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I. Einleitung

I. Einleitung

Die zu erwartende Veranderung der Alterstruktur in Deutschland und weltweit wird
durch den immer weiter steigenden Bevolkerungsanteil der tber 60-Jahrigen in den
kommenden Jahren eine zunehmende Herausforderung fir unser Gesundheitssys-
tem darstellen. Die Pravalenz tyischer, mit dem Alter assoziierter Erkankungen wird
deutlich ansteigen. In diesem Zusammenhang stellt das Versiegen der ovariellen
Ostrogenproduktion bei der Frau einen wichtigen Risikofaktor insbesondere fur die
Entwicklung einer Osteoporose dar. Der Ostrogenmangel fiihrt tGiberdies haufig zu
einer Zunahme von vorrangig viszeralem Fettgewebe sowie zu einem Abbau von
Muskulatur, wodurch die Knochengesundheit weiter negativ beeinflusst wird (Fielding
et al. 2011; Wend et al. 2012; Pollock et al. 2010). Die erste klinische Manifestation
der Erkrankung besteht in Fragilitatsfrakturen. Diese Frakturen betreffen haufig das
Becken, den Schenkelhals, aber auch Wirbelkérper und fuhren oftmals zu langen
Krankenhausaufenthalten und Immobilisation, verbunden mit einer hohen Mortalitat
und dem Verlust der Selbststandigkeit. Osteoporose stellt nicht nur ein soziales, son-
dern auch ein wirtschaftliches Problem dar: Die Behandlungskosten fiir die im Jahre
2003allein in Deutschland gezahlten Patienten beliefen sich auf 5,4 Milliarden Euro
(H&aussler et al. 2007). Diese Entwicklungen sind Anlass fur intensive Forschung zur
Entdeckung praventiver Mallnahmen und nebenwirkungsarmer Therapiemdglichkei-
ten der Osteoporose. In diesem Rahmen zeigte das Ecdysteroid 20-OH Ecdyson
(Ecd) ohne bekannte Nebenwirkungen im tierexperimentellen Rahmen vielfach posi-
tive Auswirkungen auf die Knochenqualitat. Zudem konnte durch Ecd die Zunahme
an Fettgewebe reduziert und Muskulatur aufgebaut werden (Seidlova-Wuttke et al.
2010a, Kapur et al. 2008). Die vorliegende Arbeit befasst sich am Tiermodell der ova-
riektomierten Sprague-Dawley-Ratte mit der Wirkung von Ecd auf Fett-, Muskel- und
Knochengewebe, um einen moglichen praventiven Therapieeinsatz des Ecdysteroids

weiter zu prufen.



I. Einleitung

1. Die Osteoporose

1.1 Definition

Die Consensus Development Conference des National Institutes of Health definierte
die Osteoporose als eine systemische Skeletterkrankung, welche mit einer vermin-
derten Knochenmasse sowie einer Verschlechterung der Mikroarchitektur des Kno-
chengewebes einhergeht. Diese qualitativen und quantitativen Veranderungen fuh-

ren zu einer erhéhten Knochenfragilitat, mit der das Frakturrisiko steigt (1993).

Die klinische Definition der Erkrankung ist eng an diagnostische Mal3hahmen gekop-
pelt. Die Diagnosestellung einer Osteoporose erfolgt heutzutage meist Gber die Mes-
sung der Knochenmineralisierungsdichte (BMD) als indirekter Hinweis fur einen Ver-
lust an Knochensubstanz und ein damit assoziiert erhohtes Frakturrisiko (Kanis
2002).

Die BMD lasst sich mittels Dual-X-ray Absorptiometrie (DXA) messen und wird meist
am proximalen Femur oder der Lendenwirbelsdule bestimmt. Die Interpretation der
Messwerte erfolgt in der Regel Gber Bestimmung des von der WHO entwickelten T-
Scores. Dieser basiert auf der Annahme, dass der Mensch seine maximale BMD im
Alter von etwa 30 Jahren erreicht. Diese sogenannte Peak Bone Mass einer Popula-
tion wird als normal verteilt angenommen (Abb. 1). Beim T-Score wird die gemesse-
ne BMD eines Patienten mit dem Mittelwert der BMD einer 30-jahrigen Frau seiner
Population in Relation gesetzt und in Standardabweichungen (SD) angegeben. Der
T-Score ist Grundlage fur die Einteilung in die vier diagnostischen Kategorien der
WHO fir Osteoporose und Osteopenie (s. Tabelle 1): So gilt ein Ergebnis T-Score =
-1 als normal. Eine BMD zwischen -1 und -2,499 SD wird als niedrige Knochenmas-
se (Osteopenie) gewertet. Weicht die BMD mehr als -2,5 SD vom Referenzmittelwert
ab, gilt dies als Osteoporose. Kommen zu einem T-Score < -2,5 eine oder mehrere
Fragilitatsfrakturen hinzu, spricht man von schwerer oder auch manifester Osteopo-
rose (Schuiling et al. 2011). In der Abteilung fur Endokrinologie der Universitadtsmedi-
zin Gottingen wurde ebenfalls ein T-Score fur Ratten entwickelt (Mindliche Mitteilung
der Verfasserin Lal3 2011).
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Abbildung 1: Verteilung der BMD gesunder Frauen zwischen dem 30.- 40. Lebensjahr

T -Score Diagnose
0-0,99 Normalbefund
-1 bis -2,499 Osteopenie
<-2,5 Préklinische Osteoporose
< -2,5 und aktuelle bzw. )

Manifeste Osteoporose
vorhergehende Fraktur

Tabelle 1: WHO-Diagnosekriterien fur Osteopenie und Osteoporose, basierend auf dem T-Score

1.2 Knochen

Der Knochen aller Saugetiere ist ein lebendiges Organ mit einer Vielzahl von Funkiti-
onen und Aufgaben, welchen er zum einen durch seine Materialzusammensetzung,
aber auch durch seinen einzigartigen, strukturellen Aufbau gerecht wird. Die Bildung
eines inneren Skelettes ermdglicht die aufrechte Korperhaltung. Der Knochen dient
ebenfalls als Ansatzpunkt der Muskulatur und vermittelt so Mobilitat. Durch seine

Festigkeit schitzt er lebenswichtige Organe wie das Herz und das zentrale Nerven-
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I. Einleitung

system. Zudem ist der Knochen der grof3te Mineralstoffspeicher und spielt eine ent-

scheidende Rolle bei der Homoéostase von Kalzium, Phosphat und Magnesium.

1.2.1 Anatomie des Knochens

Da sich die vorliegende Arbeit insbesondere mit geometrischen Parametern des
Knochens in der quantitativen Computertomographie beschaftigt, wird zunachst der
makroskopische Aufbau des Knochens am Beispiel des langen Réhrenknochens er-
lautert. Der lange Schaft des Knochens, die Diaphyse, endet in den zwei distalen
Epiphysen, welche an der Bildung der Gelenkflachen beteiligt sind. Epi- und Diaphy-
se sind uber einen Ubergangsbereich, die Metaphyse, miteinander verbunden. Hier
befindet sich auch die Epiphysenfuge, bestehend aus Chondrozyten, tiber welche bis
zum Erlangen der Reife des Knochens dessen Langenwachstum erfolgt. Im Gegen-
satz zum Menschen kommt es bei der Ratte im Laufe des Lebens nicht zu einer Ver-
knécherung der Wachstumsfuge, so dass der Knochen des Nagetiers zeitlebens

waéachst.

Periosteal besteht der Knochen aus Kompakta und endostal aus trabekularem Kno-
chen, der so genannten Spongiosa. Der Knochenmantel umgibt eine zentral gelege-
ne Markhdohle, in der gelbes und rotes Knochenmark zu finden ist. Wahrend das gel-
be Knochenmark vorwiegend aus Fettzellen besteht, ist das rote Knochenmark Ort
der Blutbildung sowie primares lymphatisches Organ fir die Pragung von B-
Lymphozyten. Mikroskopisch betrachtet setzt sich das Stitzgewebe Knochen aus
zellularen Anteilen und der sie umgebenden Extrazellularen Matrix (EZM) zusam-

men.

1.2.1.1 Knochenzellen

Zu den knochenspezifischen Zellen zahlen im Wesentlichen drei Zelltypen: Die Oste-
oblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Osteoblasten sind knochenbildene Zellen,
welche den organischen Teil der EZM synthetisieren und sezernieren. Sobald dieses
sogenannte Osteoid kalzifiziert, werden Osteoblasten zu Osteozyten. Die Funktion
der Osteozyten konnte bislang noch nicht mit letzter Sicherheit geklart werden, es
wird ihnen jedoch als Mechanosensoren eine regulatorische Funktion bei der Auf-

rechterhaltung der strukturellen Integritdt des Knochens zugeschrieben (Schaffler et
9



I. Einleitung

al. 2014). Sie sind von ihrer mineralisierten EZM eingemauert, stehen aber tber klei-
ne Knochenkanale mit weiteren Osteozyten und dem Blutgefa3system in Kontakt.
Der dritte Zelltyp sind Osteoklasten; dies sind mehrkernige, phagozytierende Zellen,

die auf die Resorption mineralisierter Knochenmatrix spezialisiert sind.

1.2.1.2 Knochenmatrix

Die Knochenmatrix ist ein Zweiphasenmaterial aus einer festen, mineralischen Phase
in enger Verbindung mit einer organischen Phase. Die organische Matrix besteht
vorwiegend aus knochenspezifischem Typ 1-Kollagen. Dieses fibrillare Protein wird
in Lamellen angeordnet, welche durch Quervernetzungen miteinander verbunden
werden. Zwischen die Kollagen-Fibrillen lagert sich die mineralische Phase aus Hyd-
roxylapaptit ein, welche dort kalzifiziert. Diese Materialverbindung vermittelt zum ei-
nen Festigkeit, aber auch Flexibilitat, so dass der gesunde Knochen Energie absor-

bieren kann ohne dabei zu verformen oder zu brechen (Seeman 2007).

1.2.1.3 Knochenfeinbau

Eine besondere Eigenschaft des Knochens ist seine Festigkeit bei gleichzeitig niedri-
gem Gewicht: Man unterscheidet anhand der Anordnung der EZM zwei Arten von
Knochen: ¥ der Knochenmasse besteht aus Spongiosa und % aus Kompakta.
Spongiosa — auch trabekularer Knochen genannt - ist durch flachige, parallel zur
Oberflache verlaufende Lamellen charakterisiert, welche durch Verbindungspunkte
miteinander vernetzt sind. Durch die belastungsabhangige Anordnung dieser Lamel-

len passt sich der spongidse Knochen mittelfristig an Belastungssituationen an.

Die Kompakta bildet einen festen Knochenmantel um die Markhohle und die Spon-
giosabéalkchen. Die Grundeinheit des kompakten Knochens sind Osteone, bestehend
aus ca. 5-20 Knochenlamellen, die konzentrisch um den zentral gelegenen Havers-
kanal angeordnet sind. Im Inneren der Havers-Kandale befinden sich Gefal3e und
Nerven. Osteone verlaufen durch Schaltlamellen miteinander verwoben und parallel
Uberlappend in Langsrichtung der langen Rohrenknochen. Sie tragen einen wichti-
gen Teil zur Stabilitdt und mechanischen Widerstandsfahigkeit des Knochens bei

(Seeman und Delmas 2006).

10
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1.2.2 Physiologie des Knochens

1.2.2.1 Modeling und Remodeling

Als lebendiges Kompartiment herrschen im Knochengewebe standige Umbaupro-
zesse vor, welche auch als Modeling und Remodeling bezeichnet werden. Diese er-
madglichen zum einen die Ausbesserung von Mikroschdden. Zum anderen wird der
Knochen in seiner Architektur an die mechanische Belastung adaptiert. Der Umbau
erfolgt in temporaren, anatomischen Einheiten, welche als basic multicellular units
(BMU) bezeichnet werden: Eine voranschreitende Gruppe Osteoklasten resorbiert
Knochenmatrix, welche durch nachfolgende knochenbildende Osteoblasten wieder
ersetzt wird (Jilka 2003). Geschatzt werden durch Remodelingvorgange jahrlich 10%
der gesamten Knochenmasse ersetzt (Manolagas 2000). Wéahrend des Wachstums,
bis zum Erreichen der Peak Bone Mass, fiihrt der Knochenumbau sowohl beim Men-
schen als auch bei der Ratte zu einer Verdickung von Kortikalis und Spongiosatrabe-
keln. Ob der Knochenumbau in der Summe zu einem Knochenauf- oder abbau fuhrt,
wird vor allem durch die Anzahl der aktiven Osteoblasten bzw. Osteoklasten inner-
halb der BMUs bestimmt. Die Balance zwischen Proliferation und Apoptose der Os-
teoblasten und Osteoklasten ist determinierend fir die Initiierung neuer BMUs, sowie
fur das Fortschreiten und die Begrenzung der Lebensdauer bereits existierender
BMUs (Manolagas 2000).

