderte Osteoblasten. Sie liegen in
einem Lakunensystem der Knochenmatrix und bilden mit ihren Auslaufern Nexus zu
benachbarten Osteozyten aus. Somit besteht auch ein Stoffaustausch zwischen den
Osteoblasten, die sich an der Oberflache der Knochen befinden und den Osteozyten
in der Matrix. Durch mechanische Beanspruchung und Reize werden sie stimuliert,
so dass sie mit den Osteoblasten kommunizieren und so am langsamen

Knochenumbau beteiligt sind (Chan et al. 2009).
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1.2.4 Osteoklasten

Im lebenslangen Prozess des Umbaues und der Neubildung des Knochens liegt die
Aufgabe der Osteoklasten in der Resorption der Knochenmatrix (Lee und Lorenzo
2006). Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die an der Oberflache des
Knochens in Hohlen liegen. Die Resorption in den Lakunen gelingt mithilfe von
Hydrolasen, welche die Osteoklasten sezernieren. Das Aktivitatsniveau der
Osteoklasten wird von vielerlei Faktoren beeinflusst. So unterdriickt Kalzitonin unter
anderem ihre Aktivitat. Interleukine aus Osteoblasten regen sie zur Resorption des
Knochens an. Dies zeigt aul3erdem, dass Osteoblasten neben dem Knochenaufbau
auch eine regulierende Funktion im Abbau besitzen, um das Gleichgewicht zu

wahren (Roodman 1993).

1.2.5 Knochenstoffwechsel

Unser Skelettsystem sieht sich lebenslangen Belastungen und Reizen konfrontiert
und unterliegt somit auch einem fortdauernden Umbauprozess. Bei diesem
Umbauprozess werden Resorption und Neubildung durch vielfaltige Stimuli angeregt
und abgebautes Gewebe erneuert (Igbal et al. 2009). Diese Vorgange koénnen in
unserem System in grof3er Zahl parallel ablaufen (Boyce und Xing 2008). So wird
unser Skelett regelmalRig vollstandig erneuert. Kompakter Knochen benotigt
ungefahr die doppelte Dauer wie trabekularer Knochen, der etwa vier Jahre fir eine
komplette Erneuerung erfordert. Dies verdeutlicht, weshalb die unten beschriebenen
Schaden im Bereich der Kompakta spater auffallig werden als an der Spongiosa. Auf

zellularer Ebene erfolgt die Regulation des Knochenstoffwechsels unter anderem
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durch Zytokine (Roodman 1993). Von besonderer Bedeutung sind hier RANK und
RANKL. RANK ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie
(TNFRSF-11A) und hat resorptionsférdernde Eigenschaften. RANK findet man zum
Beispiel in Osteoklasten-Vorlauferzellen, Osteoklasten und in Dendritischen Zellen.
RANK wird von RANKL gebunden, einem Protein aus der Familie der
Tumornekrosefaktoren (TNFSF-11), welches wesentlich an der Regulation von
Knochenauf- und abbau beteiligt ist. Es ist somit ein Ligand des receptor activator
of nuclear factor-k B (RANK) und stimuliert als Botenstoff die Resorptionsaktivitat von
reifen Osteoklasten. AulRerdem regt es den Reifungsprozess von Vorlauferzellen der
Osteoklasten an. Sezerniert wird RANKL von Osteoblasten und einigen
Knochenmarkszellen. Bindet nun also RANKL an seinen Rezeptor RANK, erfolgt ein
Anstieg des Knochenabbaus. Osteoprotegerin (OPG), ebenfalls ein Produkt der
Osteoblasten und ein weiteres Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
Superfamilie (TNFRSF-11B), bindet kompetitiv. an RANKL und hemmt dadurch
dessen Bindung an RANK. OPG ist also ein Decoy-Rezeptor. Somit ist die Wirkung
von Osteoprotegerin eine Abbau hemmende und Knochen protektive (Lee und
Lorenzo 2006). Die Sekretion von Osteoprotegerin wird durch Ostrogene gesteigert.
AuRerdem hemmen Ostrogene Osteoblasten in ihrer RANKL-Sekretion, was die

knochenprotektive Funktion von Ostrogenen erklart (Hofbauer et al 1999).

1.2.6 Marker des Knochenstoffwechsels

Es existieren verschiedene Serumparameter, die es uns ermoglichen, Aussagen
Uber den Stoffwechsel des Knochens, mdgliche Krankheiten und die

Kalziumhomoostase zu treffen. Diese Marker kann man in zwei Gruppierungen
9
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unterteilen: Jene, die einen Aufbau des Knochengewebes anzeigen und solche, die
fur einen erhdhten Abbau des Knochengewebes stehen. Die Knochenspezifische
Alkalische Phosphatase (BAP) und Osteokalzin (OC) geben Auskunft tber den
Aktivitatslevel der Osteoblasten. Beide Marker weisen eine hohe Spezifitat auf. Zum
Monitoring des Abbaus finden unter anderem die tartratresistente saure Phosphatase
und die CrossLaps (CL) Verwendung (Garnero und Delmas 1996), welche

Abbaufragmente des Typ-1-Kollagens sind.

1.2.7 Der Knochen der Ratte

Fur eine aussagekraftige Vergleichbarkeit ist es von grof3er Bedeutung, dass eine
moglichst hohe Ubereinstimmung zwischen Mensch und Ratte hinsichtlich der
Eigenschaften der gemessen Parameter vorliegt. Da das Knochengewebe der Ratte
mit dem des Menschen vergleichbar ist und die relevanten Regulationsmechanismen
und Parameter dieser Arbeit sowohl bei der postmenopausalen Frau als auch der
ovarektomierten Ratte vorkommen, lassen sich die Ergebnisse Ubertragen (Martin et
al. 2003). Als Unterschied wéare anzufiuihren, dass sich die Wachstumsfugen bei
Ratten nicht verschliessen. Beim Menschen kommt es zu solch einem Schluss der
Epiphysenfuge (Kapur et al. 2010). Physiologischerweise entwickelt die intakte Ratte
keine Osteoporose. Um diese nun in einen solchen Zustand zu versetzen, werden
die Tiere ovarektomiert. Dies bewirkt einen Substanzverlust, welcher der
postmenopausalen und senilen Osteoporose des Menschen &ahnelt. Zu Beginn des
Ostrogenmangels ist ein schneller Knochenverlust zu verzeichnen, der bei langerer
Dauer langsamer fortschreitet (Kalu 1991). Hier gilt primares Augenmerk der Tibia

der Ratte, da dies der Ort ist, der besonders sensibel auf hormonelle Anderungen
10
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reagiert und bereits zwei Wochen nach der Ovarektomie osteoporotische Merkmale
aufweist. Dementsprechend eignet sich die Tibia besonders fur Untersuchungen
(Wronski et al. 1986). An anderen Knochen manifestiert sich die Osteoporose erst
deutlich spater (Wronski et al. 1989 a; Wronski et al. 1989 b). Zusammenfassend
lasst sich konstatieren, dass sich die Ratte als Tiermodell in endokrinologischen

Untersuchungen am Knochen bewahrt hat (Bellino 2000; Turner 2011).

1.3 Die Osteoporose

1.3.1 Definition und Epidemiologie

Bei der Definition der Osteoporose richtet sich der Deutsche Dachverband fur
Osteologie (DVO) nach den Ergebnissen, die 1993 auf der ,Consensus Development
Conference on Osteoporosis“ festgelegt wurden. Demnach handelt es sich bei der
Osteoporose um eine systemische Erkrankung des Skeletts, die eine verminderte
Knochenmasse wund einen qualitativen Verlust der Mikroarchitektur des
Knochengewebes mit sich bringt, bei der die Fragilitat des Knochens und die damit
verbundene Frakturneigung ansteigt (Consensus development conference 1993).
Grundsatzlich kann man die Osteoporose in eine primare und sekundéare Form
einteilen. Die primére Form stellt mit 95% die grof3te Gruppe. Hierzu zahlen die
postmenopausale Osteoporose, die senile und idiopathische juvenile Form. Die
sekundéare Osteoporose kann beispielsweise als Folge einer Grunderkrankung,
Medikamenteneinnahme oder Immobilitat entstehen (Herold 2011). Alleine in
Deutschland sind 7,8 Millionen Menschen an Osteoporose erkrankt. Hiervon waren
6,5 Millionen weiblich. Der Schwerpunkt bei den Betroffenen scheint hier auf der

11
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postmenopausalen Frau zu liegen, da es bei mehr als 25% der Frauen nach der
Menopause zu der Entwicklung einer Osteoporose kommt (Haussler et al. 2007).
2006 wurde angenommen, dass weltweit um die 200 Millionen Menschen an
Osteoporose erkrankt waren, was die globale Bedeutung dieser Krankheit
verdeutlicht (Reginster und Burlet 2006). Ebenfalls gro3e Relevanz haben die
klinischen Folgen, da jahrlich ungefahr 8,9 Millionen Frakturen weltweit als

Auswirkung der Osteoporose anzusehen sind (WHO 2004).

1.3.2 Ursachen und Risikofaktoren

Der menschliche Knochen erreicht in der vierten Lebensdekade seine maximale
Knochenvolumenmineralisierungsdichte, was man auch als peak bone mass (PBM)
bezeichnet. Ab diesem Zeitpunkt kommt es zu einem Abbau des Knochengewebes,
welcher individuell stark variiert. Eine besondere Bedeutung in der Entstehung der
Osteoporose besitzt der postmenopausal bedingte Ostrogenmangel (Riggs und
Melton 1986). Dieser Mangel kann in einem Verlust von 35-40% der Kortikalis und
55-60% der Spongiosa des Knochens miunden (Niethard und Pfeil 2005). Der Auf-
und Abbau von Knochengewebe befindet sich normalerweise in einer Balance. Wird
diese Balance nun gestort, wie beispielsweise durch einen Ostrogenmangel, kommt
es zu einer Verschiebung des Gleichgewichts Richtung vermehrter Knochenabbau
(Ivey und Baylink 1981). Durch den Ostrogenmangel kommt es zu einer gesteigerten
Aktivitat sowohl der Osteoblasten als auch der Osteoklasten. Dies geschieht jedoch
nicht in gleichem Mal3e. Bei den Osteoklasten ist die Steigerung der Aktivitat
ausgepragter, was den Knochenstoffwechsel Richtung Abbau verschiebt. Dies zeigt

sich ebenfalls in einem Anstieg der Knochenmarker. Im Blut sind gesteigerte Werte
12
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der Marker fir den Knochenaufbau, wie beispielsweise das Osteokalzin, und noch
starker erhohte Werte der Marker fir den Knochenabbau, wie die CrossLaps,
nachweisbar (Riggs et al. 1998). Adulte mesenchymale Stammzellen entwickeln sich
zu Osteoblasten, Adipozyten, Myoblasten, Chrondroblasten und Fibroblasten. Die
Entwicklung aus adulten mesenchymalen Stammzellen ist nun vermehrt in Richtung
Adipozyten und weniger zu Osteoblasten verschoben (Manolagas 2000). Die
postmenopausale Osteoporose ist in den ersten Jahren vor allem durch einen Verlust
von Spongiosa gepragt (Riggs et al. 1998). Im Gegensatz hierzu ist bei der senilen
Osteoporose ein langsamer Abbau zu verzeichnen, der gleichermal3en Spongiosa
und Kompakta betrifft (Herold 2011). Hierzu kommen noch weitere Risikofaktoren,
welche den Knochenabbau zusatzlich negativ beeinflussen kénnen. Dazu gehdéren
Faktoren, die den Lebensstil betreffen wie mangelnde korperliche Aktivitat, Alkohol-
und Zigarettenkonsum oder aber auch eine mangelhafte Ernahrung. Ebenfalls
Beachtung finden sollten Vorerkrankungen und Medikamente, die den
Knochenstoffwechsel beeintrachtigen (Vokes und Favus 2010). Bei Variablen, die
nicht zu beeinflussen sind, handelt es sich beispielsweise um das Geschlecht, das

Alter und die genetische Disposition.