1.2.2.2 RANK/RANKL/OPG-System
Die Proliferation von Osteoblasten und Osteoklasten ist ein eng miteinander gekop-
pelter Prozess, der von Zell-Zell-Interaktionen und lokal produzierten Faktoren ab-
hangt: Beide Knochenzelltypen entwickeln sich aus Stammzellen, die sich im Kno-
chenmark befinden. Osteoblasten entstehen aus mesenchymalen Stammzellen
(MSC). Sie bendtigen fur die Osteoblastogenese eine Vielzahl an lokal produzierten
Transkriptionsfaktoren wie runt-related transcription factor 2 (Runx-2), bone morpho-
genic proteins (BMP) und Osterix. Diese Faktoren werden teils durch Osteoklasten
sezerniert (Silva und Branco 2011). Osteoklasten entwickeln sich aus hamatopoeti-
schen Stammzellen (Manolagas und Jilka 1995). Fur die Differenzierung zu Osteo-
klasten wird zum einen das Zytokin macrophage colony stimulating factor (M-CSF)
bendtigt (Yoshida et al. 1990). Zudem bedarf es des receptor activator of NFkB lig-
and (RANKL), eines Mitglieds der Tumornekrosefaktor (TNF) -Superfamilie. Er akti-
11
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viert den membranstandigen Rezeptor receptor activator of NFKB (RANK), der sich
auf Osteoklasten, wie auch deren Vorlauferzellen, befindet. RANKL wird vor allem als
membranstandiges Protein von Zellen der osteoblastischen Linie, aber auch von Im-
munzellen exprimiert. Es stimuliert die Differenzierung zu reifen Osteoklasten sowie
deren resorbierende Aktivitat (Silva und Branco 2011). An RANK kann jedoch auch
ein weiterer Ligand der TNF-Superfamilie binden: Das l6sliche Protein Osteoprotege-
rin (OPG). OPG verhindert durch seine Bindung die RANK/RANKL-Interaktion und
hemmt somit die proresorptive Wirkung von RANKL. OPG wird insbesondere von
osteoblastischen Zellen und B-Lymphozyten gebildet (Li et al. 2007). Viele Faktoren
beeinflussen den Knochenstoffwechsel liber eine Veranderung des Gleichgewichtes
zwischen RANKL und OPG (Hofbauer und Schoppet 2004). Dazu zahlen Steroid-
hormone wie Ostrogene, Vitamin D (VD) aber auch die proinflammatorischen Zytoki-
ne Interleukin (IL) 1, IL 6, IL 11 und TNF a (Braun und Schett 2012, Silva und Branco
2011).

RANKL <>
e L L @ M-CFU
- e o U8

5

Hemmung (\
durchorc B N PN ° Osteoklastische
A4 Vorlauferzelle

Aktivierung \
durch RANKL L
Mehrkerniger
<> Osteoklast
: oS
¢ v 00 Reifer Osteoklast
Osteoblasten

Aktivierter
Osteoklast

Abbildung 2: Der Wirkmechanismus von RANK, RANKL, OPG
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1.3 Knochen und Ostrogene

Ostrogene gehoren zur Gruppe der Steroidhormone. Sie werden bei der Frau vor-
wiegend in den Ovarien gebildet. Geringe Mengen entstehen auch in den Hoden des
Mannes, sowie im Fettgewebe. Die Wirkung erfolgt Giber Bindung an die Ostrogenre-
zeptoren (ER) a und ERp, welche in einer Vielzahl von Geweben zu finden sind und

dort spezifische Wirkungen zeigen (Seidlova-Wuttke et al. 2008b).

Fur den Knochen haben Ostrogene wichtige regulatorische Funktionen fiir das Ske-
lettwachstum, indem sie wéhrend der Pubertat zum Schluss der Epiphysenfuge fuh-
ren. Bei erwachsenen Frauen spielen sie eine Schltsselrolle bei der Aufrechterhal-
tung der Knochenmasse: Ostrogene vermitteln eine verminderte Proliferation sowohl
von osteoblastischen als auch von osteoklastischen Vorlauferzellen. Ebenso haben
Ostrogene Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und -
formation: Sie haben einerseits eine lebensverlangernde Wirkung auf Osteoblasten
und Osteozyten. Auf Osteoklasten hingegen wirken Ostrogene proapoptotisch (Ma-

nolagas et al. 2002).

1.4 Die postmenopausale Osteoporose

Mit dem Beginn der Menopause und den fehlenden osteoprotektiven Wirkungen der
Ostrogene steigt das Risiko fur Frauen, eine Osteoporose zu entwickeln, stark an.
Die postmenopausale Osteoporose (Typ |) ist neben der senilen Osteoporose (Typ 1)
die haufigste Form dieser Erkrankung und ist ein Hauptgegenstand der vorliegenden
Arbeit.

Nach Erreichen der Peak Bone Mass im jungen Erwachsenenalter nimmt die trabe-
kulare Knochenmasse bei normalen Spiegeln der Sexualhormone sowohl bei Man-
nern als auch bei Frauen langsam ab. Mit dem Versiegen der ovariellen Ostrogen-
produktion kommt es bei der Frau dann zu einer Phase des massiv gesteigerten Ab-
baus von sowohl trabekularem als auch kortikalem Knochen (Riggs et al. 2008). Die-
se sogenannte akzellerierte Phase dauert zwischen 5-10 Jahre nach der Menopause
an und geht dann in eine Phase des langsameren Knochenverlusts tber, welcher

zeitlebens andauert (Riggs 2002).

13
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Die durch das Ostrogendefizit induzierte Verschiebung des RANKL/OPG-
Gleichgewichts fuhrt dazu, dass mehr Knochenvolumen resorbiert wird als nachge-
bildet werden kann. Zudem nimmt durch die verlangerte Lebenszeit der Osteoklasten
die Tiefe der Resorptionslakunen zu. Es kommt zur Fraktur von Spongiosatrabekeln
sowie zum Verlust trabekuléarer Verbindungspunkte. Der kortikale Knochen wird in
der ersten Phase subendokortikal ausgediinnt, so dass etwa ein Drittel des Cortex
Spongiosa-ahnliche Charakteristika annimmt (Chavassieux et al. 2007). Verscharft
wird die Problematik der Remodeling Imbalance durch die zuséatzlich gesteigerte Initi-
ierung neuer BMUs und einen damit gesteigerten Knochenumsatz (Riggs 2002). Im
Rahmen des Remodeling entsteht Knochen, welcher zun&chst wenig mineralisiert ist.
Erst durch die sekundare Mineralisierung, welche innerhalb von 24-36 Monaten statt-
findet, gewinnt der Knochen zunehmend mechanische Stabilitat. Im Zustand des Ost-
rogenmangels steigt also durch den vermehrten Knochenumsatz der Anteil des nur

primar mineralisierten, weniger stabilen Knochens (Boivin et al. 2009).

In der zweiten Phase des Knochenverlusts dominiert der fortschreitende Abbau tra-
bekularen Knochens. Die der veranderten Dynamik des Knochenabbaus zugrunde-
liegenden Mechanismen sind bislang ungeklart. Der Verlust an Knochenmasse, die
veranderte Mikroarchitektur wie auch qualitative Aspekte nehmen dem Knochen Sta-
bilitat und fuhrt zu einer immer weiter steigenden Inzidenz von Fragilitatsfakturen
(Khosla et al. 2011).

1.5 Die ovx Ratte als Tiermodell der postmenopausalen Osteoporose

Die ovariektomierte (ovx) Ratte gilt als etabliertes Tiermodell, das in vielerlei Hinsicht
vergleichbare Reaktionen auf Ostrogene aber auch auf ein Ostrogendefizt wie der
menschliche Kdrper zeigt (Jelinsky et al. 2008).

Die ovarielle Ostrogenproduktion der weiblichen Ratte beginnt zwischen dem 35.-40.
Lebenstag der Tiere und dauert bis zu einem Alter von etwa 18 Monaten an (Seidlo-
va-Wuttke et al. 2008b). Ab einem Alter von drei Monaten erreicht die weibliche Ratte
ihre Geschlechtsreife. Mit drei Monaten erreicht die Ratte ebenfalls ihre Peak Bone
Mass. Der zum Beispiel durch eine Ovariektomie (Ovx) herbeigefiihrte Ostrogen-
mangel wirkt sich auf die Knochen der Ratte sehr &hnlich wie bei Frauen wahrend

des Klimakteriums aus. Es kommt initial zu einer Phase beschleunigten Knochenab-
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baus, in der die Knochenumsatzrate stark ansteigt und in der Summe die Knochen-
resorption gegenuber der Knochenformation tberwiegt (Dempster et al. 1995). Diese
Verédnderungen zeigen sich bereits zwei Wochen nach Ovx in der proximalen, meta-
physalen Tibia durch einen progressiven Verlust trabekularer Knochensubstanz. Ins-
besondere diese Knochenregion reagiert sehr sensibel auf Anderungen des Ostro-
genspiegels (Seidlova-Wuttke et al. 2008b). Der gesteigerte Knochenumsatz spiegelt
sich bei Mensch und Ratte serologisch in erhdhten Osteokalzin (OC) und Crosslaps
(CL) Spiegeln wider. Auch bei der Ratte reagiert der kortikale Knochen weniger sen-
sibel auf das Ostrogendefizit als der trabekulare Knochen (Turner et al. 1987). Die
Erweiterung der Markhohle gilt in diesem Zusammenhang als indirekter Parameter
fur kortikalen Knochenverlust. Es kommt zu endostaler Knochenresorption und peri-
ostealer Knochenapposition (Lelovas et al. 2008). Etwa 100 Tage nach Ovx geht
diese initiale Phase in die Phase des langsameren Knochenverlustes tber (Wronski
et al. 1989). Samtliche Therapien, die in der Behandlung postmenopausaler Osteo-
porose Anwendung finden, konnten auch den Verlust an Knochensubstanz bei der
ovx Ratte teilweise oder komplett aufhalten. Als wirksam erwiesen sich unter ande-

rem Ostrogene, Vitamin D - Analoga, Bisphosphonate und SERMs (Kalu 1991).

Eine international gultige Definition der Osteoporose bei der Ratte existiert bislang
nicht. Wie bereits einleitend erwéhnt, wurde in der Abteilung fir Endokrinologie der
Universitadtsmedizin Gottingen ein T-Score fur Ratten entwickelt (Mindliche Mitteilung
von Laf 2011). Er dient als Vergleichsmald zur Einordnung der BMD nach Ovx. Die
Referenzwerte wurden aus Knochendichtebestimmungen von 1437 intakten, drei
Monate alten, sojafrei - ernahrten, weiblichen Sprague-Dawley-Ratten ermittelt. Die

entsprechenden Dichtewerte sind der folgenden Tabelle 2 zu entnehmen.

15



I. Einleitung

T-Score Befund Dichte
T-Score = -1 Normalbefund Dichte: > 239 mg/cm3
T-Score -1 bis -2,5 Osteopenie Dichte: 239 - 200,9 mg/cm?3
T-Score <£-2,5 Osteoporose Dichte : <200,9 mg/cm3

Tabelle 2: Definition der Osteoporose der Ratte anhand des T-Scores (Miindliche Mitteilung von Laf3 2011)

1.6 Diagnhostik

Mit der voranschreitenden Osteoporose gehen sowohl quantitative als auch qualitati-
ve Veranderungen des Knochens einher, welche zu einer verminderten Knochensta-
bilitat fuhren. Diese Veranderungen lassen sich durch verschiedene diagnostische
MalRnahme messen und liefern unterschiedliche Aspekte zur Einschatzung des indi-

viduellen Frakturrisikos.

1.6.1 Dual-X-Ray Absorptiometrie (DXA)

Der Goldstandard in der klinischen Diagnostik, aber auch in der Forschung der Oste-
oporose ist bislang die Messung der BMD per DXA. Demzufolge gibt es einen gro-
Ben Bestand an Referenzdaten, die eine zuverladssige Interpretation der Messdaten
ermdglichen. Die DXA ermdglicht die Erstellung 2-dimensionaler Bilder, bei denen
der Knochenmineralgehalt einer Flache (g/cm2?) gemessen wird (Lane 2006). Eine
Unterscheidung zwischen kortikalem und trabekularen Knochen ist jedoch nicht mog-
lich.

1.6.2 Quantitative Computertomographie

Die quantitative Computertomographie (qCT) ist ebenfalls eine Bildgebungstechnik,
mit der sich die BMD ermitteln lasst. Der Computertomograph wird mit Hilfe eines
Phantoms auf die standardisierte Dichte von Hydroxylaptitkristallen kalibriert (Lane
2006). Mit spezieller Software lassen sich per qCT volumetrische Messungen der
BMD (g/cm3) erstellen.
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Das gCT kann im Gegensatz zur DXA zwischen kortikalen und trabekuléren Kno-
chendichten unterscheiden und die jeweilige BMD separat ermitteln. Des Weiteren
lassen sich durch die Gewinnung dreidimensionaler Daten Aussagen uber die Geo-
metrie des Knochens treffen, welche ebenfalls ein Stabilitatskriterium des Knochens

darstellt. Das qCT liefert somit wertvolle zusatzliche Informationen.

Nachteile sind eine hohe Strahlenbelastung und héhere Kosten. Zudem sind die ge-
wonnenen BMD-Ergebnisse nicht unmittelbar auf die WHO-Diagnosekriterien tber-
tragbar (Brunader und Shelton 2002; Lane 2006). Aus diesen Griinden findet das

gCT bislang vor allem Anwendung in wissenschaftlichen Arbeiten.

1.6.3 Biochemische Marker

Bei allen bisher untersuchten Saugetieren liegen die Ursachen fir die Entwicklung
einer Osteoporose liegen meist in einer Veranderung des Gleichgewichtes zwischen
Knochenresorption und -formation. Fur beide Stoffwechselvorgange gibt es bioche-
mische Marker, die sich im Serum und Urin nachweisen lassen und positiv mit den
entsprechenden Prozessen im Knochen korrelieren. Parameter, die bei der Kno-
chenbildung entstehen, sind zum einen die knochenspezifische alkalische Phospha-
tase (AP) sowie Osteokalzin (OC). Beim der Resorption von Knochensubstanz las-
sen sich Abbauprodukte des knochenspezifischen Typ 1 Kollagens nachweisen, wel-
che als cross-linked telopeptides oder auch Crosslinks (CL) bezeichnet werden
(Szulc und Delmas 2008).

Die Biomarker kbnnen Informationen Uber qualitative Aspekte des Knochens liefern.
Sie geben Hinweise auf das Ausmald der Remodelingvorgdnge und somit auch auf
das vermehrte Vorliegen weniger mineralisierten Knochens als Risikofaktor fur das

Auftreten von Fragilitatsfrakturen (Boivin et al. 2009).

In Studien erwiesen sich insbesondere die Marker der Knochenresorption als geeig-
neter Parameter zur Verlaufskontrolle von TherapiemalRnahmen sowie als sensibler
Pradiktor fir das Auftreten von Fragilitatsfrakturen, auch unabhangig von der BMD
(Sonay-Rendu et al. 2005, Vasikaran et al. 2011).
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1.7 Pravention und Therapiemd&glichkeiten

Viele Jahre wurden die postmenopausale Osteoporose und auch weitere klimakteri-
sche Beschwerden erfolgreich mit Ostrogen-/Gestagenpreparaten behandelt. Aller-
dings stellte sich in verschiedenen Studien unter Therapie ein erheblich erhéhtes Er-
krankungsrisiko fir Brustkrebs sowie Herzinfarkte, Schlaganfélle und tiefe Beinven-
enthrombosen heraus (Beral 2003, Rossouw et al. 2002). Seitdem rat die Women’s
Health Initiative (WHI) von der sogenannten Hormonersatztherapie (HRT) zur Préa-
vention und Behandlung der postmenopausalen Osteoporose ab. Die Hormonbe-
handlung mit Ostrogenen wird heute nur noch in niedrigster Dosierung lber einen
begrenzten Zeitraum zur Behandlung neurovegetativer Beschwerden empfohlen
(Kanis et al. 2008).

Ist es bereits zu einer signifikanten Abnahme der Knochensubstanz im Sinne einer
Osteoporose gekommen, ist es therapeutisch nur noch schwer moglich, den Kno-
chen wieder neu aufzubauen und zu stabilisieren. Somit ist es sinnvoll, Risikogrup-
pen zu identifizieren, um maoglichst frihzeitig Praventionsmaflinahmen zu treffen so-
wie diagnostische und therapeutische MalRnahmen einzuleiten und der Entwicklung
einer manifesten Osteoporose entgegenzuwirken. Es gibt mehrere, Risikofaktoren
mit unterschiedlicher Wichtung, die das Auftreten der Erkrankung wahrscheinlicher
machen: Dazu z&hlen Alter und Geschlecht, Hormonstatus, eine niedrige Peak Bone
Mass, die Langzeiteinnahme von Protonenpumpeninhibitoren oder Glukokortikoiden,
chronisch entzundliche Erkrankungen, familiare Vorbelastung und Nikotinabusus.
Der DVO sieht in den aktuellen Leitlinien vor, dass postmenopausale Frauen bereits
prophylaktisch fir eine optimale Versorgung mit Kalzium (mind. 1000 mg/Tag durch
die Nahrung und sonst supplementiert) sowie bei geringer Sonnenexposition zusatz-
lich Vitamin D (800-1000 IU/ Tag) sorgen sollen (DVO 2014). Anhand der individuel-
len Risikokonstellation empfielt der DVO die Durchfihrung einer sogenannten Basis-
diagnostik mittels DXA Knochendichtemessung und Laborchemie und ggf. neben
einer gesichterten Kalzium- und Vitamin D-Zufuhr, die Einleitung einer speziellen an-

tiosteoporotischen Therapie.

Die heute zur Verfigung stehenden Medikamente zur routinemalligen Behandlung

manifester Osteoporose haben antiresorptive oder osteoanabole Wirkung. Bisphos-
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phonate werden seit Gber 30 Jahren in der klinischen Praxis angewandt. Sie wirken
durch eine Hemmung der Osteoklastenaktivitat und fiihren zu einer geringen Zunah-
me der BMD (Drake et al. 2008). Ebenfalls resorptionshemmend wirken der selektive
Ostrogenrezeptor-Modulator (SERM) Raloxifen wie auch der monoklonale humane
Antikdrper gegen RANKL namens Desunomab (Harris et al. 2012). Eine geflirchtete
Nebenwirkung von Bisphosphonaten und Desunomab ist die aseptische Kiefernekro-
se (Lems und den Heijer 2013). Eine weitere therapeutische Strategie liegt in der
intermittierenden Erhéhung des Parathormon (PTH) -Spiegels. Dies fuhrt zu einer
Zunahme der Anzahl und Aktivitdt der Osteoblasten, die eine Zunahme der Kno-
chenmasse und eine verbesserte Architektur von trabekularem und kortikalem Kno-
chen mit sich bringen (Kanis et al. 2008). Strontiumrelanat ist das einzige zugelasse-
ne Medikament, das sowohl antiresorptive als auch knochenbaustimulierende Wir-
kung hat (Cesareo et al. 2010).

2. Die Fettleibigkeit

Ebenso wie die Osteoporose ist auch die Fettleibigkeit ein in der Gesellschaft zu-
nehmendes Gesundheitsproblem. Insbesondere viszerales Fettgewebe gehért zu
den Hauptrisikofaktoren fir die Entwicklung von Diabetes und kardiovaskularen Er-
krankungen. Mit der Menopause kommt es bei vielen Frauen zur Gewichtszunahme
und insbesondere zur gesteigerten Auspragung von viszeralem Fettgewebe (Wend
et al. 2012). Zudem hat Fettleibigkeit auch Auswirkungen auf die Knochengesund-
heit. Lange Zeit wurde vermutet, die mit der Fettleibigkeit verbundene erhdhte Kor-
permasse stelle einen mechanischen Stimulus dar, der zur Proliferation von Osteo-
blasten fiihre und somit osteoprotektive Wirkung habe (Zhao et al. 2008). In mehre-
ren Studien wurde aber nun festgestellt, dass sich insbesondere Fettzellen vom vis-
zeralen Typ negativ auf den Knochen auswirken und die Entwicklung einer Osteopo-
rose begunstigen (Pollock et al. 2010). Adipozyten sind neben ihrer Speicherfunktion
auch als endokrines Gewebe aktiv: Besonders Fettzellen des viszeralen Typs sezer-
nieren proinflammatorische Zytokine und Hormone wie IL-6, TNF a, Adiponektin und
Leptin. Die chronisch erhtéhten Entzindungsmediatoren fiuhren Uber das

RANKL/RANK/OPG Gleichgewicht zu einer vermehrten Knochenresorption (Cao
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2011). Adipozyten und Osteoblasten stammen beide von pluripotenten, mesen-
chymalen Stammzellen (MSC) ab (Zhao et al. 2008).

7 Myoblasten
@ — Adipozyten

\5 Qsteoblasten

— Fibroblasten

Chondrobasten

Abbildung 3: Differenzierungsmaoglichkeiten mesenchymaler Stammzellen

Abhéangig davon welche Wachstums- und Transkriptionsfaktoren ausgeschuttet wer-
den, entwickelt sich die Stammzelle in den einen oder den anderen Zelltyp. Essentiell
fur die Adipogenese ist das Vorhandensein und die Aktivierung der Peroxsiomen-
Proliferator-aktivierten-Rezeptoren (PPAR) Subtyp y, welche durch Fettsauren akti-
viert werden (Gottlicher et al. 1992, Bocos et al. 1995). Entscheidend fir die Diffe-
renzierung von MSC zu Osteoblasten ist der Transkriptionsfaktor Runx-2. Die Ex-
pression der Faktoren, welche die Adipogenese bahnen, ist mit der Herunterregulati-
on der Faktoren, welche die Osteoblastogenese beginstigen verbunden und umge-
kehrt (Valentini et al. 2011). Mit steigendem Alter, kommt es zu einer Verlagerung
des Gleichgewichts zu Gunsten der Adipozyten mit einer zunehmenden Verfettung
des Knochenmarks. Syed et al. (2008) stellten fest, dass Ostrogene auch in diesem
Kontext regulatorische Funktion zu haben scheinen, welche die Differenzierung zu
Osteoblasten begunstigt. Zudem wurde ein erhdhter Fettgehalt des Knochenmarks
bei Patienten mit Osteoporose festgestellt (Verma et al. 2002). Inwiefern die Ge-
samtkorperfett und der Fettgehalt des Knochenmarks in Zusammenhang stehen oder
als voneinander unabhangige Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Osteoporose

wirken, ist bisher noch nicht eindeutig geklart (Sheu und Cauley 2011).

Auch die Fettzellen und Fettdepots der Ratte reagieren auf Ostrogenschwankungen.
An den unteren Extremitaten wurde das sogenannte ,paratibiale Fettdepot® identifi-
ziert, welches sich im qCT gut darstellen lasst. Es reagiert sehr sensibel auf Ostro-

gen, indem es nach Ovx an GroRe zunimmt und durch Ostrogen-Gabe wieder kleiner
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wird. Analog dazu verhalten sich schwerer zu quantifizierende, abdominale Fettde-
pots (Seidlova-Wuttke et al. 2003b).

2.1 Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)

Die PPAR gehoren ebenfalls zur Superfamilie nuklearer Hormonrezeptoren. Die Isof-
ormen a, 3/6 und y liegen in unterschiedlichen Geweben vor und nehmen aktivieren-
den bzw. supprimierenden Einfluss auf die Transkription von Genprodukten des Glu-
kose- und Fettstoffwechsels (Grygiel-Gorniak 2014). Sie liegen haufig auch ohne Ak-
tivierung durch Liganden - Fettsdure Derivate, Leukotriene, Eicosanoide - als Hete-
rodimer mit dem RXR im Zellkern vor. Abhangig von Lokalisation, Subtyp, Ligand
und verschiedenen Kofaktoren bzw. Kosuppressoren binden sie als Transkriptions-
faktoren an jeweils spezifische, responsive DNS Abschnitte. PPARa findet sich vor
allem in stoffwechselaktiven Geweben wie Herz- und Skelettmuskulatur, aber auch in
der Leber und in braunem Fettgewebe. Aktivierung fuhrt zu einer Abnahme von Trig-
lycerid- und Cholesterinspiegel, zu einer Reduktion des Korperfetts sowie einer veri-
derten muskuléaren und hepatischen Steatosis (Michalik et al. 2006). PPARYy findet
sich insbesondere im Fettgewebe, fordert die Lipidsynthese und ist essentiell fur die
Differenzierung von MSC zu Adipozyten. Die Isoform PPARGJ ist bislang am wenigs-
ten erfortscht. Sie findet sich zu Grol3teilen in Skelettmuskelzellen und tragt dort zur
Verwertung von Fettsauren bei. Des Weiteren fuhrt die Aktivierung des PPARYS in
Zusammenhang mit kérperlicher Aktivitat auch zur Differenzierung von Muskelzellen
(Ehrenborg und Kroog 2009).