1.4 Metabolisches Syndrom

Beim Metabolischen Syndrom handelt es sich um eine Kombination aus
stoffwechselbedingten Symptomen. Hierzu zahlen arterieller Hypertonus, viszerale
Adipositas, Dyslipidamie und eine Insulinresistenz. Diese Faktoren erhohen deutlich
das kardiovaskuléare Risiko (Kaaja 2008). Das Metabolische Syndrom ist auch als

~Wohlstandssyndrom® bekannt. Verursacht vor allem durch Mangel an Bewegung
13
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und Fehlerndhrung, tritt es hauptsachlich in Wohlstandsgesellschaften auf.
Inzwischen sind in Deutschland mehr als 20% der Bevolkerung betroffen (Neuhauser
und Ellert 2005). Neben dem Einfluss des Lebensstils ist auch eine genetische
Disposition von Bedeutung. Des Weiteren besteht ein Zusammenhang zwischen dem
hormonellen Lebensabschnitt einer Frau und dem Metabolischen Syndrom. Bei
postmenopausalen Frauen besteht ein deutlich groReres Risiko der Auspragung
eines Metabolischen Syndroms (Carr 2003; Park et al. 2003). Sowohl
Bindegewebszellen als auch Adipozyten, Osteoblasten, Myoblasten und
Chondroblasten stammen alle von mesenchymalen Stammzellen ab (Akune et al.
2004). Verschiedene Faktoren kénnen Einfluss darauf haben, zu welcher Zelle sich
diese Stammzelle nun differenziert. Der Transkriptionsfaktor runt-related transcription
factor (RUNX 2) spielt in der Differenzierung der Osteoblasten eine Rolle. Die
Initiierung des peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARy2) hingegen
regt die Adipogenese an (Akune et al. 2004; Zhao et al. 2008). Mit zunehmendem
Lebensalter nimmt die Aktivierung von PPARy2 zu, was sich in einer zunehmenden
Verfettung des Knochenmarks und abnehmenden Knochenaufbau zeigt (Rodriguez
et al. 2000). Eine vermehrte Verfettung des Knochenmarks lasst sich auch bei der
Osteoporose beobachten (Yeung et al. 2005). Die vermehrte Bildung von Fettzellen
im Knochenmark schédigt diesen direkt und zeigt sich in einer negativen
Knochenbilanz (Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002). Insgesamt werden die
Effekte des Fettgewebes auf den Knochen auch als lipotoxisch charakterisiert
(Duque 2008). Diese Infiltrate wurden vor allem bei der postmenopausalen
Osteoporose beobachtet (Yeung et al. 2005). Es hat sich in jingster Zeit gezeigt,
dass ein negativer Zusammenhang zwischen Fett- und Knochenmasse besteht
(Zhao et al. 2008). Aufgrund der viszeralen Fettleibigkeit kommt es zu einer
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Steigerung der Adipokinproduktion der Adipozyten, die zu einem inflammatorischen
Milieu beitragt (Fontana et al. 2007). In diesem entzindlichen Milieu findet man hohe
Spiegel von Zytokinen wie Interleukin-6 (IL-6) und TNF-a, welche die
Resorptionsaktivitat der Osteoklasten steigern (Hofbauer und Schoppet 2010; Russel
et al. 2010; Cao 2011). Der Anstieg der Adipokine resultiert aul3erdem in einer
Steigerung der RANKL-Synthese und einer Inhibition der OPG-Produktion. Diese
Mechanismen minden in einer weiteren Aktivierung der Osteoklasten (Luo et al.
2006). Zudem hat die Fettstoffwechselstérung des Metabolischen Syndroms weitere
Auswirkungen. Besonders der LDL-Anstieg beeinflusst die Knochendichte negativ
(Poli et al. 2003). Auch das Leptin, ein Hormon der Adipozyten, nimmt Einfluss auf
den Metabolismus des Knochens. Zu hohe Leptinspiegel stéren das Gleichgewicht
zwischen Resorption und Aufbau des Knochens (Hsu et al. 2006; Cao 2011). So
konnte immer deutlicher der negative Einfluss des Metabolischen Syndroms auf die
Qualitat des Knochens dargelegt werden (Hwang und Choi 2010). All diese Aspekte
verdeutlichen zudem, dass man das Metabolische Syndrom durchaus als
Risikofaktor in der Entstehung einer Osteoporose betrachten kann. Zusétzlich gilt zu
beachten, dass die postmenopausale Frau, wie zuvor bereits erwahnt, ein um 60%
erhohtes Risiko trAgt, am Metabolischen Syndrom zu erkranken (Carr 2003). Der
Ostrogenmangel fiihrt zu einer direkten Abnahme der Knochenprotektion und zu
einem Fettverteilungstypen, der typisch fur das ménnliche Geschlecht ist. Durch die
vermehrte abdominelle Fettanreicherung kommt es zu dem bereits oben
beschriebenen Zytokinanstieg mit dessen Auswirkungen. Anderungen des
Lebensstils, also MalRhahmen im Bereich der Erndhrung und Bewegung, sowie ein
medikamentdses Vorgehen sind nicht nur als Therapie des Metabolischen Syndroms
im Sinne einer Reduzierung des kardiovaskuldren Risikos anzusehen, sondern
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erweisen sich auch in der Prophylaxe und Therapie der Osteoporose und

Sarkopenie als relevant.

1.5 Sarkopenie

Die Sarkopenie beschreibt den Verlust von Muskelmasse und den damit
einhergehenden Verlust der Muskelkraft vor allem beim alteren Menschen (Norman
et al. 2009). Sie beginnt im Alter von 50 Jahren und zeigt eine fortschreitende
Progredienz mit dem Alter. So kann ein anfanglicher Muskelschwund von ca. 1,5%
pro Jahr zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr mit zunehmendem Alter auf 3%
ansteigen (Evian und Campbell 1993; Bauer et al. 2008). Die Ursachen der
Sarkopenie sind multifaktoriell. Wesentliche Faktoren sind die mangelnde korperliche
Aktivitat, eine neuronale Degeneration und oxidativer Stress (Moéllenhoff 2007). Auch
der Mangel an Sexualhormonen bedingt durch das Klimakterium kann eine Ursache
fur die Entstehung einer Sarkopenie darstellen (Sirola und Rikkonen 2005). Dieser
resultiert in einem Muskelabbau und einer Zunahme des BMI. Desweiteren kommt es
zu Fett- und Bindegewebsinfiltraten der Muskulatur (Bauer et al. 2008). Ebenfalls
Beachtung finden sollte der Proteinstoffwechsel der Muskulatur. Es wird
angenommen, dass die Muskulatur mit steigendem Alter vermehrt Proteine benétigt
und demzufolge der Proteinmangel eine wichtige Rolle in der Kausalitat der
Entstehung und des Fortschreitens der Sarkopenie einnimmt (Janssen et al. 2002;
Norman et al. 2009). Desweiteren wird die Entstehung und das Fortschreiten einer
Sarkopenie zusatzlich gefordert durch eine Beeintrachtigung der vestibularen und
visuellen Wahrnehmung (Mayer et al. 2011). Die Gefahren der Sarkopenie liegen

unter anderem in der Vielzahl von Stirzen und damit einhergehenden Verletzungen
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(Morley et al. 2005). Eine daraus resultierende verletzungsbedingte Immobilitat
verscharft die Situation zusatzlich. Ebenfalls von Bedeutung sind die Auswirkungen
der Muskulatur auf den Rest des Organismus. Die Muskulatur bildet mit dem Skelett
eine funktionelle Einheit. So stellt der Muskel einen Stabilisator und Stimulus fir den
Knochen dar. Eine Sarkopenie hat somit direkte Auswirkungen auf den Metabolismus
des Knochens (Blain et al. 2001). Desweiteren wird durch die bereits angesprochene
Immobilisation die Auspragung einer Osteoporose gefordert (Marzetti und
Leeuwenburgh 2006). Die momentanen Ansétze in der Therapie der Sarkopenie

beinhalten vor allem ein Krafttraining (Janssen et al. 2002).

1.6 20-Hydroxyecdyson

Bei der Testsubstanz handelt es sich um das Ecdysteroid 20-Hydroxyecdyson (B-
Ecdyson, E20, Ecd). Dieses wurde zuerst von Butenandt und Karlson isoliert
(Butenandt und Karlson 1954). Ecdysteroide kénnen sowohl von Pflanzen als auch
von Insekten produziert werden (Dinan et al. 2001). Bei Arthropoden tbernehmen sie
unter anderem eine hormonelle Funktion. Dazu kann die Einleitung der Hautung bei
Insekten zahlen oder aber die Steuerung des Ablaufes der Metamorphose bei
Schmetterlingen (Béathori et al. 2008). Bei Pflanzen spielen sie unter anderem bei der
Verteidigung vor Insektenfrald eine Rolle. Bei Spinat und Quinoa handelt es sich um
Pflanzen, die eine besonders hohe Konzentration des Phytoecdysteroids enthalten
(Findeisen 2005). Saugetiere besitzen nicht die Fahigkeit der Ecd Produktion.
Ebenfalls konnten bei Saugetieren keine Ecdysteroidrezeptoren ausfindig gemacht
werden (Dinan und Lafont 2006). Die Aufnahme von Ecd Uber die Nahrung ist fur

Sauger jedoch maoglich. Die Auswirkungen von Ecd auf den Menschen werden seit

17



Einleitung

langerem erforscht und bereits in den siebziger Jahren wurden antidiabetische und
hypoglykamische Effekte nachgewiesen (Yoshida et al. 1971). Ebenfalls wurden
senkende Eigenschaften von Ecdyson auf die Serumlipide beschrieben (Mironova et
al. 1982; Catalan et al. 1985). Ecdyson besitzt zusatzlich eine anabole Wirkung auf
die Muskulatur und vermag eine Reduktion des Korperfettes herbeizuflihren
(Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Desweiteren Unterstitzt Ecd die Muskulatur in ihrem
Regenerationsprozess nach Belastungen. Diese Effekte versucht man sich in der
Fitness Industrie zu Nutze zu machen mit der Produktion Ecd-haltiger Praparate
(Dinan und Lafont 2006). Es wurden positive Effekte auf Risikofaktoren des
Metabolischen Syndroms nachgewiesen. Neben den bereits beschriebenen
antidiabetischen Wirkungen konnte eine Fettgewebsreduktion beobachtet werden
(Kizelsztein et al. 2009). Diese positiven Auswirkungen konnten in Untersuchungen
der Abteilung bestéatigt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Desweiteren konnten
knochenprotektive Effekte von Ecd nachgewiesen werden. Diese wurden sowohl bei
Messungen des trabekuldren Knochens erzielt (Kapur et al. 2010) als auch bei
Knochenvolumenmineraldichtemessungen und Analysen der Knochenmarker dieser
Abteilung (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Das Wirkprinzip von Ecd beim Menschen
ist bislang nicht vollstandig erklart. Wie oben bereits erwéhnt, wird die Wirkung von
Ecd nicht Gber Ecdysteroidrezeptoren vermittelt. Ebenfalls ist Ecd nicht in der Lage
an Ostrogenrezeptoren zu binden (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Bei Arthropoden
entwickelt Ecd seine Wirkung durch die Bindung intrazellularer Rezeptoren. Dieser
funktionelle Rezeptor entsteht durch die Dimerisierung des Ecd-Rezeptors und des
Ultraspiracle-Proteins (USP). Nach Bindung des Liganden fungiert er als
Transkriptionsfaktor. Das Analogon zum USP bei Saugetieren stellt der Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) dar (Yao et al. 1993; Mangelsdorf et al. 1995). Somit birgt eine
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Einnahme von Ecd nicht die Gefahren einer Ostrogentherapie. Selbst bei hoher
dosierter Ecd-Einnahme Uber einen langeren Zeitraum bei Kraftsportlern konnten

keine Nebenwirkungen beobachtet werden (Dinan und Lafont 2006).

1.7 Zielsetzung

Inhalt dieser Dissertation ist die Untersuchung der Wirkung von Ecd und E2 auf den
Knochen und die Muskulatur der ovx Ratte. Ebenfalls Beachtung finden soll der
Effekt auf bedeutende Serumparameter des Knochenstoffwechsels. Zudem sollen
die Gewebearten in ihrer Entwicklung und einer mdglichen gegenseitigen
Einflussnahme betrachtet werden. Fir die Versuche wurde die ovx S.D.-Ratte
ausgewahlt, da sie ein etabliertes Modell der postmenopausalen Frau darstellt
(Bellino 2000). In fraher durchgefiihrten Untersuchungen konnten bereits die
positiven Auswirkungen von Ecd auf den Knochen beobachtet werden (Kapur et al.
2010). Ein positiver Effekt des pflanzlichen Steroids auf das Metabolische Syndrom
wurde innerhalb dieser Abteilung bereits nachgewiesen (Seidlova-Wuttke et al.
2010b). Es gilt nun diese Ergebnisse zu bestatigen, um in Zukunft eine weitere,
maoglichst nebenwirkungsarme Alternative in der ganzheitlichen Therapie der
vielfaltigen Beschwerden der klimakterischen Frau anbieten zu kdnnen. Vor diesem

Hintergrund ist das Ziel dieser Arbeit die Beantwortung der folgenden Fragen:

1. Welchen Einfluss haben die Testsubstanzen Ecd und E2 auf das Knochengewebe
von S.D.-Ratten nach einer Applikation von vier Wochen? Sind hier Unterschiede in
den verschiedenen Kompartimenten des Knochens festzustellen?
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2. Besitzt Ecd innerhalb von vier Wochen regulatorische Effekte auf die

Serumparameter des Knochenstoffwechsels?

3. Welche Effekte tben Ecd und E2 auf die Skelettmuskulatur von S.D.-Ratten nach
einer vierwdchigen Gabe aus? Stellt Ecd ein geeignetes Praparat in der Therapie der

altersbedingten Sarkopenie dar?
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche

2.1.1 Versuchstiere

Bei den Tierversuchen wurden 40 Sprague-Dawley-Ratten (Harlan-Winkelmann,
Borchen) zu jeweils funf Tieren in acht Kafigen (Makrolon®-Kéfig Typ IV, Firma
Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeilenberg) gehalten. Die Versuche standen
unter der Aufsicht von Priv.— Doz. Dr. med. D. Seidlova—Wuttke und wurden von
meinem Co-Doktoranden Moritz Pettenkofer und mir zu gleichen Teilen eigenstéandig
ausgefuhrt. Unabhéngig von dieser Arbeit untersuchte mein Co-Doktorand die
Effekte auf das Fettgewebe und die subkutane Korpertemperatur. Die
Untersuchungen erstreckten sich tber einen Zeitraum vom 16. Marz 2011 (qCT1) bis
zum 30. April 2011 (Obduktion). Bei der Ankunft waren die Tiere ungeféahr drei
Monate alt. Eine Genehmigung der Haltung in der Zentralen Tierexperimentellen
Abteilung der Universitditsmedizin Gottingen lag durch die Bezirksregierung
Braunschweig 33.11.42504-04-043/08 vor. Die Tiere waren in einem Raum
untergebracht, der eine konstante Raumtemperatur von 23° Celsius und eine relative
Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 55% aufwies. Die Beleuchtung des Raumes war
von 6.00 — 18.00 Uhr eingeschaltet. Die Tiere hatten freien Zugang zu Wasser und
Futter. Bei Ankunft wogen die Ratten zwischen 227 und 284 Gramm. Die Tiere
wurden nun so in die einzelnen Gruppen eingeteilt, dass das mittlere Kérpergewicht
pro Gruppe ausgeglichen war. So stellte dieses einen Referenzwert dar, welcher
Vergleiche zwischen den Gruppen bezlglich der Zu- oder Abnahme des
Korpergewichts vereinfachte und auch Entwicklungen der Gruppen sichtbar machte.
Moritz Pettenkofer und ich fihrten wdchentlich einen Futterwechsel durch und wogen

das Restfutter.
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2.1.2 Ablauf der Knochenvolumenmineraldichtemessung

Bei den Versuchstieren wurde vor der ovx und vier Wochen nach der ovx und
Applikation der getesteten Substanzen eine Messung durchgefuhrt. Somit konnten
die Effekte der Substanzen auf Knochen, Muskulatur und Fettgewebe Uberprift
werden. Dies erfolgte mit einem quantitativen Computertomographen (Norland
Stratec XCT Research SA+, Firma Stratec Medizintechnik GmbH, Pforzheim).
Hierbei wurden die Ratten mittels einer Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, lllinois,
USA) narkotisiert, um anschliel3end einen Transponder (IPPT-300, ELAMS PLEXX,
Elst, Niederlande) subkutan im Bereich des Nackens zu implantieren und sie zu
wiegen. Jedem Tier wurde Uber den Transponder eine Nummer zugewiesen und
mithilfe eines Lesegerates (ELAMS PLEXX System, Elst, Niederlande) konnten
diese identifiziert und deren Korpertemperatur bestimmt werden. AnschlielRend
wurden die Versuchstiere seitlich in eine spezielle Vorrichtung gelegt und in
derselben Position mit einer Klemme fixiert. Die anschlieende Messung der Tibia
dauerte etwa 15 Minuten. Die Messung der Lendenwirbelsaule erfolgte fur die Tiere
auf dem Rucken liegend in einer von der Abteilung angefertigten Vorrichtung und
beanspruchte 10 Minuten. Bei dieser Messung lagen die Tiere auf dem Ricken und
als Orientierungspunkt fur die richtige Hohe der Messung dienten die Beckenkdmme.
Somit wurden die computertomographischen Messungen aller Tiere an exakt
denselben Stellen der metaphysialen Tibia und Vertebra durchgefihrt. Dann wurde
die Zufuhr des Narkosegases eingestellt, die Tiere aus den Vorrichtungen gelost und
in einen zweiten, mit Zellstoff gepolsterten Kafig gelegt, um dort von der Narkose

aufzuwachen. Eine Zusammenfassung der theoretischen Grundlage der gCT-
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Messung ist in Abschnitt 2.2.1. zu finden, da diese bereits mehrfach in anderen

Arbeiten dieser Abteilung ausfihrlich beschrieben wurde.

2.1.3 Ovarektomie

Wenige Tage nach den ersten qCT-Messungen wurden die Ratten beidseits
ovarektomiert. Dies geschah unter Isoflurannarkose (Forene®, Abbott, Illinois,USA)
und postoperativer Analgesie mit Rimadyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe). Den Eingriff
leitete Priv.-Doz. Dr. med. Seidlova-Wuttke mit der Assistenz von Moritz Pettenkofer
und mir. Zur Vorbereitung wurden die Ratten beidseits im Bereich des Abdomens
bilateral rasiert. An diesen Stellen wurde jeweils ein Einschnitt vorgenommen und die
Bauchhohle ertffnet. AnschlieRend wurde der Uterus samt Adnexen nach aul3en
verlagert, wo die Ovarien abgeklemmt und dann entfernt wurden. Der Uterus wurde
nun wieder in der Bauchhohle platziert und diese mit Nahten (Vicryl®, Firma Ethicon,
Norderstedt) der Muskulatur und des Peritoneums verschlossen. Die Haut wurde
abschlieBend mit Michel-Klammern® (Firma Martin, Tuttlingen) versorgt. Zum
Aufwachen wurden die Ratten in einen zweiten Kéafig gelegt, um sicherzustellen,
dass postoperativ keine Komplikationen, wie etwa Nachblutungen, auftraten.
AnschlieRend wurden sie wieder in ihren urspringlichen Kafig zu ihrer Gruppe

gebracht.