3. Die Sarkopenie

Mit steigendem Lebensalter kommt es haufig zu einer progredienten Abnahme von
Masse und Kraft der Skelettmuskulatur. Zu den multifaktoriellen Griunden fur die
Entwicklung der so genannten Sarkopenie zahlen unter anderem — soweit im hiesi-
gen Sachzusammenhang relevant — verminderte korperliche Betatigung, die Meno-
pause, Fettleibigkeit und ein Vitamin D-Mangel (Fielding et al. 2011). Ostrogenen
wird hier vor allem ein wichtiger Einfluss auf die Muskelqualitdt zugeschrieben, der
sich in der Menopause durch eine zusatzliche Abnahme der Muskelkraft von 10-15%
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zeigt. Hervorzuheben ist auch die Rolle des Fettgewebes: Insbesondere viszerales
Fettgewebe wirkt durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine katabol auf
Muskelzellen und begunstigt die Progredienz der Sarkopenie (Schrager et al. 2007).
Folgen der Sarkopenie sind abnehmende korperliche Betéatigung, sowie ein Verlust
an Selbststandigkeit und Lebensqualitat der Betroffenen (Lowe et al. 2010; Sirola
und Kroger 2011).

Die Sarkopenie und Osteoporose treten haufig gemeinsam auf und teilen gemein-
same Risikofaktoren. Muskulatur und Knochen bilden zusammen die muskuloskele-
tale Einheit. Muskelkontraktionen tbertragen Kraft auf den Knochen, welcher sich auf
den mechanischen Stimulus hin architektonisch an die Belastung anpasst. Mit nach-
lassender korperlicher Betatigung und erhohter Fallneigung steigt das Risiko fur Os-
teoporose und das Auftreten von Fragilitatsfrakturen.

4. Vitamin D

4.1 Hormonsynthese

Die Synthese des Steroidhormons Vitamin D (VD) erfolgt in mehreren Schritten. In
diesem Rahmen kommt es in der Haut UVB-strahlenabhangig zur Umwandlung von
7- Dehydrocholesterol zu Cholecalciferol, welches auch medikamentds substituiert
werden kann. Cholecalciferol wird in der Leber zu seiner zirkulierenden Speicher-
form, 25-(OH) Cholecalciferol hydroxyliert. Durch eine weitere Hydroxylierung in der
Niere wird diese Speicherform in die biologisch aktive Form des VD umgewandelt: 1-
alpha, 25 (OH)2 Cholecalciferol; auch als Calcitriol bezeichnet. Dieser Umwand-
lungsprozess wird eng reguliert: Niedrige Kalizum- und Phosphatwerte im Serum so-

wie ein erhéhtes PTH stimulieren den Aktivierungsprozess zu Calcitriol (Lips 2006).

4.2 Vitamin D-Rezeptor

Calcitriol wirkt Gber die Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR). Der VDR gehdort
zur Superfamilie der nuklearen Steroidhormon Rezeptoren und liegt grof3tenteils als
klassischer Steroidrezeptor intrazellular vor. Er liegt in Teilen aber auch membrange-

bunden vor. Bei intrazellularer Bindung von Calcitriol bildet der VDR ein Homodimer
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mit einem weiteren VDR beziehungsweise dimerisiert er klassischer Weise mit dem
Retinoid X-Rezeptor (RXR). Der gebildete Komplex wirkt als Transkriptionsfaktor
modulatorisch auf die Auspragung verschiedener Gene (Mangelsdorf et al. 1995).
Die Zellantwort manifestiert sich in Teilen innerhalb weniger Minuten, bzw. mehreren

Stunden bis Tagen nach der Hormoneinwirkung.

4.3 Vitamin D-Wirkung

Die Wirkung von VD auf den Knochen ist vorwiegend anabol. Zum einen hat es regu-
latorische Funktionen bei der Homdostase des Mineralstoffhaushalts. Durch die Ex-
pression entsprechender Membranproteine wird die enterale Kalziumabsorption er-
hoht, sowie die Ausscheidung von Kalzium Uber die Nieren vermindert. Dies fordert
die Knochenmineralisierung und wirkt somit stabilisierend auf den Knochen (Meyer
2005; Jurutka et al. 2007). Es wurden ebenfalls direkte Wirkungen von VD auf die
Knochenzellen beschrieben. Ein einheitliches Modell dazu fehlt bislang jedoch (Lie-
ben und Carmeliet 2012). Durch die Induktion verschiedener Gene, wie dem Tran-
skriptionsfaktor Runx-2, kommt es zur vermehrten Proliferation und Aktivitat von os-
teoblastischen Zellen. Zudem wurden in vitro anti-apoptotische Effekte durch VD bei
Osteoblasten beobachtet (Jurutka et al. 2007). Ein VD Mangel und damit verbunde-
ne, niedrige Serumkalzium Spiegel begunstigen im Gegenzug die Entwicklung einer
Osteoporose. Durch die Hypokalziamie kommt es zur Ausschittung von PTH, wel-
ches eine gesteigerte Mobilisation von Kalzium und Phosphat aus dem Knochen
vermittelt. Es folgen eine Stdrung von Mineralisierung und Remodelingvorgangen
des Knochens mit einem erhdhten Frakturrisiko (Holick 2007, Wacker und Holick
2013).

Des Weiteren sind eine Vielzahl extraskeletaler Wirkungen von VD bekannt. Die Me-
taanalyse von funf klinischen Studien mit insgesamt 1237 Teilnehmern zeigte, dass
die Substitution von zusatzlichem VD das Sturzrisiko um bis zu 22% senken konnte
(Bischoff-Ferrari et al. 2006). Ebenso senkte die finfmonatige Substitution von tag-
lich 800 IE Cholecalciferol bei Patienten in einem Pflegeheim das Sturzrisiko um 72%
(Broe et al. 2007). Die hochsignifikante Reduktion eines wichtigen Risikofaktors flr
das Auftreten osteoporoseassoziierter Frakturen, wird der muskelstadrkenden Wir-

kung von VD zugeschrieben. Eine nachgewiesene Zunahme des Durchmessers und
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der Anzahl schneller Typ Il Muskelfasern nach VD Substitution ist mit einer verbes-
serten Muskelfunktion assoziiert (Sato et al. 2005). Der Zustand des VD Mangels
fuhrt hingegen zu einer Schwachung der Skelettmuskulatur (Holick 2007).

Eine weitere extraskeletale Wirkung besteht in einer Interaktion zwischen VD und
dem Fett- und Glukosestoffwechsel. Niedrige VD-Spiegel werden mit einer erhéhten
Korperfettmasse assoziiert - insbesondere mit dem Vorkommen von vermehrtem ab-
dominellem Fettgewebe (Liel et al. 1988, Ford et al. 2005). Kong 2006 demonstrier-
ten an 3T3-L1 Stammzellen, dass VD die Adipogenese Uber eine Hemmung von
PPARy hemmen kann.

5. Ecdyson

Nachdem das enorme Risikoprofil der HRT als Therapie postmenopausaler Be-
schwerden und Osteoporose bekannt wurde (Rossouw et al. 2002), begann eine in-
tensive Suche nach Alternativen. Die endokrinologische Abteilung der Universitats-
medizin Gottingen hat sich in diesem Zusammenhang mit der Pflanze Tinospora cor-
difolia beschaftigt, welche aus der Ayurveda Medizin bekannt ist. Kapur et al. 2008
stellten eine antiosteoporotische Wirkung der Pflanze fest und das Ecdysteroid 20-
OH-Ecdyson (Ecd) wurde als aktiver Wirkstoff identifiziert (Seidlova-Wuttke et al.
2010a). Dies war der Beginn einer intensiven Forschung der Abteilung unter Leitung

von Prof. Wuttke auf diesem Gebiet.

5.1 Die Ecdysteroide

Ecdysteroide sind Steroidhormone der Arthropoden, die regulatorische Funktionen
bei deren Verpuppung bzw. Hautung haben. Sie finden sich allerdings auch in Pflan-
zen, wo sie oft in hdheren Konzentrationen angereichert sind und sich gut zu For-
schungszwecken isolieren lassen (Dinan und Lafont 2006). Ecdysteroidreiche Pflan-
zen in Mitteleuropa sind insbesondere Farne wie Polypodium vulgare oder auch Spi-
nat (Spinacia oleracea). Die Phytoecdysteroide dienen den Pflanzen zum Schutz vor

Herbivoren durch Herbeiflihren eines vorzeitigen Verpuppens (Bathori et al. 2008).

24



I. Einleitung

Ecdysteroide zeigen eine grof3e Diversitat in ihrem strukturellen Aufbau. Bereits 1954
wurde das erste Ecdysteroid durch Butenandt und Karlson isoliert und 1965 durch
Huber und Hoppe in seiner Struktur identifiziert (Dinan und Lafont 2006). Uber 250
strukturanaloge Ecdysteroide sind bisher hinzugekommen (Dinan 2001). Das h&au-
figste sowohl in Pflanzen als auch Arthropoden vorgefundene Ecdysteroid ist das in
Abbildung 4 gezeigte Ecd (Dinan und Lafont 2006).

Abbildung 4: Struktur eines typischen Ecdysteroids (20-OH-Ecdyson) mit Nummerierung der Kohlenstoff-
atome

5.2 Die Wirkung von Ecd

Die orale und auch die injizierte Applikation von Ecd zeigte in vielen publizierten Stu-
dien positive Effekte hinsichtlich einer Vielzahl physiologischer Prozesse bei Sauge-
tieren und Menschen, insbesondere in Bereichen des Knochen-, Fett- und Muskel-
stoffwechsels, die in der Menopause und in der vorliegenden Arbeit eine tragende

Rolle spielen.

5.2.1 Muskel- und Proteinstoffwechsel
In den sechziger Jahren zeigten erste Studien, dass Ecd stimulierend auf die Pro-
teinsynthese in der Mauseleber wirkt. Daraufhin wurden die wissenschaftlichen Be-
strebungen auf weitere Saugetierspezies und Gewebe ausgeweitet. So wurde insbe-
sondere in der Skelettmuskulatur eine muskelanabole Wirkung nach Ecd- Applikation
beobachtet (Lafont und Dinan 2003): Im Jahr 2008 stellten Téth et al. fest, dass Ecd
zu einer GroRenzunahme von Muskelfasern des M. soleus bei Ratten, besonders bei
sich regenerierendem Muskel, fihrt (Toth et al. 2008; Téth et al. 2010). Eine weitere
Forschungsgruppe stellte in vitro fest, dass die Proteinsynthese bei murinen und hu-
manen Skelettmuskelzellen nach Ecd Applikation um 20% gesteigert wurde. In vivo
beobachtete dieselbe Forschungsgruppe eine signifikante Starkung der Greifmusku-
25



I. Einleitung

latur nach oraler Ecd-Apllikation (50 mg/kg) bei Ratten (Gorelick-Feldman et al.
2008).

Auch Forschungen in der endokrinologischen Abteilung von Prof. Wuttke an der Uni-
versitatsmedizin Gottingen bestatigten die muskelaufbausteigernde Wirkung: In qCT
Messungen wurde eine Zunahme der Muskelflache bei ovx Ratten nach oraler Ecd-

Applikation nachgewiesen (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

5.2.2 Fettgewebe

In der Abteilung von Prof. W. Wuttke wurde ebenfalls festgestellt, dass ovx Ratten
nach Ecdysongabe weniger abdominales Fettgewebe im Vergleich zu ovx Kontrolltie-
ren entwickeln. Dies zeigte sich unter anderem im qCT in einer Verkleinerung des
paratibialen Fettdepots (Seidlova-Wuttke et al. 2003b, Seidlova-Wuttke et al. 2010b).
Damit kongruent waren die reduzierten Leptinwerte in den Ecd-Gruppen (Seidlova-
Wuttke et al. 2010b). Zudem wurde wiederholt nachgewiesen, dass Ecdysonapplika-
tion in Saugetieren ebenfalls zu verminderten Cholesterinwerten im Blut und in der
Leber fuhrt (Lupien et al. 1969, Syrov et al. 1986, Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

5.2.3 Knochen
Auch eine antiosteoporotische Wirkung von Ecd konnte wiederholt demonstriert wer-
den: Im gCT zeigten ovx Ratten nach Gabe von mit Tinospora Cordifolia sowie mit

Ecd-Extrakt angereichert

em Futter eine bessere endostale Dichte (ED) im Vergleich zu den ovx Kontrolltieren
(Seidlova-Wuttke et al. 2010a, Kapur et al. 2008).

Eine histomorphometrische Untersuchung zur Auswirkung von Ecd auf die trabekula-
re Flache der metaphysalen Tibia bei ovx Ratten zeigte eine signifikante Flachenzu-
nahme in Futtergruppen, die Ecd oder E2 p.o. erhalten haben im Vergleich zu den

ovx Kontrolltieren (Kapur et al. 2010).

Des Weiteren wurden nach Ecd Applikation auf MSC eine signifikant vermehrte In-
duktion von Runx-2, knochenspezifischem Typ 1-Kollagen und Osteokalzin (OC) be-
obachtet. Diese Parameter stellen Marker fiir eine gesteigerte osteogenetische Diffe-
renzierung in verschiedenen Stadien dar (Gao et al. 2008). Auch die Ecd-

substituierten, ovx Ratten im Versuch von Seidlova-Wuttke (2010a) hatten signifikant
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hoéhere OC-Werte als die Kontrollgruppe. Crosslaps (CL), als Indikator fir einen ge-
steigerten Knochenabbau waren in der Ecd-Gruppe erniedrigt (Seidlova-Wuttke et al.
2010a).

5.3 Wirkmechanismus

Zwar konnten bei Saugetieren reproduzierbare Effekte durch Ecdysongabe demons-
triert werden, der zugrunde liegende Wirkmechanismus gilt bislang jedoch als weit-
gehend ungeklart. In den Arthropoden wirkt Ecd als Steroidhormon tUber die Bindung
an den Ecdysonrezeptor (EcdR). Auch dieser zahlt zur Superfamilie der nuklearen
Rezeptoren und wirkt nach Dimerisierung mit dem Ultraspiracle Protein (USP). In
Saugetieren gibt es jedoch keinen EcdR. Einer der haufigsten Heterodimerpartner
von Steroidhormonen bei Wirbeltieren ist der RXR. Zwischen dem RXR und dem
USP bestehen viele Analogien, und es konnte gezeigt werden, dass Ecd austausch-
weise auch in Anwesenheit von EcdR und RXR eine hohe Rezeptorbindungsaffinitat
aufweist (Yao et al. 1993). Der RXR konnte somit eine Eintrittspforte fur Ecd in Sau-

getieren darstellen.

Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft zu den Steroidhormonen der Saugetiere
und einem hormonartigen Wirkungsprofil auf vielfaltige Gewebetypen liegt die Ver-
mutung nahe, Ecd konne als allobiotisches Substrat an andere nukleare Steroidhor-
monrezeptoren binden. Nach Durchfiihrung von Radioligandenassays konnte ein
solches Bindungsverhalten, zumindest an ER, Androgen- oder Glukokortikoidrezep-
toren, nicht nachgewiesen werden (Bathori et al. 2008; Gorelick-Feldman et al. 2008;
Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

Auf der Suche nach mdglichen Alternativen zur HRT steht insbesondere ein Aus-
schluss von Ostrogenitat der Testsubstanzen im Fokus. In diesem Zusammenhang
empfiehlt die Organisation for Economic Cooperation and Development die Durch-
fuhrung eines Uterotrophie-Assays bei Nagern (Owens und Koéter 2003): Demnach
ist die Gewichtszunahme der Uteri von ovx Ratten ein geeigneter Parameter, um die
Ostrogene Aktivitat einer Substanz zu prifen (Yamasaki et al. 2002). Als weiterer
Hinweis auf Ostrogenitat gilt eine Senkung des Serum-LH-Spiegels. Durch die feh-
lende negative Feedbackhemmung bei Ostrogendefizit ist LH bei der ovx Ratte nor-

malerweise erhoht. Sowohl die Ergebnisse des Uterotrophie Assay als auch die Se-
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rumwerte fur LH, welche in Versuchen mit Ecd der endokrinologischen Abteilung von
Prof. Wuttke bestimmt wurden, bestétigten die nicht-6strogene Wirkung von Ecd
(Seidlova-Wuttke et al. 2010a; Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

5.4 Parallelen zwischen Ecdyson und Vitamin D

Ecd und das Steroidhormon VD weisen deutliche Parallelen auf. Neben wichtigen
Strukturanalogien teilen die beiden Wirkstoffe den RXR als mdglichen Dimerisie-
rungspartner des VDR bzw. in vitro des EcdR (Yao et al. 1993). Zudem gibt es auch
eine Vielzahl von Uberschneidungen im Wirkungsprofil beider Substanzen: VD und
Ecd zeigen eine ahnliche antiosteoporotische Wirkung im Knochen. Sowohl VD- als
auch Ecd-Applikation wirken in vitro und in vivo stimulierend auf die Differenzierung
von MSC zu Osteoblasten und fuhren dabei zu erhdhten Spiegeln des Proteins
Runx-2 und OC (Seidlova-Wuttke et al. 2010a, Gao et al. 2008, Jian et al. 2013). Des
Weiteren wurde sowohl nach VD- als auch nach Ecd-Substitution ein schneller Ein-
strom von Kalzium in Skelettmuskel- und Dinndarmzellen beobachtet sowie die se-
lektive GrélRenzunahme von schnellen, glykolytischen Muskelfasern (Sato et al.
2005, Téth et al. 2008, Téth et al. 2010). Mehrfach wurde beschrieben, dass Ecd die
Zunahme von Fettgewebe verhindern kann und auch ein VD-Mangel wurde in meh-
reren Studien mit einer Adipositas assoziiert (Kong 2006, Chang und Kim 2016;
Soares et al. 2012).

Naheliegend ist somit der Gedanke, dass die Wirkung von Ecd in Menschen und
Saugetieren an VD bzw. den VDR gekoppelt ist. Eine Bindung an den intrazellularen
VDR wurde bislang nicht nachgewiesen (Bathori et al. 2008). Denkbar ware jedoch
eine Transaktivierung des Transkriptionsfaktors VDR/RXR. Ecd konnte hier koaktivie-
rende Aktivitdt haben, insbesondere weil auch der EcdR den RXR als mdglichen Di-

merisierungspartner teilt (Horwitz et al. 1996; Yao et al. 1993).
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6. Zielsetzung der Arbeit

Nach Veroffentlichung der Ergebnisse der One-Million-Women-Studie gilt die HRT
zur Behandlung klimakterischer Beschwerden und zur Prophylaxe und Therapie der
Osteoporose als obsolet. Seitdem widmen sich viele Forschungsgruppen der Suche
nach nebenwirkungsarmeren Praventions- und Behandlungsalternativen. Ecd scheint
in diesem Zusammenhang ein vielversprechender Wirkstoff zu sein, der sich ohne
bekannte Nebenwirkungen positiv auf eine Vielzahl von Organen auswirkt, die durch
den Ostrogenmangel beeintrachtigt werden. Zu diesen Geweben zéhlen insbesonde-
re Knochen-, Muskel- und Fettgewebe. Sowohl Fettleibigkeit als auch Sarkopenie
treten mit dem Versiegen der ovariellen E2 Produktion in der Menopause gehéauft
auf. Sie teilen zum einen gemeinsame Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Oste-
oporose. Zum anderen bedingen sich die unginstigen Veranderungen von Knochen,

Muskel-, und Fettgewebe teilweise auch gegenseitig.

Die bekannteste und auch am besten erforschte Wirkung von VD ist die osteoanabo-
le Wirkung des Steroidhormons. Nach den Leitlinien des DVO ist die tagliche, opti-
male Versorgung mit VD fester Bestandteil der Empfehlungen zur Prophylaxe der
Osteoporose in Risikogruppen und gilt als Basistherapie bereits Betroffener. Aber
auch eine Vielzahl extraskeletaler Wirkungen von VD, unter anderem auf Muskel-
und Fettstoffwechsel, sind bekannt. Sowohl strukturell als auch vom Wirkungsprofil
weisen VD und Ecd viele Analogien auf und legen einen Zusammenhang zwischen
der Wirkung von Ecd und VD nahe. Diese kdnnte moéglicherweise in einer Transakti-
vierung des Transkriptionsfaktors VDR/RXR bestehen. Die vorliegende Arbeit unter-
sucht in einem Versuch an ovx Sprague-Dawley-Ratten, wie sich Ecd und VD jeweils
separat, aber auch gemeinsam auf Gewebe auswirken, in denen Parallelen zwischen
der Wirkung von VD und Ecd beobachtet wurden. Damit sollen im direkten Vergleich
Wirkbeziehungen zwischen den beiden Steroiden in den Zielorganen Knochen- Mus-
kel- und Fettgewebe aufgedeckt werden. Insbesondere soll auch im Hinblick auf den
maoglichen therapeutischen Einsatz von Ecd untersucht werden, ob der Wirkstoff die
Wirkung von VD imitieren, untersttitzen oder vielleicht sogar mit einem besseren Er-

gebnis Ubertreffen kann.
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[l. Material und Methoden

1. Der Versuch

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Versuch ist ein Gemeinschaftsprojekt der Abtei-
lung fur experimentelle Endokrinologie von Prof. W. Wuttke der Universitatsmedizin
Gottingen. Die Verfasserin der vorliegenden Dissertation hat neben der Betreuung
der Versuchstiere die qCT Messungen eigenstandig durchgefuhrt und ausgewertet.
Neben der Ovariektomie der Ratten erfolgte auch die Betreuung der Arbeit durch
Frau PD Dr. D. Seidlova-Wuttke als Doktormutter. Daten Uber die Gewichtsentwick-
lung der Tiere, die Futteraufnahme und samtliche Serumparameter wurden auch an-
deren Doktoranden der Abteilung zur Verfigung gestellt und kénnen somit auch in

weiteren Dissertationen Verwendung finden.

1.1 Versuchstiere

Der Versuch fand an 67 weiblichen Sprague-Dawley - Ratten der Firma Harlan Win-
kelmann (Borchen) statt. Der Abteilung lag eine Genehmigung der Bezirksregierung
Braunschweig unter dem Aktenzeichen 33.11.42504-04-043/08 vor. Die 3 Monate
alten Tiere wurden mit jeweils 5 Tieren pro Kafig (Makrolon®-Kéafig Typ IV, Firma
Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeil3enberg) in der zentralen tierexperimentel-
len Einrichtung der Universitatsmedizin Gottingen untergebracht. Wahrend des Ver-
suchs herrschte im Kleintierstall eine geregelte Belichtungszeit von 06.00-18.00 Uhr,
eine konstante Raumtemperatur von 23° C sowie eine durchschnittliche Luftfeuchtig-

keit von 50-55%. Wasser und Futter stand den Tieren zur freien Verfigung.

1.2 qCT

Nachdem sich die Tiere 10 Tage an ihre neue Umgebung gewohnen konnten, starte-

te der Versuch: Die Ausgangswerte Uber Knochen-, Muskel- und Fettstatus der Tiere
wurden mit einer peripheren qCT (Norland Stratec XCT Research SA+, Firma Stratec
Medizintechnik GmbH, Pforzheim) ermittelt. Um zu gewahrleisten, dass die Tiere sich
wahrend der Messung nicht bewegen, wurden sie mit Isofluran inhalativ narkotisiert

(Forene®, Abbott, Illinois, USA). Die Versuchstiere wurden in Seitenlage auf dem
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Tisch des Tomographen positioniert und an ihrem linken Bein mit einer Klemme fi-
xiert. Eine erste Ubersichtsaufnahme ermdglichte das Festlegen einer einheitlichen
Referenzlinie auf H6he der proximalen tibialen Epiphysenfuge. Von dort ausgehend,
wurden bei jedem Tier im Abstand von 3,75 mm; 4,125 mm und 15 mm drei Schnitt-

bilder erzeugt. Der gesamte Messvorgang dauerte etwa 15 Minuten pro Tier.

10 - mm
Increasing tissue density

Fat Muscle Cancellous Cortical Bone

Fat depot Tibia

Abbildung 5: Ubersichtsaufnahme und Schnittbild einer qCT-Aufnahme der Tibia mit paratibialem Fettde-
pot (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

AnschlieBend wurden die Ratten in der Nackenregion mit subkutanen Transpondern
versehen (Transponder-UNO MICRO-ID-System mit ISO-Transponder, Firma Uno-
Roesvastaal BV, Zevenaar, Niederlande). Damit wurde jedem Tier eine vierstellige
Identifikationsnummer zugewiesen, die mit einem Handlesegerat (Gesreader Il

GeS008: 1ISO-kompatibler Taschenleser) ausgelesen werden konnte.

Nach der Bestimmung der jeweiligen Korpergewichte kamen die Tiere zum Erwa-
chen aus der Narkose in einen streufreien Kafig und wurden einige Minuten spéter

zu ihren festen Gruppen zuriickgesetzt.
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1.3 Ovariektomie

2-3 Tage spater wurden 60 Tiere ovariektomiert. Zur Narkose erhielten sie Isofluran
Uber eine Inhaltationsmaske. Eine Analgesie erfolgte mit Rimadyl® (Pfizer GmbH,
Karlsruhe) subkutan.

Nach einer Rasur des unteren Abdomen wurden 2 kleine Hautschnitte gesetzt. Mit
einer Schere wurde dann die Bauchhdhle freiprapariert und erdffnet. Nach Darstel-
lung der Ovarien wurden diese mit einem Skalpell entfernt. Der Wundverschluss er-
folgte, indem das Peritoneum und die dartiber gelegene Muskelschicht miteinander
vernaht (Vicryl®, Firma Ethicon, Norderstedt) und der Hautdefekt mit Klemmen ver-

sorgt wurde.

Nach der Operation konnten die Tiere jeweils separat in einem Ké&fig aufwachen. Sie
wurden im Hinblick auf Nachblutungen 20 Minuten lang beobachtet, bevor sie nach

Wiedererlangen des normalen Verhaltens zuriick in ihren Kafig gesetzt wurden.