2.1.4 Applikation der Wirkstoffe

Bis zwei Wochen vor Versuchsbeginn, in der Eingewthnungsphase der Tiere,

erhielten diese sojafreies Futter. Dieses wurde zwei Wochen vor Versuchsbeginn
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durch das sojafreie Kontrollfutter ssniff® EF R/M Kontrolle (E 15000-04, 10 Pellets,
ssniff® Spezialititen GmbH, Soest) ersetzt. Vor Beginn der Untersuchungen wurden
die Ratten in vier Gruppen aufgeteilt. Die Gruppen bestanden aus jeweils zehn
Tieren, welche zu funft so einem Kafig zugeteilt wurden, damit diese ein @hnliches
mittleres Gewicht hatten (siehe 2.1.2). Die Wirkstoffe wurden den Tieren per Futter
(ssniff® Spezialititen GmbH, Soest) nach ovx verabreicht. Die vier Gruppen

gliederten sich wie folgt:

- sojafreies Kontrollfutter bei Ko, ovx Tieren

- sojafreies Kontrollfutter bei intakten Tieren

- ecdysonhaltiges sojafreies Futter bei Ecd, ovx Tieren (3g/kg Futter)

- Ostradiolhaltiges Futter bei E2, ovx Tieren (10mg/kg Futter)

Dieses stand ihnen frei zur Verfigung. Wahrend des Versuches wurde alle sieben
Tage die Menge des verbliebenen Futters gewogen. So konnte die mittlere
Aufnahme des Futters und die mittlere Aufnahme des Wirkstoffes fur jedes Tier pro

Tag bestimmt werden. Die Angaben hierzu kann man aus Tabelle 1 entnehmen.
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Tabelle 1. Mittlere Futteraufnahme eines Versuchstieres pro Tag in Gramm und die damit durchschnittlich

aufgenommene Substanz pro Tier/Tag in Milligramm.

Testsubstanz Futtermenge (g/Tier/Tag) | Substanzmenge (mg/Tier/Tag)
sojafrei (Ko,ovx) 18,66 -

sojafrei (intakt) 16,38 -

Ecd (Ecd,ovx) 21,9 65,7

E2 (E2,0vX) 15,48 0,1548

2.1.5 Obduktion

Nach vierwochiger Gabe der Wirkstoffe und abschlieBender computer-
tomographischer Messung fand die Obduktion aller Tiere unter Leitung von Priv.-
Doz. Dr. med. Dana Seidlova-Wuttke und Prof. Dr. med. Wolfgang Wuttke statt.
Ihnen zur Seite standen die Doktorandinnen der Abteilung Lea Lass und Maria
Tschernova. In einem Raum wurden die Tiere randomisiert und nach Identifikation
mittels Transponder und Lesegerat durch Moritz Pettenkofer und mich einzeln in den
Raum gebracht, in dem die Obduktion stattfand. Dort wurden die Tiere von Prof. Dr.
rer. nat. Hubertus Jarry mit CO2 narkotisiert und anschlieRend dekapitiert. Direkt
nach der Enthauptung wurde das Blut der Tiere aufgefangen, um es spater zur
Analyse der Serumparameter zu verwenden. Wahrend der Obduktion wurden eine
Vielzahl an Organen und Gewebe entnommen, welche die Grundlage anderer

histologischer Arbeiten darstellt. Fir diese Arbeit waren die Serumparameter
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CrossLaps und Osteokalzin, das Knochengewebe der Tibia und Vertebra sowie das

Muskelgewebe von besonderer Bedeutung.

2.2 Auswertung

2.2.1 Ermittelte Parameter

Das Verfahren, welches den Knochenvolumenmineraldichtemessungen mit dem qCT
zugrunde liegt, wurde bereits in mehreren Arbeiten dargestellt (Seidlova-Wuttke et
al., 2010 b). Eine Zusammenfassung soll aber auch hier helfen, einen Eindruck tber
das Verfahren zu gewinnen. Gemessen wurde im Bereich der Tibia und Vertebra bei
jedem der 40 Versuchstiere vor Ovx und als Abschluss des Versuches nach
vierwdchiger Gabe der Substanzen. Diese fanden bei der Tibia in drei spezifischen
Ebenen statt. Die ersten beiden Ebenen waren fur die Gewinnung der Daten des
trabekularen Knochens und des Muskel- und Fettgewebes von Bedeutung. Die dritte
Ebene lieferte Informationen Uber die Kortikalis des Knochens. Die drei Ebenen
befanden sich in einem Abstand von 3,75, 4,25 und 15 mm distal des
Referenzpunktes. Die Messpunkte der drei Ebenen und die Dichtebereiche der
verschiedenen Gewebe veranschaulicht Abbildung 1. Die Messungen der Vertrebra
fanden ebenfalls in drei verschiedenen Ebenen statt, die in einem Abstand von
0,1 mm proximal und kaudal des Referenzpunktes lagen. Analog zu den Parametern
der Tibia waren auch hier die Daten der ersten beiden Ebenen trabekular und die
dritte Ebene kortikal. Diese Messpunkte sind in Abbildung 2 dargestellt. Die
gewonnenen Daten aller gCT-Messungen wurden auf einen Computer Ubertragen

und konnten dort mit einem speziellen Programm (XCT5,40; Stratec, Pforzheim) von
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Moritz Pettenkofer und mir ausgewertet werden. Im besonderen Fokus dieser Arbeit
lagen die endosteale Dichte (ED), endosteale Flache (EF), kortikale Dichte (KD) und
die kortikale Flache (KF). Die endosteale Dichte (ED) ist definiert als Dichte der
Knochenbalkchen (Trabekel) innerhalb der Spongiosa und wird in mg/cm3
angegeben. Die endosteale Flache (EF) ist die Flache des Querschnitts des
endostealen Raumes, der von Kortikalis umgeben ist und in mm2 gemessen wird.
Die kortikale Dichte (KD) ist die Dichte der Kortikalis, welche die Spongiosa
umschlie3t. Sie wird in mg/cm3 angegeben. Die kortikale Flache (KF) ist die
Querschnittsflache der Kortikalis. Ihre Angaben erfolgen ebenfalls in mmz2. Ebenfalls
bedeutsam ist die endosteale und periosteale Zirkumferenz, welche das Ausmald des
endostealen und periostealen Gewebes beschreibt und in mm angegeben wird.
Einen Querschnitt der Metaphyse abziglich der knéchernen und muskularen
Bestandteile bezeichnet man als paratibiales Fettdepot. Ein Querschnitt der Tibia
abziglich des Fettgewebes und des Knochens ergibt die Muskelflache in mm?2. Eine
bestimmte Gewebedichte entspricht der Muskulatur. Im Folgenden sind

Dichteeinteilungen aufgelistet und das hierfir definierte Gewebe.

- <40 mg/cm?® - Fettgewebe
- 40 -99 mg/cm3 - Muskelgewebe

- 280 -400 mg/cm3

trabekulares Knochengewebe (Spongiosa)

- >710 mg/cm3 - kortikales Knochengewebe (Kortikalis)
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Tibia

Muskulatur

Messlinien, E bene
0,5mm 1+2
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| —
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3,75 mm

Fett Muskel Trabekula Kortikalis

Abbildung 1. Messlinie und Dichtebereiche der verschiedenen Gewebetypen bei der
qCT-Auswertung im Bereich der Tibia.

Abbildung 2. Messlinie bei der qCT-Auswertung im Bereich des Abdomens.
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2.2.2 Serumdiagnostik

Nachdem die Tiere in CO,-Narkose enthauptet worden waren, wurde ihr Blut in
einem Behdltnis aufgefangen, um spéater eine Diagnostik ihrer Blutbestandteile
durchfihren zu konnen. Bei den Serumparametern stehen fir diese Arbeit die
CrossLaps und das Osteokalzin im Vordergrund. Die Bestimmung und Analyse der
Parameter erfolgte mit dem Hitachi 902 automatic Analyzer (Boehringer, Mannheim).
Bei der Serumdiagnostik liegen keine Vergleichsdaten vor, da keine Tiere zur
alleinigen Analyse des Serums vor der Ovakteromie mit anschlie3ender

Wirkstoffapplikation getotet wurden.

2.2.3 Statistische Methoden

Nachdem die Ergebnisse der qCT-Messungen auf den Computer Ubertragen wurden,
wurde zur weiteren statistischen Auswertung das Computerprogramm PRISM®
(GraphPadPrism 5.0, San Diego, USA) verwendet. Diese Auswertung beinhaltete
das Erstellen von Graphen, sowie die weitere Berechnung statistischer Daten durch
Moritz Pettenkofer und mich. Hierbei spielte die Varianzanalyse (ANOVA), also das
erneute Messen eines Faktors, eine Rolle sowie der anschlielRende Vergleichstest
nach Dunnett, bei dem die jeweiligen Gruppen immer mit der Kontrollgruppe
verglichen wurden. Um die Mittelwerte der Kontrollgruppe mit den Werten einer
anderen Gruppe prazise zu vergleichen, wurde ein ungepaarter T-Test
herangezogen. Hierbei lag ein definiertes Signifikanzniveau von P<0,05 vor. Bei

Korrelationen wurden lineare Regressionsanalysen angewendet.
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3. Ergebnisse

Der nachfolgende Abschnitt soll dazu dienen, die gesammelten Ergebnisse zu
prasentieren. Die Ergebnisse beruhen hauptsachlich auf Knochenvolumen-
mineraldichtemessungen, die mit dem gCT an ovx Sprague-Dawley-Ratten
vorgenommen wurden. Ebenfalls Verwendung finden Serumwerte, die nach
vierwochiger Versuchsdauer und erfolgter Dekapitation untersucht wurden. Da kein
Tier vor ovx zur alleinigen Bestimmung der Serumparameter getdtet wurde,
existieren keine Vergleichswerte zu Praovx. Im Zentrum dieser Arbeit stehen die

Effekte der Wirkstoffe Ecdyson und E2 auf das Knochen- und Muskelgewebe.
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3.1 Futteraufnahme und Korpergewicht

In der Abbildung 3 erkennt man die Entwicklung des durchschnittlichen Korper-
gewichts einer Ratte in ihrer Versuchsgruppe nach vierwochiger Versuchsdauer. Zu
Beginn des Versuches lag das mittlere Gewicht aller Tiere bei 254,1g. Am stérksten
haben die Tiere der Ecdyson- und der Kontrollgruppe mit 332,7g und 327,99
zugenommen. Die intakten Tiere erreichten ein durchschnittliches Gewicht von
273,59. Nur die Tiere der Ostradiolgruppe konnten trotz regelmaRiger
Nahrungsaufnahme ihr Koérpergewicht nicht steigern. Verglichen mit dem

Ausgangswert verloren sie sogar an Koérpergewicht.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
BW-Entwicklung

350+ CT2
-0~ ovX,sf
intakt,sf

300- -+ ovXx,Ecd
> % ovx,E2
=
m

250+

200 T Y 1

05 10 15 20 25 30 35
Time schedule

Abbildung 3. Die Entwicklung des durchschnittlichen Kdrpergewichts aller S.D.-Ratten
in ihren jeweiligen Gruppen vor Versuchsbeginn und nach Versuchsende.
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In Abbildung 4 ist die Futteraufnahme in den einzelnen Gruppen dargestellt. Der
Gewichtszuwachs der Tiere war nicht proportional zu der gefressenen Menge an
Futter (g/Tier/Tag). Die Tiere der Ecdysongruppe haben am meisten gefressen und
nahmen am starksten an Korpergewicht zu. Die Tiere der Ostradiolgruppe jedoch
verloren trotz regelmafiger Nahrungsaufnahme, die der Gruppe mit den intakten

Tieren stark ahnelte, an Kérpergewicht.