Anschliel3end erfolgte das Randomisieren der Tiere auf Basis ihrer Korpergewichte,
sodass das durchschnittliche Gewicht der Ratte pro Kéfig 266 g betrug. Diese Mal3-
nahme war nétig, um maoglichst ahnliche Grundbedingungen in den einzelnen Futter-
gruppen herzustellen und die Ergebnisse am Ende auf die Therapie mit der entspre-

chenden Wirkstoffkombination zurtickfihren zu kdnnen.

Unmittelbar nach der Ovx erfolgte die Einteilung in die sieben verschiedenen Futter-

gruppen zu je 10 Tieren (Tabelle 3).

1.4 Tierfutter und Wirkstoffapplikation

Bis zum Zeitpunkt der ersten qCT Messung erhielten die Tiere sojafreies Pelletfutter,
welches seit Uber 10 Jahren in der Abteilung von Prof. Wuttke fur Tierversuche an
ovx Ratten genutzt wird. Da bei Soja eine relevante 6strogene Wirkung nachgewie-
sen worden ist, wurde bislang Kartoffelprotein als Proteinquelle genutzt, um die So-
jafreiheit des Futters zu gewabhrleisten (Seidlova-Wuttke et al. 2008a). Nach der ers-
ten qCT-Messung und Ovx erfolgte anschliel3end die Einteilung der Tiere in 7 Ver-
suchsgruppen, die sich durch die Futterzusammensetzung und den Operationsstatus
voneinander unterscheiden, die der nachfolgenden Tab. 3 zu entnehmen sind. Die

Tiere erhielten nun ein anderes, ebenfalls sojafreies Pallettfutter EF R/M, E 150000-
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04 (ssniff® Spezialdiagten GmbH, Soest), welches als Kontrollfutter ohne zusétzliche
Wirkstoffe bzw mit Ecd oder E2 angereichert war. Samtliche Futter wurden als VD-
arme Variante (< 5 IE Vitamin D3/kg Futter) und als Futter mit einem normalen VD
Gehalt (1.500 IE VD3/kg Futter) verabreicht. Diese neuen Futter unterscheiden sich
jedoch in ihrer Rezeptur von dem jahrelang zuvor in der Abteilung von Prof. Wuttke
genutzten Futter: VD-armes Futter war nur kommerziell erhaltlich indem das Milch-
protein Kasein an Stelle der zuvor genutzen Kartoffelproteine Verwendung fand. Die
Konsequenz der verdnderten Futterzusammensetzung waren jedoch insbesondere
erhohte Starke- und Glukoseanteile, des in diesem Versuch genutzten Tierfutters:
Dieses erstmals genutzte Basisfutter enthielt einen prozentualen Anteil an Zucker
von 12,9 Prozent bzw. 10,8 Prozent und jeweils einen Starkeanteil von 46,8 Prozent
sowie einen deutlich erhéhten Anteil an dem Milchprotein Kasein. Im Gegensatz da-
zu wurde bei den vorherigen Versuchsreihen in dieser Abteilung ein Basisfutter
(Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) mit einem Anteil von 3 Prozent Zucker und 34
Prozent Starke genutzt und es wurde weitgehend auf Milchproteine verzichtet (Seid-
lova-Wuttke et al. 2010a und b). Eine Ubersicht tiber die genauen Futterzusammen-

setzungen in diesem sowie in einem Vorversuch befindet sich im Anhang.

Nach der Ovx erhielten die sieben Futtergruppen ihr jeweiliges Futter. Grundlage der
verschiedenen Futter bildet das Kontrollfutter. Dieses Kontrollfutter wurde einer ovx
Kontrollgruppe sowie den intakten Tieren gereicht. Den weiteren Gruppen wurden
verschiedene Futter verabreicht, welche die zu prufenden Wirkstoffe Ecd angerei-
chert in Spinatextrakt (Ecd) oder Estradiolbenzoat (E2) enthielten. Samtliche Futter-

ansatze wurden einmal als VD+- und als VD--Version gereicht.

Der Futterverbrauch wurde Uber die Versuchsdauer von drei Monaten einmal wo-
chentlich in jedem Kafig dokumentiert. Dazu wurde das Restfutter gewogen und von
den wochentlich aufgefillten 1.500 Gramm Futter subtrahiert. Das Ergebnis wurde
sowohl durch die Anzahl der vergangenen Tage als auch durch die Anzahl der Ka-
figbewohner (in der Regel funf) geteilt. Aus den wochentlich gewonnenen Werten
wurde fur jede Futtergruppe am Ende des Versuches der Mittelwert der Futterauf-
nahme pro Tag pro Tier annahrend berechnet. Somit konnte auch die durchschnittli-

che tagliche Wirkstoffaufnahme pro Tier anndhrend analysiert werden.
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Operationsstatus Futter Futtergruppen-Bezeichnung
Intakt (keine Ovx) Kontrollfutter mit VD Intakt

Ovx Kontrollfutter mit VD Ko, VD+

Ovx Kontrollfutter ohne VD Ko, VD-

Ovx Kontrollfutter mit VD und mit E2 E2, VD+

Ovx Kontrollfutter ohne VD und mit E2 E2, VD-

Ovx Kontrollfutter mit VD und mit Ecd Ecd, VD+

Ovx Kontrollfutter ohne VD und mit Ecd | Ecd, VD-

Tabelle 3: Die Futtergruppen

1.5 Obduktion

Bevor der Versuch nach dreimonatiger Wirkstoffapplikation p.o. mit der Obduktion

der Ratten enden sollte, erfolgten zunachst ein zweites qCT sowie eine Gewichtskon-

trolle. Das Procedere entsprach dem zu Versuchsbeginn.

Die Obduktion erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Die Tiere wurden rand-

omisiert, anhand ihrer Transpondernummern identifiziert und einzeln in ein vorberei-

tetes Labor gebracht. Unter Kohlenstoffdioxid-Narkose verloren sie das Bewusstsein

und wurden anschlie3end dekapitiert. Das Blut wurde zwecks Bestimmung relevanter

Serumparameter aufgefangen und es wurden verschiedene Gewebe und Organe zu

weiteren Forschungszwecken entnommen.

2. Auswertung

Wahrend des Versuches wurden bei jedem Tier zwei qCT Messungen durchgefihrt.

Eine vor der Ovx und eine am Versuchsende, vor der Dekapitation. Die gewonnenen

Bilder wurden mit Hilfe der zum Computertomographen mitgelieferten Software

34




Il. Material und Methoden

(XCT5,40; Stratec, Pforzheim) ausgewertet. Um die Parameter, Knochen-, Muskel-
und Fettgewebe mit dem Computerprogramm zu identifizieren und zu analysieren,
wurden jedem Gewebstypen verschiedene Dichtewerte zugewiesen. Nach Eichung
des Tomographen mittels eines Phantoms auf die standardisierte Dichte von Hydro-
xylapaptitkristallen hangen diese Dichtewerte vom Kalkgehalt der untersuchten Ge-

webe ab.

2.1 Knochen im qCT

Dichtewerte von 280-400 mg/cm?® werden als endostale Dichte (ED) definiert. Die
spéater vorgestellten Ergebnisse stammen aus den beiden Schnittbildern, die auf H6-
he der proximalen Metaphyse der Tibia erstellt wurden (3,75 mm und 4,25 mm distal
der Referenzlinie). ED bezeichnet die Dichte des trabekuldren Knochens innerhalb
des endostalen Raumes, auch Spongiosa genannt. Die endostale Querschnittsflache
(EF) wird in mm? angegeben. Kortikalem Knochen werden Dichtewerte > 710 mg/cm3
zugeordnet. Zur Beurteilung des kortikalen Knochens wird das dritte Schnittbild auf
Hohe der Diaphyse der Tibia herangezogen. Zunachst wird auch hier die Knochen-
dichte der Kortikalis (KD) betrachtet (mg/cms3). Die Kortikale Flache (KF) umgibt den
Endostalen Raum mantelartig und wird in mm?2 angegeben. Von innen wird die Korti-
kale Flache durch die endostale Zirkumferenz (EZ) begrenzt, von auf3en durch die

Periosteale Zirkumferenz (PZ2).

Eine Ubersicht tber die vorgestellten knochengeometrischen Parameter vermitteln
Tabelle 4 und Abbildung 6.
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Parameter Abkulrzung Mal3einheit |Referenzbereich
Endostale Dichte ED mg/cms3 280-400
Endosteosteale Flache EF mm?2 -
Kortikale Dichte KD mg/cms3 > 710
Kortikale Flache KF mm?2 -
Endostale Zirkumferenz EZ mm -
Periosteale Zirkumferenz Pz mm -

Dichte der Muskulatur MD mg/cms3 40-100
Muskulaturflache MF mm?2 -

Dichte des Fettgewebes FD mg/cms3 -
Fettflache (Pratibiales Fettdepot) FF mm?2 <40

Tabelle 4: Erhobene Parameter

Spongiosa

Epiphyse
Metaphyse
R EF + ED
Kortikalis
EZ
Diaphyse PZ

Markhohle

Mit Fett und
hamatopoetischen Zellen

KF+KD

Abbildung 6: Knochengeometrische Parameter
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2.2 Muskulatur im qCT

Dichtewerte zwischen 40 — 100 mg/cm?3 sprechen fir das Vorliegen von Muskelge-
webe. Zur Auswertung des Muskelgewebes werden sowohl die Schnittbilder der me-
taphysalen als auch der diaphysalen Tibia herangezogen.

Die gemessene Dichte der Muskulatur wird als rontgenologische Dichte definiert,
welche von der Menge an Elastinfasern pro Flache Muskel (mg/cm?) abhéangt. Die
Muskelflache (mm?2) wurde aus der Querschnittsgesamtflache, abzlglich der Fett-

und Tibiaflache, berechnet.

2.3 Fettgewebe im qCT

Im qCT gemessene Dichtewerte unter 40 mg/cm?3 werden dem Fettgewebe zuge-
schrieben. Diesbeziglich wurden die Schnittbilder 1 und 2 ausgewertet und dem so
genannten paratibialen Fettdepot zugeordnet. Die Fettflache wird ebenfalls im Quer-

schnitt gemessen und wird in mm?2 angegeben.

3. Serumdiagnostik

In dem wéhrend der Obduktion entnommenen Blut der Versuchstiere wurde eine
Vielzahl an Serumparametern mit Hilfe von standardisierten Radioimmunofluores-
zenz-Kits bestimmt. Vergleichswerte der Tiere vor Versuchsbeginn existieren nicht,
da sich eine Totung der Tiere zur ausschlie3lichen Serumdiagnostik ethisch nicht
rechtfertigen lasst. Die fir den Knochenstoffwechsel relevanten Parameter, die in
dieser Arbeit Anwendung finden sollen, sind Osteokalzin (OC) und Crosslaps (CL).

Zudem wurden Serumleptin, und -Cholesterin ermittelt.

4. Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die gewonnenen Daten wurden zunachst in Excel-Tabellen zusammengefasst. An-
schliel3end erfolgten die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der
Ergebnisse mit Hilfe des Programmes PRISM® (GraphPad Prism 5.0, San Diego,

USA).
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Il. Material und Methoden

Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe einer einfachen Varianzanalyse fur wieder-
holte Messungen eines Faktors (ANOVA) analysiert. Anschlie3end wurde ein multip-
ler T-Test nach Dunnett durchgefuhrt, um etwaige signifikante Unterschiede zwi-
schen den Mittelwerten einer Referenzgruppe und den Mittelwerten der tbrigen Ver-
suchsgruppen bezuglich eines untersuchten Parameters zu priufen. Die Referenz-
gruppen waren einmal die Tiere vor der Ovx (Préaovx), die intakten Tiere und die Kon-
trollgruppe Ko, VD+. Um einzelne Versuchsgruppen gezielt miteinander zu verglei-
chen, wurde ein T-Test fir ungepaarte Stichproben verwendet. Bei einem p-Wert >

0,05 wird ein Unterschied als signifikant eingestuft.

Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit werden im Folgenden meist mit Balkendia-
grammen dargestellt. Diese teilen einen ahnlichen Aufbau, der nun erlautert werden
soll: Auf der Abszisse befinden sich in wiederkehrender Reihenfolge die unterschied-
lichen Futtergruppen. Der Balken ganz links zeigt die Daten der Tiere zu Versuchs-
beginn vor der Ovx (préaovx). Die praovx-Daten wurden in der Untersuchung vor der
Ovx durch das erste qCT gewonnen. Es folgen auf der Abszisse drei verschiedene
Kontrollgruppen: Zunachst die intakten Tiere und anschliel3end ovx Tiere, einmal mit
VD-reichem und einmal mit VD-armem Futter. Die nachsten zwei Balken beziehen
sich auf die ovx Tiere, die E2 in VD-reichem oder -armem Futter erhielten. Die letzten
zwei Versuchsgruppen bekamen Ecd, wobei wiederum den Tieren links das VD hal-
tigem Futter und rechts das VD-arme Futter gereicht wurde. Die Ordinate zeigt je-
weils die Parameter, auf die sich die unterschiedlichen Behandlungsstrategien aus-
gewirkt haben. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung wurden entsprechend
der Signifikanzlegende (s.Tabelle 5) oberhalb der Balken gekennzeichnet. So wurde
jede einzelne Futtergruppe mit den Ergebnissen der praovx-Tiere, denen der intakten
Tiere und denen der Kontrollgruppe Ko, VD+ verglichen.