Futteraufnahme

ovx,sf | intakt,sf | ovx,Ecd | ovx.E2
18.66 | 16.38 21.90 15.48

MW=21,9
301
MW=18,66 MW=16,38 MW=15,48 B ovx,sf
3 intakt,sf
201 B ovx,Ecd
B ovx.E2

=
Q

Futteraufnahme (g/Tag/Tier)

Abbildung 4. Die durchschnittliche Futteraufnahme der S.D.-Ratten in ihren jeweiligen
Gruppen Uber den Versuchszeitraum.
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3.2 Muskulatur

Im folgenden Abschnitt stehen die Auswertungen der Muskelparameter im Fokus.
Hierbei insbesondere die GrolR3e des Muskels, dargestellt als Muskelflache, und die
Beschaffenheit als Muskeldichte, welche ausdrickt, wie viele Elastinfasern sich pro

Flache befinden.
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3.2.1 Muskelflache

Wahrend des Versuches haben alle Tiere ihre Muskelflache vermehrt. Hierbei gab es
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Wie man in Abbildung 5
sieht, konnten die Kontrollgruppe und die Ecdysongruppe den groé3ten Zuwachs
verbuchen. Der Zuwachs der intakten Tiere und der Ostradiolgruppe war im

Vergleich mit allen Tieren vor der Ovarektomie nicht signifikant.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:

Paratibiale Muskelflache
*p<0,05 vs Praovx

250+ * * #p<0,05 vs Ko, ovx
—_— # — =
# —_ #
200+ —_—— —_—
E
o 1501
°
O
15
T 1004
()
>
=
50+
& & A & &
K 0A 0A \l’_\,«% o 0A r]/OA
o o . 0y
< 5 & & %

Abbildung 5. Die Muskelflache der S.D.-Ratten gemessen in der tibialen Metaphyse.Die
Muskelflache hat in allen Gruppen zugenommen, jedoch sind die Unterschiede zu den
Tieren vor der Ovarektomie nur in der Kontroll- und Ecdysongruppe signifikant.
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3.2.2 Muskeldichte

Wie Abbildung 6 verdeutlicht, bestanden teils signifikante Unterschiede unter den
verschiedenen Gruppen im Bereich der Muskeldichte. Die Gruppe mit den intakten
Tieren wies hier die gro3te Muskeldichte mit 82,13 mg/cm? auf. Die Ecdysongruppe
hatte mit 81,28 mg/cm?3 die geringste Dichte und war signifikant kleiner als die der
Tiere vor der Ovarektomie. Abbildung 7 stellt die Korrelation des Kérpergewichts mit
der Muskelflache aller Gruppen dar. Es besteht kein signifikanter linearer

Zusammenhang.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Paratibiale Muskeldichte p<0,05 vs Praovx

83~ #p<0,05 vs Ko, ovx
==
2824 _—— - ——
3 p—
P *
e —
L -
L)
< 814 -
(2}
=)
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80 L] L] L] L] L]
+ s & + s
@04 S \04 004 q/oa
Q O\ \l_s ~

Abbildung 6. Die Muskeldichte der S.D.-Ratten gemessen in der tibialen Metaphyse.Die
Tiere der Ecdysongruppe zeigen hier eine signifikant kleinere Dichte als der
Durchschnitt aller Tiere vor der Ovarektomie.
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Korrelation Korpergewicht und Muskelflache in der Metaphyse

der Tibia
300+
. 2504
e
e
N—r
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S
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% o i . .
» o y . g
§ . * Is slope significantly non-zero?
1504 ° F 2.757
* DFn, DFd 1.000, 77.00
P value 0.1009
Deviation from zero? Not Significant
100 L] L] L] L]
250 300 350 400

Korpergewicht (g)

Abbildung 7. Korrelation des Kérpergewichts mit der Muskelflache aller S.D.-Ratten in
der Metaphyse der Tibia nach vierwdchiger Gabe der Wirkstoffe. Es besteht kein
signifikanter linearer Zusammenhang.

3.3 Knochengewebe

3.3.1 Endosteale Dichte

Bis auf die Gruppe mit den intakten Tieren hat die endosteale Dichte in allen
Gruppen nach dem vierwdchigen Versuchsablauf abgenommen. In der
Kontrollgruppe sank die Dichte sogar um 32%. Obwohl der Verlust der

Ecdysongruppe deutlich geringer war als in der Kontrollgruppe, sank er dennoch so
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stark ab, dass der Unterschied sowohl zu Praovx als auch zur Kontrollgruppe
signifkant war. Die Ostradiolgruppe hat ebenfalls einen Dichteverlust zu verzeichnen.
Dieser fallt etwas weniger aus, zeigt jedoch trotzdem Signifikanzniveau gegenuber

Praovx und der Kontrollgruppe.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Endosteale Dichte in der Metaphyse der Tibia

*p<0,05 vs Préaovx

300+ #p<0,05 vs Ko, ovx

~ # #
£ 250 —==— == #
o -320,
< 32% # *
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) ——
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Abbildung 8. Die endosteale Dichte in der tibialen Metaphyse der S.D.-Ratten. Bis auf
die intakten Tiere ist in allen anderen Gruppen ein Dichteverlust zu erkennen. Bei der
Kontrollgruppe ist er besonders deutlich und betragt 32%.
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3.3.2 Endosteale Flache

Die endosteale Flache ist in der Kontrollgruppe und der Ecdysongruppe signifikant
gestiegen. Bei den intakten Tieren und der Ostradiolgruppe finden sich signifikant

niedrigere Werte als bei der Kontrollgruppe.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Endosteale Flache in der Metaphyse der Tibia

107 *p<0,05 vs Praovx
#p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 9. Die endosteale Flache in der Metaphyse der Tibia der S.D.-Ratten. Die
Flache nimmt bei der Kontroll- und Ecdysongruppe signifikant zu und fallt bei den
intakten Tieren und der Ostradiolgruppe signifikant.
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3.3.3 Kortikale Dichte

Die kortikale Dichte hat in allen Gruppen im Laufe des Versuches zugenommen und
signifikante Unterschiede im Vergleich zu den Tieren vor der Ovarektomie erzielt. Die
Ostradiolgruppe hat so deutlich zugenommen, dass sie auch einen signifikanten

Unterschied zur Kontrollgruppe erreicht hat.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:

Kortikale Dichte in der Metaphyse der Tibia *p<0,05 vs Praovx
# #p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 10. Die kortikale Dichte in der Metaphyse der Tibia bei S.D.-Ratten. Bei allen
Tieren nahm die Dichte nach Ovarektomie signifikant zu. Die Ostradiolgruppe nahm so
stark zu, dass sie sich auch signifikant von der Kontrollgruppe unterschied.
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3.3.4 Kortikale Flache

Die kortikale Flache in der Metaphyse der Tibia hat sich bei allen Gruppen im Laufe
des Versuchsablaufs vergroRert. Die Vermehrung der Flache war bei allen
signifikant. Die Kontrollgruppe hatte hierbei den grof3ten Zuwachs. Die intakten Tiere
und die Ostradiolgruppe hatten im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine signifikant

geringere Zunahme.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Kortikale Flache in der Metaphyse der Tibia
*p<0,05 vs Praovx
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Abbildung 11. Die kortikale Flache in der Metaphyse der Tibia bei S.D.-Ratten. Bei allen
Tieren nahm die Flache nach Ovarektomie signifikant zu. Die Ostradiolgruppe und die
Gruppe mit den intakten Tieren nahmen etwas geringer zu und unterschieden sich
signifikant von der Kontrollgruppe.
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3.3.5 Endosteale Zirkumferenz

Die endosteale Zirkumferenz ist Uber den Versuchszeitraum bei der Ecdysongruppe
signifikant gestiegen. Bei der Ostradiolgruppe nahm der Umfang nach der Applikation

im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ab. Dies veranschaulicht Abbildung 12.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Endosteale Zirkumferenz in der Metaphyse der Tibia
*p<0,05 vs Praovx

15+ # #p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 12. Die endosteale Zirkumferenz in der Metaphyse der Tibia der S.D.-Ratten.
Der Umfang vergréRerte sich in der Ecdysongruppe signifikant. Ostradiol bewirkte eine
signifikante Abnahme im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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3.3.6 Periosteale Zirkumferenz

Der Umfang des Periosteums erreichte in der Ecdyson- und Kontroligruppe einen
signifikanten Zuwachs. Die Tiere vor der Ovarektomie und die Ostradiolgruppe

unterschieden sich signifikant von der Kontrollgruppe.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Periosteale Zirkumferenz in der Metaphyse der Tibia
*p<0,05 vs Préovx

15+ #p<0,05 vs Ko, ovx
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Abbildung 13. Die periosteale Zirkumferenz in der Metaphyse der Tibia der S.D.-Ratten.
Die Werte der Kontroll- und Ecdysongruppe erreichten Signifikanzniveau. Im Vergleich
mit der Kontrollgruppe wiesen die Tiere vor der Ovarektomie und die Tiere der
Ostradiolgruppe signifikant niedrigere Werte auf.
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3.4 Serumparameter

Bei den Serumparametern sollen vor allem das Osteokalzin und die CrossLaps

Beachtung finden.
3.4.1 Serum-Osteokalzin

Beim Serum-Osteokalzin gab es signifikante Unterschiede in den einzelnen Gruppen.
So waren die Werte der intakten Tiere und der Ostradiolgruppe signifikant niedriger
als die der Kontrolltiere. Die Tiere der Ecdysongruppe waren mit ihren Werten auf

dem Niveau der Tiere der Kontrollgruppe.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Serum-Osteokalzin
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Abbildung 14. Serum-Osteokalzin nach dem vierwochigen Versuchsablauf. Die Gruppe
der intakten Tiere und die Ostradiolgruppe weisen signifikant niedrigere Werte auf als
die der Kontrollgruppe.
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3.4.2 Serum-CrossLaps

Die vierwochige Verabreichung der Wirkstoffe bewirkte bei den intakten Tieren und
der Ostradiolgruppe eine signifikant niedrigere Konzentration der Serum- CrossLaps
als bei den Kontrolltieren und denen der Ecdysongruppe. Deren Konzentrationen
waren nahezu identisch. Fihrt man eine Korrelation mit den Werten der endostealen
Flache aller Gruppen mit den Werten der Serum-CrossLaps durch, zeigt sich keine

signifikante Regressionsgerade. Dies veranschaulicht Abbildung 16.