Vergleichsgruppe Kennzeichnung
Vs Praovx #
Vs Intakt *
Vs Ko, VD+ +

Tabelle 5: Signifikanzlegende
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[ll. Ergebnisse

[ll. Ergebnisse

3. Korpergewicht

Nach dreimonatiger Futterapplikation entwickelten sich die Korpergewichte der Rat-

ten sehr unterschiedlich. Zu Beginn des Versuches betrug das Korpergewicht der

Tiere durchschnittlich 266 g. Nach dreimonatiger Futterapplikation konnte eine hoch-

signifikante Gewichtszunahme bei den ovx Kontrolltieren und in den zwei Ecd-

Gruppen beobachtet werden. Tiere, die Ecd ohne VD bekamen, wogen signifikant
weniger als die, welche Ecd mit VD-Zusatz erhalten haben. Die Futtergruppen, wel-

che E2 erhielten, zeigten nahezu keine Gewichtszunahme. Sie wogen sogar signifi-

kant weniger als die intakten Ratten mit einer physiologischen Ostrogenproduktion

# p < 0,05 vs. Praovx
* p <0,05 vs. Intakt
+p <0,05 vs. Ko, VD+
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Abbildung 7: Das Koérpergewicht
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

2. Futteraufnahme

Die folgende Graphik zeigt die durchschnittliche tagliche Futteraufnahme der Tiere in

den unterschiedlichen Versuchsgruppen.
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Abbildung 8: Die tagliche Futteraufnahme
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte)

Die intakten Tiere haben durchschnittlich 15,7 g taglich gefressen. Die deutlich
schwereren Kontrolltiere (16 g bzw. 16,3 g/Tag/Tier) sowie die Gruppe Ecd, VD-
(15,4 g/Tag/Tier) haben &ahnliche Mengen gefressen, wogen allerdings schlussend-
lich alle deutlich mehr. Die Gruppe Ecd VD+ hat mit durchschnittlich 16,9 g/Tag/Tier
am meisten Futter zu sich genommen. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der
durchschnittlichen, taglichen Futteraufnahme ergab sich lediglich im Bezug auf die
E2 substituierten Tiere, die mit 12,4 g (VD+) und 12,2 g (VD-) am wenigsten gefres-

sen haben. Fir die Futteraufnahme der Tiere vor Ovx liegen keine Daten vor.
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[ll. Ergebnisse

3. Knochen

Nach dreimonatiger Futtergabe konnten folgende Beobachtungen nach Auswertung

der gCT Messungen Uber die Tibiae der Versuchstiere gemacht werden.

3.1 Endostale Dichte

Der Abbildung 9 zeigt, dass die ED der intakten Kontrolltiere eine signifikante Dichte-
zunahme innerhalb der drei Monate erfuhr. Samtliche Ubrigen Tiere entwickelten
nach dem T-Score fur Ratten (Tabelle 2) mit Dichtewerten < 200mg/cm? eine Osteo-
porose. Die ovx Kontrollgruppen verzeichneten den deutlichsten Dichteabfall um
55% bzw 58%. Dabei zeigten die Tiere mit VD-haltigem Futter eine um 3 % bessere
Dichte, mit statistischer Signifikanz. Durch Substitution von E2 war der Abfall der ED
in diesen Gruppen deutlich geringer: Die Verluste betrugen in der Gruppe E2, VD+
27% und E2, VD- 35,5%. Ecd zeigte weder mit noch ohne VD eine Verbesserung der
ED gegentber den ovx Kontrolltieren, und auch unter den beiden Ecd Gruppen zeig-

te sich kein statistisch relevanter Dichteunterschied.

300+ # # p < 0,05 vs. Préovx
os0d 4+ + * p <0,05 vs. Intakt
~ +p <0,05 vs. Ko, VD+
2001 T 4 ~ E2, VD+ vs. E2, VD-
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Abbildung 9: Die endostale Dichte (ED) der Metaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.2 Endostale Flache

Bei den intakten Ratten kam es wahrend der drei Monate Versuchsdauer zu keiner
Zunahme der endostalen Flache (EF) (4,8 mm?2). Im Gegensatz dazu wurde bei allen
ovx Ratten eine endostale Flachenvergrof3erung gemessen. Insbesondere waren
davon die Tiere betroffen, die die grof3ten Verluste an ED zu verzeichnen hatten: Ko,
VD+ und -VD- sowie Ecd, VD+ (ca. 6,5 mm3). Eine vergleichbare Flachenzunahme
der EF zeigte sich auch bei den Tieren E2, VD+. Bei der E2 Gruppe ohne Vitamin D
war die Flachenzunahme zwar signifikant gro3er als bei den intakten Tieren, aber
dennoch signifikant geringer als bei den ovx Kontrollen. Auch bei der Versuchsgrup-

pe Ecd VD- kam es zu einer Zunahme der EF.

# p < 0,05 vs. Praovx
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Abbildung 10: Die endostale Flache (EF) der Metaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.3 Kortikale Dichte

Die Kortikalis der Tiere wurde auf Hohe der Diaphyse gemessen. Der folgende
Graph zeigt, dass es nach dem dreimonatigen Versuch, unabhangig von Ovx, VD,
Substitution mit E2 oder Ecd, bei allen Ratten zu einer signifikanten Dichtezunahme

des kortikalen Knochens kam.
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Abbildung 11: Die kortikale Dichte (KD) der Diaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.4 Kortikale Flache

Ebenfalls hat die KF unabhangig von der Ovx zugenommen. Lediglich die Tiere, wel-
che das Futter E2, VD- erhalten hatten, zeigten eine signifikant kleinere Gesamtfla-
che als die ovx Kontrollgruppe.

# p < 0,05 vs. Praovx
* p <0,05 vs. Intakt
+p <0,05 vs. Ko, VD+

il

Kortikale Flache (mm?)

Abbildung 12: Die kortikale Flache (KF) der Diaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.5 Endostale Zirkumferenz

Die EZ der intakten Tiere hat nicht zugenommen. Ebenso wenig bei den Tieren, die
E2 oder Ecd, VD- erhalten haben. Dies sind gleichzeitig die Gruppen, bei denen
ebenfalls keine Vergrol3erung der EF im Bereich der Metaphyse stattgefunden hat. In
allen anderen Futtergruppen kam es drei Monate nach Ovx zu einer signifikant ver-

langerten EZ.
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Abbildung 13: Die endostale Zirkumferenz (EZ) der Diaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.6 Periostale Zirkumferenz

Dieser Parameter verhélt sich &hnlich wie die Flache der Kortikalis und nahm nach
der Ovx bei allen Tieren gleichmafiig und signifikant zu. Allein die Gruppe E2, VD-
zeigte eine geringere PZ als die ovx Kontrollgruppe mit VD.
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Abbildung 14: Die periostale Zirkumferenz (PZ) der Diaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.7 Osteokalzin im Serum

Bezuglich des OC im Serum der Tiere ergaben sich kaum signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen. Lediglich die Gruppe E2, VD+ zeigte einen deutlich niedrige-
ren OC-Spiegel als die Kontrollgruppe mit VD.
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Abbildung 15: Osteokalzin (OC) im Serum
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

3.8 Crosslaps im Serum

Verglichen mit den intakten Tieren kam es nur in der Kontrollgruppe VD- zu einem
signifikanten Anstieg der CL. Allein in der Gruppe E2, VD+ waren die CL deutlich
niedriger als in der ovx Kontrollgruppe mit VD. Aufféllig ist die grof3e Varianz der ge-
messenen CL-Werte in den einzelnen Futtergruppen, so dass sich nur bei ausge-

pragten Unterschieden zwischen den Gruppen statistische Signifikanzen ergeben.
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Abbildung 16: Crosslaps (CL) im Serum
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

4 Muskulatur

4.1 Muskelflache

Bezuglich der Muskelflache (MF), die auf Hohe der Metaphyse gemessen wurden,
ergaben sich grof3e Unterschiede. Sowohl die intakten Tiere als auch beide E2-
Gruppen nahmen nicht an MF zu (ungefahr 200 mm?). Beide ovx Kontrollgruppen
und die Gruppe Ecd VD+ zeigten eine signifikante Flachenzunahme in einem Gro-
Benordnungsbereich von ca. 35-45 mmz2. Den grof3ten, muskelanabolen Effekt be-
wirkte die Kombination Ecd, VD-. Bei dieser Futtergruppe nahm die MF durchschnitt-
lich um 80 mm? zu. Damit unterschied sich die MF der Gruppe Ecd ohne VD signifi-
kant von der Ecd Gruppe mit VD. In den ovx Kontrollgruppen fuhrte der unterschied-

liche VD-Gehalt des Futter zu einer signifikant gréReren MF in der Gruppe Ko, VD+.
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Abbildung 17: Die Muskelflache (MF) auf Hohe der Metaphyse der Tibia
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

4.2 Muskulaturdichte

Die folgende Abbildung 18 zeigt die zugehdrigen, réntgenologischen Dichtewerte der
Muskulatur mit folgenden Ergebnissen. Die Muskeldichte blieb innerhalb der drei
Monate weitestgehend konstant. Eine Ausnahme bildete allein die Gruppe Ko, VD-,
deren Muskulaturdichte bei zeitgleicher Flachenzunahme im Vergleich zu den

praovx-Werten minimal, aber signifikant abnahm.
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Abbildung 18: Rontgendichte der Muskulatur
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

5. Fettgewebe

5.1 Fettflache

Die intakte Ratte nahm in drei Monaten ungefahr 12 mmz2 an Fettgewebsflache zu.
Die Tiere, bei denen E2 substituiert worden ist, hatten eine Fettgewebsvermehrung
von etwa 10 mm? und somit eine kleinere Fettflache als die intakten Tiere. Am aus-
gepragtesten war die Fettgewebsvermehrung in den ovx Kontrollgruppen, die ihr pa-
ratibiales Fettdepot mehr als verdoppelten. Auch die beiden Ecd-Gruppen zeigten
eine deutliche VergroRerung ihres paratibialen Fettdepots. Allerdings war diese in
beiden Féallen signifikant geringer als bei den ovx Kontrolltieren.

Die angedeuteten Unterschiede zwischen VD-reichem und VD-armem Futter waren
in samtlichen Futtergruppen nicht signifikant.
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Abbildung 19: Die Flache des paratibialen Fettgewebes
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

5.3 Serumparameter des Fettstoffwechsels

5.3.1 Leptin im Serum

Der Serum Leptinspiegel der ovx Kontrollgruppen war, insbesondere ohne VD, mehr
als doppelt so hoch wie bei den intakten Tieren. Ebenfalls waren die Leptinspiegel
der Gruppe Ecd, VD+ erhoht. Im Gegensatz dazu stieg der Leptinwert in der Gruppe
Ecd VD-, verglichen mit den intakten Tieren, nicht statistisch relevant an. Die Tiere

unter E2-Substitution zeigten niedrigere Leptinwerte als die intakte Gruppe.
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Abbildung 20: Leptin im Serum
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).
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[ll. Ergebnisse

5.3.2 Cholesterin im Serum

Die Serum Cholesterin Werte wichen in allen Gruppen signifikant von den Werten
der intakten Tiere ab. Die ovx Kontrollen und Ecd wiesen im Vergleich deutlich er-
hohte Cholesterinspiegel auf, die sich statistisch nicht voneinander unterschieden.
Das Cholesterin in den E2-Gruppen war niedriger als in samtlichen anderen Futter-
gruppe, auch als bei den intakten Tieren mit einer physiologischen Ostrogenproduk-

tion.
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Abbildung 21: Cholesterin im Serum
Der Effekt von Ecd und E2, mit und ohne VD (3 Monate p.o. bei der ovx Ratte).