Der Effekt von ECD und E2 bei intakten und ovx S.D.-Ratten
(4 Wochen per Futter) auf:
Serum-CrossLaps
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Abbildung 15. Serum-CrossLaps nach dem vierwochigen Versuchsablauf. Die Gruppe
der intakten Tiere und die Ostradiolgruppe weisen signifikant niedrigere Werte auf als
die der Kontroll- und Ecdysongruppe.
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endosteale Flache (mm°)

Korrelation endosteale Flache und
Serum-CrossLaps in der Metaphyse der Tibia
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Deviation from zero? Not Significant

Abbildung 16. Korrelation der endostealen Flache in der Metaphyse der Tibia aller S.D.-
Ratten mit Serum-CrossLaps nach vierwochiger Gabe der Wirkstoffe. Es besteht kein
signifikanter linearer Zusammenhang.
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4. Diskussion

Die Experimente, die dieser Arbeit zugrunde liegen, beschaftigen sich mit den
Effekten von Ecd und E2 auf das Knochen- und Muskelgewebe. Die Ergebnisse, die
mittels gCT-Messung und Serumanalyse gewonnen wurden, sind das Resultat eines
vierwochigen Versuches mit ovarektomierten Versuchstieren. Die Wirkstoffe wurden
den Tieren (n=40) per Futter verabreicht und deren Wirkung nach statistischer

Analyse jeweils mit der Kontrollgruppe verglichen.

4.1 Analyse von Futteraufnahme und Korpergewicht

Vor Beginn des Versuches wurden die Tiere so in ihre Gruppen aufgeteilt, dass jede
Gruppe ein ahnliches mittleres Korpergewicht aufwies. Dieser Wert lag praovx
durchschnittlich bei 254,1 g und dient als Referenz. Die Tiere der Ecd-Gruppe fral3en
mit 21,9 g/Tier/Tag am meisten und nahmen Ubereinstimmend hierzu mit 26,7% am
meisten Gewicht zu. Die Kontrollgruppe zeigte ein etwas geringeres Fressverhalten
(18,66 g/Tier/Tag) und steigerte ihr Kérpergewicht um 23,5%. Im Vergleich zur Ecd-
Gruppe war dieser Unterschied nicht signifikant und bestétigte die Ergebnisse eines
vorangegangen zwolfwdchigen Versuches der Abteilung (Seidlova-Wuttke et al. 2010
b). Trotz einer ahnlichen Korpergewichtszunahme beider Gruppen liegt diese jeweils
in einer anderen Kausalitat. Wahrend die Tiere der Kontrollgruppe ihr Kérpergewicht
vor allem durch eine vermehrte Fettanreicherung erhéhten (Seidlova-Wuttke et al.
2011), erfolgte der Zuwachs bei den Tieren der Ecd-Gruppe zu einem grof3en Tell
durch ein gesteigertes Muskelwachstum mit geringerer Fettanreicherung (Dinan und
Lafont 2006; Gorelick-Feldman et al. 2008; Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Dies

unterstreicht die Tatsache, dass die Tiere der Ecd-Gruppe mehr Futter
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aufgenommen haben als die Tiere der Kontrollgruppe, jedoch mehr verbraucht
haben mussen, da sie ein ahnliches Endgewicht erzielt haben. Der Grund fir den
groReren Verbrauch der Ecd-Gruppe liegt in einer gesteigerten Bewegung. Die Tiere
der E2-Gruppe nahmen taglich eine Futtermenge (15,48 g/Tier/Tag) zu sich, die der
Menge der intakten Tiere (16,38 g/Tier/Tag) stark ahnelte. Trotz dieses ahnlichen
Konsums kam es bei den Tieren der E2-Gruppe zu einem geringen Gewichtsverlust
von -2,2%, wahrend die intakten Tiere ihr Gewicht zumindest um 9,6% steigern
konnten. Auch diese Ergebnisse konnten bereits in einer zwo6lfwdchigen
Untersuchung der Abteilung erzielt werden und wurden hier bereits nach vier
Wochen bekréftigt (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Dieser Gewichtsverlust trotz des
ahnlichen Fressverhaltens liegt begriindet in einer durch E2 induzierten erhdhten
lokomotorischen Aktivitat, die zu einer Abnahme des Fettdepots gefuihrt hat. Eine
Gewichtssteigerung durch Muskelzuwachs konnte unter E2 nicht nachgewiesen

werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

4.2 Analyse des Muskelgewebes mit qCT

Im folgenden Abschnitt folgt die Auseinandersetzung mit der Fragestellung Nr. 3

(siehe Zielsetzung).

4.2.1 Muskelflache

Alle Tiere haben wahrend des vierwdchigen Versuches ihre Muskelflache vergrof3ert.
Im Vergleich zu Prdovx war der Zuwachs jedoch nur bei der Kontroll- und Ecd-
Gruppe signifikant. Dieser Zuwachs war jedoch so deutlich, dass nun sogar ein
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signifikanter Unterschied zwischen den Tieren der Kontroll- und Ecd-Gruppe und den
intakten Tieren und den Tieren der E2-Gruppe bestand. Dies lasst vermuten, dass es
sich nicht nur um eine Steigerung handelt, die man mit dem GrolRenwachstum der
Tiere begriinden kann. Da die Tiere der Ecd-Gruppe, also jene mit der geringsten
Muskeldichte, nun die groRte Muskelflache aufweisen, scheint, wie oben
beschrieben, die GrolRenzunahme der Flache auch mit Fettgewebs- oder
Flissigkeitseinlagerungen im Bereich der Muskulatur in Verbindung zu stehen. Bei
den Tieren der Kontrollgruppe verhielt es sich &hnlich, auch wenn deren muskulare
Dichte nicht ganz so gering war. Diese Annahme wird bestétigt in einer Korrelation
zwischen der Muskelflache und dem Koérpergewicht der Tiere. Hier besteht kein
linearer Zusammenhang uber die Versuchsdauer von vier Wochen. Die Tiere mit der
geringsten Muskelflache besitzen auch das geringste Korpergewicht. Umgekehrt sind
die Tiere der Ecd- und Kontrollgruppe die schwersten und verfiigen Uber die gro3te
Muskelflache. Dennoch besteht kein Zusammenhang, was die Bedeutung der
Muskeldichte veranschaulicht. Die Tiere mit der grof3ten Muskelflache wiesen die
geringste Muskeldichte auf. Wie oben beschrieben, kann hierfir eine vermehrte
Durchblutung des Gewebes, eine Verwasserung oder Fettgewebseinlagerungen der
Muskulatur urséchlich sein, die im qCT eine geringere Dichte aufweisen. Die genaue
Ursache hierfir kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart werden. In einem Versuch
dieser Abteilung Uber einen Zeitraum von 3 Monaten wurde ebenfalls die
Muskelflache gemessen. Es zeigte sich eine deutlich gré3ere Zunahme der
Muskelflache der Tiere der Ecd-Gruppe im Vergleich zu den ovarektomierten
Kontrolltieren (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Dies lasst die Vermutung zu, dass ein
langer angesetzter Versuch pragnantere Ergebnisse beziglich der Muskelflache

liefern konnte.
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4.2.2 Muskeldichte

Die verschiedenen Gruppen zeigen keine homogene Entwicklung bezlglich der
Muskeldichte. Die intakten Tiere und die Tiere der E2-Gruppe konnten ihre
Muskeldichte im Vergleich zu praovx steigern. Die Tiere der Kontroll- und Ecd-
Gruppe verloren sogar Muskeldichte. Es bestanden jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Versuchsgruppen nach Beendigung der Versuche.
Als Griunde fir diesen signifikanten Schwund der Dichte scheint eine Verwasserung
oder Steigerung der Durchblutung des Gewebes ursachlich zu sein. Ebenfalls kann
es sich um eine vermehrte Fettgewebseinlagerung handeln. All diese Strukturen
weisen im qCT eine geringere Dichte auf als die Elastinfasern des Muskelgewebes.
So lieRe sich eine Abnahme der Muskeldichte erklaren. Eine Zunahme des Organ-
und Korpergewichts, sowie der Muskulatur nach ovx konnte bereits mehrfach
dargelegt werden (Fisher et al. 2000; McClung et al. 2006; Moran et al. 2007).
Ursachlich hierfur scheint eine Hochregulation von GH und IGF-1 (Fisher et al. 2000).
Bereits hier wurde jedoch der Muskelzuwachs auf eine Flissigkeitsansammlung
extrazellular in der Muskulatur zurtickgefiihrt und nicht etwa durch eine Steigerung
der Proteinbiosynthese (McClung et al. 2006; Moran et al. 2007). Zusatzlich wurde
eine Abnahme der Caz*-Konzentration bis zu 30% nach ovx festgestellt, die mit einer
abgeschwachten Muskelkontraktilitdt einhergeht (Moran et al. 2007). Moéglicherweise
ist das Wachstum der Muskulatur der Ecd-Gruppe die Summation beider Effekte
(Flussigkeitsansammlungen und Steigerung der Proteinbiosynthese), da bereits
mehrfach der anabole Effekt des Ecd beschrieben wurde (Dinan und Lafont 2006).
Dies veranschaulichte eine Studie, in der die Versuchstiere nach Ecd-Gabe ihre
Ausdauer beim Laufen und Schwimmen signifikant ausbauten (Azizov und Seifulla

1998; Lafont und Dinan 2003). Zudem wurde der anabole Charakter des Ecds selbst
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ohne stimulierendes Training beschrieben (Syrov 1984; Lafont und Dinan 2003). Die
Auswirkungen des Ostrogenmangels auf die Muskulatur hinsichtlich der Abnahme
der Muskeldichte und Kraftverlust wurden in anderen Studien bereits dokumentiert
(Moreira et al. 2005). Der wachstumshemmende Effekt des E2 bei ovx-Ratten
bezuglich der KorpergrofRe, des Gewichts und der Muskelmasse (Kobori und
Yamamuro 1989; Moran et al. 2007; Suzuki und Yamamuro 1985; Tsai et al. 2007)
konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Die Tiere der E2-Gruppe wiesen sowohl das
geringste Korpergewicht als auch die niedrigste Muskelflache auf. Kontrar dazu wird
bei Zuchttieren in der Landwirtschaft durch E2-Gabe eine eher anabole Wirkung
erzielt (Fisher et al. 1998, 2000; Tsai et al. 2007). Eine Erklarung fir die Steigerung
der Muskeldichte der Tiere der E2-Gruppe konnte eine erhdhte lokomotorische
Aktivitat im Sinne eines Krafttrainings sein. Dass die Tiere, die das grolite
Korpergewicht hatten, dber die niedrigste Muskeldichte verfugten, wirde die
Annahme, dass es zu einer Fettgewebsanreicherung der Muskulatur kam,
bekraftigen. Es bleibt offen, ob nicht bei einer langeren Versuchsdauer pragnantere
Ergebnisse sichtbar geworden wéren. Ebenfalls wére hier interessant zu beobachten,
ob sich das groRe Korpergewicht der Ecd-Gruppe als zuséatzlicher Stimulus im

Muskeltraining erwiesen hétte.
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4.3 Analyse des Knochengewebes mit qCT

Im folgenden Abschnitt folgt die Auseinandersetzung mit der Fragestellung Nr. 1

(siehe Zielsetzung).

4.3.1 Endosteale Dichte

Bis auf die intakten Tiere zeigten alle Gruppen im Vergleich zu praovx einen
signifikanten Dichteverlust. Verglichen mit den Tieren praovx nahm die Dichte der
Tiere der Kontrollgruppe um 32% ab. Diese Werte decken sich mit vorherigen
Untersuchungen dieser Abteilung. Dort wurden nach vergleichbaren Zeitrdumen
sogar groRRere Dichteverluste gemessen. Bei einem langer ausgelegten Versuch
zeigten sich nach drei Monaten Verluste im Bereich der endostealen Dichte von mehr
als 50% (Seidlova-Wuttke et al. 2003; Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Bei kirzerer
Versuchsdauer fiel der Dichteverlust dementsprechend etwas geringer aus. Dies legt
die Erkenntnis nahe, dass der durch den Ostrogenmangel verursachte Dichteverlust
sich nach einiger Zeit auf einem konstanten Niveau bewegt. Die endosteale Dichte
stellt die Masse der trabekularen Strukturen dar. Bei dem Dichteverlust handelt es
sich um eine Rarifizierung, also eine Abnahme, der trabekuléaren Strukturen. Da es
bei der postmenopausalen Osteoporose vor allem zu einem Verlust trabekularer
Strukturen kommt, ist die endosteale Dichte von besonderer Bedeutung. Dies betrifft
vor allem die funktionelle Knochenstabilitat und eine damit einhergehende Bruch-
und Tragfestigkeit. Denn je groRer der Verlust der Knochenmineraldichte, desto mehr
steigt das Risiko von Frakturen (Seeman 2002). Dieser Knochenschwund ist
begriindet durch eine Verschiebung der Balance des Knochenstoffwechsels

aufgrund des postmenopausalen Ostrogenmangels (Bord et al. 2003; Ivey und
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Baylink 1981). Des Weiteren ist die Entwicklung von Osteoblasten, Adipozyten,
Chondroblasten, Fibroblasten und Myoblasten aus adulten mesenchymalen
Stammzellen verschoben. Unter vermehrter Aktivierung des Rezeptors PPARy2
praferieren die Stammzellen nun die Entwicklung zu Adipozyten (Rodriguez et al.
2000). Dies fuhrt zu erhohter Bildung von Fettzellen im Knochenmark, welche den
Knochen direkt beeintrachtigt (Justesen et al. 2001; Verma et al. 2002). Zusatzlich ist
der Anstieg des viszeralen Korperfetts durch den Ostrogenmangel von Bedeutung
(Rachon et al. 2008; Babaei et al. 2010). Das viszerale Fett wirkt als endokrine Drise
und aufgrund der Fettleibigkeit wird die Adipokinproduktion der Adipozyten gesteigert
(Fontana et al. 2007). TNF-a und IL-6 gehdren zu den Adipokinen, die nun zu einem
entziindlichen Milieu beitragen. Sie regen die Aktivitat der Osteoklasten an (Hofbauer
und Schoppet 2010; Russel et al. 2010; Cao 2011). Zusatzlich steigern sie die
RANKL-Produktion und hemmen die OPG-Synthese, was einen weiteren Impuls in
der Aktivierung der Osteoklasten darstellt (Luo et al. 2006). So verschiebt sich das
Gleichgewicht des Knochenstoffwechsels Richtung vermehrter Knochenabbau. Die
Auswirkungen des Fettgewebes auf den Knochen und den Knochenstoffwechsel
kann man als lipotoxisch beschreiben (Duque 2008). In dem vorliegenden Versuch
war der Dichteverlust gegenuber der Kontrollgruppe sowohl der E2-Gruppe als auch
der Ecd-Gruppe signifikant geringer. Dies steht im Zusammenhang mit den Effekten
der Wirkstoffe, welche die Rarifizierung der Trabekel in einem gewissen Grad
verringern kénnen. Diese Ergebnisse decken sich mit denen anderer Studien. In
einer Untersuchung dieser Abteilung wurde die Dichte der Trabekel nach einem
Versuchszeitraum von drei Monaten unter Ecd-Applikation mittels qCT bestimmit.
Auch hier zeigte Ecd, dass es in der Lage ist, den Verlust an trabekularen Strukturen
zu vermindern und eine antiosteoporotische Wirkweise besitzt (Seidlova-Wuttke et al.

2010a). Der Verlust von trabekularen Strukturen war in der E2-Gruppe am
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geringsten. Dieses Ergebnis bestatigt vorangegangene Studien und verdeutlicht,
dass solch postmenopausale Knochenveranderungen durch Ostrogensubstitution
vermindert und antiosteoporotische Effekte erzielt werden konnen (Turner et al.
1994). Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass durch die Wirkstoffe E2 und ECD
sowohl die lipotoxische Wirkung als auch eine Beeintrachtigung der Knochenstabilitat

vermindert werden kénnen.

4.3.2 Endosteale Flache

Die endosteale Flache hat bei der Kontrollgruppe und den Tieren der Ecd-Gruppe
nach vierwoéchigem Versuchsablauf im Vergleich zu préovx signifikant zugenommen.
Die E2-Gruppe verzeichnete im Vergleich zu prédovx relativ konstante Werte und
konnte so einen signifikant geringeren Zuwachs der Flache als die Kontrollgruppe
verzeichnen. Die intakten Tiere buf3ten sogar im Vergleich mit den Tieren vor der
Ovarektomie Flache ein. Da die Tiere mit der geringsten endostealen Dichte nun
auch die grol3te endosteale Flache aufweisen, kann die Expansion der endostealen
Flache als Kompensationsmechanismus fur den Dichteverlust verstanden werden
(Parfitt 1984, Khosla et al. 2008). Dass es bei den intakten Tieren nicht zu solch einer
Zunahme gekommen ist, bekraftigt diese Annahme (Seidlova-Wuttke et al. 2008).
Ecd vermochte es nicht, die Zunahme der endostealen Flache einzubremsen. Die
Tiere der E2-Gruppe wiesen jedoch &hnliche Werte, wie die intakten Tiere und die
Tiere praovx auf. Dieser Effekt des E2 bestatigt die Ergebnisse vorangeganger

Studien dieser Abteilung (Moysich 2012).
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4.3.3 Kortikale Dichte

Der Dichteverlust der postmenopausalen Osteoporose betrifft vor allem den
trabekularen Knochen (Riggs und Melton 1986). Untersuchungen haben gezeigt,
dass bei einem langer anhaltenden manifesten Ostrogenmangel, im Sinne einer
senilen beziehungsweise low-turnover Osteoporose, es ebenfalls zu einem
Dichteverlust kortikaler Strukturen kommt (Han et al. 1996; Seeman 2002). In der
vorliegenden Arbeit hat die Dichte der Kortikalis in allen Gruppen nach ovx signifikant
zugenommen. Es kam aber nicht zu einem statistisch relevanten Unterschied
zwischen ovx-Tieren und den intakten Tieren. Die Tiere der E2-Gruppe
verzeichneten sogar einen signifikanten Zuwachs im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dies kann als Reaktion des Gewebes verstanden werden, um den Verlust des
trabekularen Gewebes entgegenzuwirken und diesen zu kompensieren. Da die
kortikale Dichte jedoch in allen Gruppen angestiegen ist, l&sst sich nicht eindeutig
eine osteoprotektive Wirkung den eingesetzten Substanzen zuordnen. Dies bestatigt
frihere Studien, die erst 90-120 Tage nach Ovx Veranderungen an der Kortikalis
messen konnten (Jee und Yao 2001), was die Frage aufwirft, wie sich die kortikale
Dichte bei einem langer ausgelegten Versuchszeitraum entwickelt hatte. Dennoch
scheint die Testsubstanz Ecd, ahnlich wie E2, eine stabilisierende Wirkung auf die
Kortikalis des Knochens zu besitzen. Diese stabilisierende und osteoprotektive
Wirkung konnte bereits in mehreren Studien belegt werden (Walliser 2009; Coors

2010; Sunder-Plassmann 2013; Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Kapur et al. 2010).
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4.3.4 Kortikale Flache

Nach Ablauf des vierwdchigen Versuches hat sich die kortikale Flache aller Tiere im
Vergleich zu préaovx signifikant vergroert. Die intakten Tiere und die Tiere der E2-
Gruppe vergroRRerten ihre Kkortikale Flache nicht in diesem Ausmald. Sie
verzeichneten, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine signifikant kleinere Flache der
Kortikalis. Wie zuvor bereits erwahnt, besteht im Korper eine Art Mechanismus, um
auf den Verlust trabekularer Strukturen zu reagieren. Dies geschieht unter anderem
durch den Anbau und die Vergrof3erung des kompakten Knochens. Somit soll durch
einen Zuwachs der Flache eine grofRere Stabilitat des Knochens erzielt werden
(Seeman 2002). Beziehen wir dies auf die Ergebnisse unseres Versuches, waren die
Tiere der Ecd- und Kontrollgruppe diejenigen, die den grof3ten endostealen
Dichteverlust hinnehmen mussten und die kortikale Flache am meisten vergrof3ert
haben. Wie grol3 letztlich der Zusammenhang dieser Ergebnisse mit der Wirkung der
eingesetzten Substanzen ist, bleibt schwierig zu ermessen. Dass nach Ovx durch
den Ostrogenmangel erzeugte und gesteigerte Wachstum der Tiere konnte ebenfalls
eine grol3e Relevanz haben. Bei einem langer andauernden Versuchszeitraum ware
es daher mdoglich, gezieltere Aussagen bezuglich des Einflusses der Wirkstoffe, des
GrolRenwachstums und der Versuchsdauer zu treffen. Der Effekt des E2, den Verlust
trabekularer Strukturen entgegenzuwirken und beim Anbau der kortikalen Flache
signifikant niedrigere Werte als die Kontrollgruppe zu erzielen, bestétigt die

Ergebnisse anderer Studien (Moysich 2012).
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4.3.5 Endosteale und periosteale Zirkumferenz

Bei der endostealen Zirkumferenz kam es nur bei den Tieren der Ecd-Gruppe zu
einem signifikanten Zuwachs. Die Tiere der E2-Gruppe verzeichneten, verglichen mit
der Kontrollgruppe, eine signifikante Abnahme ihres endostealen Umfanges.
Bezuglich der periostealen Zirkumferenz kam es bei den Tieren der Kontroll- und
Ecd-Gruppe zu einer signifikanten Zunahme verglichen mit praovx. Da sowohl bei
der endostealen Zirkumferenz als auch der periostealen Zirkumferenz die Tiere der
Kontroll- und Ecd-Gruppe ihre Umfange vergrofierten, sind diese Veranderungen auf
das GroRRenwachstum und die Gewichtszunahme der Tiere zurlckzufuhren. Die
einzelnen Umfange verhielten sich tendenziell proportional zu den Zunahmen der
endostealen- und kortikalen Flache. Die Resultate der E2-Gruppe konnten in dieser
Form bereits in anderen Arbeiten erzielt werden und bestatigen, dass es unter E2-
Gabe reflektorisch nicht zu einer Zunahme der Umfange des Knochens kommt

(Orwoll 2003; Moysich 2012).

Im folgenden Abschnitt folgt die Auseinandersetzung mit der Fragestellung Nr.2

(siehe Zielsetzung).

56



Diskussion

4.3.6 Serumparameter

Bei den Serumparametern stehen bei dieser Arbeit die Werte des Serum-
Osteokalzins und die der Serum-CrossLaps im Fokus. Hierbei handelt es sich um
Parameter, die uns einen Auf- oder Abbau des Knochengewebes signalisieren.
Sowohl bei den CrossLaps als auch bei dem Osteokalzin zeigten nur die intakten
Tiere und die Tiere der E2-Gruppe signifikante Unterschiede zu den Tieren der
Kontrollgruppe. Hier wurden bei beiden Parametern niedrigere Werte als bei der
Kontrollgruppe gemessen. Die Tiere der ECD-Gruppe zeigten hier keinerlei
signifikante Unterschiede, wiesen aber in beiden Fallen dhnlich hohe Spiegel auf wie
die der Kontrollgruppe. Vergleicht man die Werte der Serumparameter mit den
Ergebnissen der Messung der endostealen Dichte, so zeigen sich Aufféalligkeiten: Die
Tiere der E2-Gruppe verzeichneten den geringsten Verlust der endostealen Dichte
und wiesen deutlich niedrigere Werte, verglichen mit der Kontrollgruppe, der Serum-
CrossLaps auf. Die Serum-CrossLaps steigen bei vermehrter Aktivitdt der
Osteoklasten im Blut an und sind somit Marker des Knochenabbaus. Der niedrigere
Serumspiegel der E2-Gruppe spricht also fur eine verminderte Resorption des
Knochengewebes und bestétigt die Werte der endostealen Dichte. Die Werte des
Serum-Osteokalzins, eines Markers des Knochenaufbaus, sind in der E2-Gruppe
ebenfalls signifikant vermindert. Ein Absinken der Werte der CrossLaps und des
Osteokalzins nach E2-Gabe konnte schon in einer friheren Studie dieser Abteilung
beobachtet werden. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass beim Fehlen von E2
sowohl die Marker fur den Aufbau als auch fur den Knochenabbau ansteigen. Hierbei
steigen die Osteoklasten noch starker als die Osteoblasten (Seidlova-Wuttke et al.
2010a) an. Diese Effekte des E2 wurden schon mehrfach in der Literatur

beschrieben. Sowohl die Resorption als auch der Wiederaufbau des Knochens
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werden durch E2-Gabe reduziert. Diese Reduktion betrifft die Aktivitat der
Osteoklasten deutlicher als die der Osteoblasten, was einer Osteoporoseentwicklung
letztlich entgegenwirkt (Manolagas 2000, Seidlova-Wuttke et al. 2006, Seidlova-
Wouttke et al. 2003). Es kommt somit zu einem neu eingestellten Gleichgewicht auf
einem niedrigeren Aktivitdtsniveau. Dieses neu eingestellte Gleichgewicht der
Serumparameter bietet sich auch als Erklarung fir die signifikant verringerte
Reduktion der endostealen Dichte der Tiere der ECD-Gruppe an. Bei diesen Tieren
hat sich das Gleichgewicht zwischen Serum-Osteokalzin und Serum-CrossLaps auf
einem hoheren Niveau eingependelt. Dies lasst die Folgerung zu, dass die
antiosteoporotische Wirkweise des Ecd nicht Uber eine Hemmung der
Knochenresorption eintritt sondern Uber eine kompensatorische Steigerung des
Knochenaufbaus durch die Osteoblasten (Kapur et al. 2010). Das genaue
Wirkprinzip des Ecds ist bislang noch nicht hinreichend erklart. Jedoch konnte eine
Induktion des Ostrogensystems mitsamt inrer Rezeptoren durch Ecd ausgeschlossen
werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Bei einer Korrelation der Werte der Serum-
CrossLaps und der endostealen Flache entwickelte sich Uber den Versuchszeitraum
von vier Wochen kein direkter linearer Zusammenhang. Das bedeutet, dass es bei
einem Anstieg der Marker fur den Knochenabbau, den Serum-CrossLaps, nicht
zwingend zu einer VergréRerung der endostealen Flache kommen muss. Unsere
allgemeinen Kenntnisse deuten aber darauf hin, dass bei vermehrter
Knochenresorption der Versuch unternommen wird, die Flache kompensatorisch fur

den Dichteverlust zu vergrofZern.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund von Bewegungsmangel und Anstieg der Fehlerndhrung hat das
Metabolische Syndrom vor allem in der sogenannten Wohlstandsgesellschaft
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Ebenfalls hat die Inzidenz der Osteoporose in
den letzten Jahrzehnten weltweit zugenommen. Die postmenopausale Frau hat ein
erhohtes Risiko, sowohl ein Metabolisches Syndrom als auch eine Osteoporose zu
entwickeln. In Studien der letzten Jahre konnten mehrfach die Verbindungen beider
Krankheiten zueinander durch Wechselwirkungen des Fett- und
Knochenstoffwechsels nachgewiesen werden. Zusatzlich besteht beim alternden
Menschen die Gefahr, an einer Sarkopenie zu erkranken. Dies betrifft vor allem
Frauen wahrend des Klimakteriums. Aufgrund einer damit verbundenen weiteren
Immobilitat und einer Beeinflussung des Knochenstoffwechsels durch die Sarkopenie
gewinnt diese zusétzlich an Bedeutung im Zusammenhang mit der Osteoporose und
dem Metabolischen Syndrom. Da die Hormonersatztherapie durch das erhdhte
Risiko von Brustkrebs und kardiovaskularen Erkrankungen keine Alternative mehr fur
eine Langzeittherapie darstellt, wird nach nebenwirkungsarmeren Optionen gesucht.
Hier wurden in der Phytotherapie mit dem pflanzlichen Steroid Ecdyson bereits
positive Effekte auf die Osteoporose und das Metabolische Syndrom erzielt. Der
vorliegenden Arbeit liegt die Fragestellung zugrunde, inwiefern der Wirkstoff Ecd im
Vergleich mit E2 dazu in der Lage ist, osteoporotischen und sarkopenischen
Veranderungen therapeutisch entgegenzuwirken. Hierzu wurden 40 S.D.-Ratten Uber
einen Zeitraum von vier Wochen die Testsubstanzen per Futter verabreicht. Am
Knochen zeigte sich, dass Ecd in der Lage dazu war, die Flache und Dichte der
Kortikalis im Vergleich zu praovx auszubauen. In der Wirkung auf die Spongiosa,
konnte Ecd eine Verminderung dieses Verlustes verzeichnen. Die Tiere der Ecd-
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Gruppe wiesen eine signifikant groRere endosteale Dichte auf als die Tiere der
Kontrollgruppe. Bei den Serumparametern Osteokalzin und CrossLaps konnte ein
erhohter Spiegel nach Ecd-Gabe festgestellt werden. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zur Kontrollgruppe ausgemacht werden. Es zeigten sich dennoch
deutlich héhere Spiegel als bei der E2-Gruppe. Dies lasst die Schlussfolgerung zu,
dass Ecd sein antiosteoporotisches Potenzial durch kompensatorische Steigerung
des Knochenaufbaus abruft. E2 hingegen vermittelt seine Wirkung durch Hemmung
des Knochenabbaus. An der Muskulatur verzeichneten die Tiere der Ecd-Gruppe die
geringste Dichte und zeigten eine signifikante Abnahme im Vergleich zu den Tieren
prédovx. Aullerdem zeigten sie die groBte Muskelflache aller Tiere.
Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass Ecd sowohl den Stoffwechsel des
Knochens als auch den der Muskulatur positiv beeinflusst und weiterhin einen
hoffnungsvollen  Wirkstoff als Alternative zu E2 in der Therapie der

Osteoporose, des Metabolischen Syndroms und der Sarkopenie darstellt.
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