53



IV. Diskussion

V. Diskussion

1. Studienziel

Auf der Suche nach Alternativen zur HRT als Préavention und Behandlung der post-
menopausalen Osteoporose weckt der Wirkstoff Ecd zunehmend wissenschaftliches
Interesse. Wiederholt konnte eine antiosteoporotische sowie muskelanabole und den
Fettaufbau hemmende Wirkung gezeigt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010a,
2010b, Gorelick-Feldmann et al. 2008). Im Rahmen von Forschungsarbeiten zu dem
bislang ungeklarten Wirkmechanismus des Steroids fielen sowohl strukturelle Analo-
gien als auch Parallelen in den Wirkungsprofilen von Ecd und VD auf (Téth et al.
2010). Das Ultraspiracle Protein (USP) ist Dimerisierungspartner des EcdR und zeigt
deutliche Homologien zum RXR (Yao et al. 1993). Dieser stellt einen Bindungs-
partner flr multiple, Steroidhormonrezeptoren dar, wie beispielsweise den VDR aber
auch die PPARs, denen eine Schlisselrolle im Fettstoffwechsel zukommt. Die zu
prufende Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass Ecd seine Wirkung tuber den
RXR und VDR erzielt. Um zwei verschiedene Basisfutter herstellen zu kénnen, wel-
che sich nur in ihrem VD-Gehalt unterscheiden, wurde die Rezeptur im Nebeneffekt
dahingehend verandert, dass das Futter in diesem Versuch einen deutlich gesteiger-
ten Anteil an Kohlenhydraten sowie Milchprotein Kasein enthielt. Auch in der heuti-
gen Gesellschaft entwickeln immer mehr Menschen durch ungesunde Erndhrung
eine gesundheitsbedrohende Fettleibigkeit. Mit dem Versiegen der ovariellen Ostro-
genproduktion der Frau steigt das Risiko, ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln,
um tber 60% an (Carr 2003). Ecd erwies in vielen Studien positive Auswirkungen auf
den Fettstoffwechsel und die Gewichtsentwicklung, die nun auch in dieser Arbeit de-
monstriert werden sollten (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).
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IV. Diskussion

2. Analyse der Ergebnisse

Zur Einordnung der aktuellen Ergebnisse werden zwei vorhergehende wissenschaft-
liche Arbeiten der Abteilung Endokrinologie der Universitatsmedizin Gottingen ver-
gleichend herangezogen: Diesen Arbeiten liegt ein gemeinsamer Versuch zugrunde,
in dem ovx Ratten ebenfalls drei Monate lang mit Ecd und E2 in verschiedenen Do-
sen gefuttert wurden. Die Versuchsbedingungen unterschieden sich allein im verab-
folgten Futter. Im Anschluss wurde zum einen die Wirkung von Ecd auf den Knochen
untersucht (Seidlova-Wuttke et al. 2010a), zum anderen wurden die metabolischen
Effekte des Wirkstoffs betrachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2010b).

2.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Insgesamt kam es in der vorliegenden Arbeit nach 3 Monaten bei samtlichen Ver-
suchstieren zu einer signifikanten Gewichtszunahme, die im Vergleich zum Vorver-
such deutlich ausgepragter war. Die Verteilung der Korpergewichte in den unter-
schiedlichen Gruppen war zu einem Grol3teil erwartungsgemaf. Das durch die Ovx
herbeigefiihrte Ostrogendefizit fihrt zu einem herabgesetzten Energiestoffwechsel,
und die Tiere bewegen sich typischer Weise weniger. Dementsprechend war die
Gewichtszunahme in den ovx Kontrollgruppen deutlich ausgepréagter als bei den in-
takten Tieren und den ovx Tieren mit E2 Substitution, welche neben der glinstigeren
Stoffwechselsituation auch bekannter Weise weniger fressen (Seidlova-Wuttke
2008b). VD hatte in den genannten Gruppen keine relevante Auswirkung auf die
Gewichtsentwicklung. Die Korpergewichte der Tiere, die Ecd erhalten haben hinge-
gen unterschieden sich hinsichtlich des VD-Gehaltes: Die Gewichte der Tiere Ecd
VD+ entsprachen anndhrungsweise denen der ovx Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu
hatten die Tiere der Gruppe Ecd ohne VD ein signifikant geringeres, finales Kérper-

gewicht.

Ein Vergleich mit den Arbeiten Seidlova-Wuttke et al. 2010a, 2010b zeigt gleichzeitig
eine geringere Futteraufnahme in samtlichen Futtergruppen des aktuellen Versu-
ches. In den Vorversuchen erbrachte die Dosierung von 3 g Ecd/kg Futter die besten
therapeutischen Ergebnisse, so dass diese Wirkstoffkonzentration tUbernommen

wurde. Konsequenz der geringeren Futteraufnahme im aktuellen Versuch ist eine
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ebenfalls reduzierte Wirkstoffaufnahme der Tiere. So wurde die als optimal heraus-
gestellte Tagesdosis Ecd von 57 mg/Tag/Tier in beiden Ecd-Gruppen nicht aufge-
nommen, sondern nur 50,88 mg/Tag/Tier (Ecd, VD+) bzw. 46,2 mg/Tag/Tier (Ecd
VD-). Eine Erklarung fur das veranderte Fressverhalten bietet am ehesten die veran-
derte Futterrezeptur. So kdnnte der erhéhte Kaseingehalt zu einem friher eingetre-
tenen Sattigungsgefuhl der Tiere gefiihrt haben (Abou-Samra et al. 2011). Darlber
hinaus ist nicht auszuschlieen, dass das Futter fur die Tiere geschmacklich nicht

ansprechend war.

2.2 Fettgewebe

Um die Entwicklung des Fettgewebes und des Fettstoffwechsels der Tiere zu bewer-
ten wurde die Flache des paratibialen Fettdepots im qCT gemessen und erganzend
wurden Leptin und Cholesterin im Serum bestimmt. In unserer Abteilung konnte in
mehreren Studien beobachtet werden, dass Veranderungen der paratibialen Fettfla-
che mit gleichsinnigen Veradnderungen des viszeralen Fettgewebes assoziiert sind
(Seidlova-Wuttke et al. 2008a; Seidlova-Wuttke et al. 2003; Rachon et al. 2008; Seid-
lova-Wuttke et al. 2003b). Da aber das paratibiale Fettdepot bislang nur in der Abtei-
lung von Prof. Wuttke beschrieben wurde, kénnen die gemessenen Daten nur mit
abteilungsinternen Ergebnissen direkt verglichen werden. Bei allen Tieren kam es zu
einer signifikanten Zunahme der genannten Fettflache. Diese Entwicklung wurde
auch in vorhergehenden Versuchen der Arbeitsgruppe Seidlova-Wuttke bei intakten
Ratten beobachtet, so dass sie zum einen als Teil des physiologischen Wachstums
der Tiere eingeordnet werden muss. Jedoch Ubersteigt das Ausmald der Fettzunah-
me die Werte aus den Vorversuchen um ein Vielfaches. Ebenso bewegen sich die
mit der Fettmasse korrelierten Leptinspiegel aller Tiere im aktuellen Versuch auf ei-
nem hoéheren Niveau (Seidlova-Wuttke et al 2010b, Rosenbaum et al. 1996). Erwar-
tungsgeman war das Fettdepot bei den ovx Kontrolltieren am gréf3ten und bei den

E2-substituierten Tieren am kleinsten.

Auch in den Ecd-Gruppen kam es zu einer massiven Vergrol3erung der paratibialen
Fettdepots. Dennoch konnte der Wirkstoff sowohl mit als auch ohne VD die Vermeh-
rung des paratibialen Fettgewebes im Vergleich zu den ovx Kontrollen signifikant ver-

ringern und stimmt an dieser Stelle mit den Vorversuchen tberein (Seidlova-Wuttke
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2010b). Ein relevanter Unterschied hinsichtlich der Fettflache ergab sich zwischen
den beiden VD-Varianten im aktuellen Versuch nicht. Weiterhin demonstrierte Ecd
mit und ohne VD in diesem Versuch keine hypocholesterinamische Wirkung, wie es
in der Literatur und Vorversuchen beschrieben wurde (Syrov et al. 1986, Seidlova-
Wuttke et al. 2010b). Die Leptin-Werte in den Ecd-Gruppen unterschieden sich statis-
tisch nicht von den ovx Kontrollgruppen. Die Leptinspiegel der Ecd-Tiere ohne VD
wichen statistisch jedoch auch nicht von den physiologischen Werten der intakten
Tiere ab. Diese Tatsache weist neben der reduzierten Gewichtszunahme auf die
gunstigere, metabolische Situation der Gruppe Ecd, VD- gegeniuber den Kontroll-
und Ecd, VD+-Tieren hin. Dies kdnnte zum einen darin begriindet sein, dass die Tie-
re ohne VD tendenziell weniger gefressen haben, aber auch mehr Muskelmasse hat-

ten und sich mehr bewegt haben.

Ein Calcium- und Vitamin D-Mangel wurde in vielen, wissenschaftlichen Arbeiten mit
einer Adipositas assoziiert (Soares et al. 2012; Pathak et al. 2014). Darlber hinaus
beschrieben Pathak et al. 2014, dass VD ohne Kalorienrestriktion jedoch nicht zu
einer Verbesserung der Fettleibigkeit fuhrt. Der zugrunde liegende Wirkzusammen-
hang konnte bislang nicht abschlieRend geklart werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte VD in keiner Versuchsgruppe die Zunahme an Fettgewebe signifikant abmil-
dern. Unabhéngig von VD zeigte Ecd positiven Einfluss auf die Entwicklung des Fett-
gewebes. Dieses Ergebnis kdonnte darauf hinweisen, dass Ecd seine Wirkung zumin-
dest nicht ausschlief3lich Gber den VDR erzielt. Denkbar ware an dieser Stelle auch
eine Interaktion von Ecd mit den PPARs, die als zentrale Regulatoren des Fettstoff-
wechsels ebenfalls Uber den RXR wirken. So kdnnte Ecd mdglicherweise aktivieren-
de Wirkung auf die PPARa ausgelbt haben oder auch als Kosuppressor des PPARy
gewirkt haben. Hypothetischerweise kdnnte diesem Ergebnis auch ein kompetitiver
Wirkmechanismus zwischen den PPARs und dem VDR um den RXR zugrunde lie-

gen, bei dem VD und der VDR verdrangt wurden.

2.3 Muskulatur

Hinsichtlich der Muskelflache sind deutliche Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen erkennbar. Die intakten und E2-substituierten Tiere zeigten keine Zunahme

der Muskelflache im Vergleich zu den 3 Monate alten Versuchstieren vor Ovx.
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McCormick et al. 2004 zeigten in einem Versuch, dass Tiere unter Ostrogeneinfluss
kleinere Muskelfasern und weniger Muskelmasse als die ovx Kontrollgruppe entwi-
ckeln. Dementsprechend nahm die MF der ovx Kontrolltiere und auch der Ecd-Tiere

im aktuellen Versuch vergleichsweise zu.

Insgesamt erreichte die Gruppe Ecd, VD- in diesem Versuch die grof3te Muskelfla-
che, die sich signifikant von allen anderen Gruppen abhob. Die muskelanabole Wir-
kung von Ecdysteroiden ist lange bekannt (T6th 2010). Eine VergréRerung der Mus-
kelflache durch Ecd konnte auch in vorhergehenden qCT Messungen unserer Abtei-
lung bestéatigt werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010b). Die VD-haltige Futtervariante
mit Ecd zeigte diese muskelanabolen Effekte gegeniber den ovx Kontrollgruppen im
Gegensatz zur Gruppe Ecd, VD- im aktuellen Versuch nicht. Die zuvor in unserer
Arbeitsgruppe nachgewiesenen, muskelanabolen Effekte durch Ecd wurden an Rat-
ten gezeigt, die ebenfalls VD-haltiges Futter erhalten haben. Auffallig ist auch hier,
dass die Wirkstoffe Ecd und VD ausgerechnet bei den schwersten Tieren, die am
meisten gefressen haben (ovx Ko, VD+ und VD-, ovx Ecd VD+) nicht gewirkt haben.
Auch Myozyten entwickeln sich aus MSC. Nicht nur fir den Knochenstoffwechsel,
sondern auch fur die Entwicklung und Regeneration von Muskelzellen werden lipoto-
xische Effekte durch proinflammatorische Zytokine wie TNF alpha, IL1 und IL6 sowie

erhdhte Leptinspiegel beschrieben (Akhmedov und Berdeaux 2013).

In Bezug auf eine mogliche Interaktion mit dem RXR und PPARs findet sich im Ske-
lettmuskel groRtenteils der Subtyp PPARJ, dessen Funktion weniger gut erforscht ist.
Man weil3, dass die Aktivierung der PPARD die Fettsaure Oxidation im Skelettmuskel
verbessert (Ehrenborg und Kroog 2009). Zudem wurde gesehen, dass die Administ-
ration des synthetisierten PPAR® Liganden GW501516 nur bei zeitgleichem Muskel-
training zu einer Zunahme der Ausdauerfahigkeit, sowie Zunahme von Typ | Muskel-
fasern und Mitochondrien fuhrt (Narkar et al. 2008). Denkbar wére, dass die leichte-
ren Tiere der Gruppe Ecd, VD- sich mehr bewegt haben und Ecd Gber den PPARS

muskelanabole Effekte zeigen konnte.

Die Rontgendichte der Muskulatur wurde nicht wesentlich durch die Ovx oder das
Alter der Tiere beeinflusst. Allein die Gruppe ovx, Ko VD- zeigte eine signifikant ge-

ringere Muskeldichte als Tiere vor Ovx. Eine herabgesetzte Dichte der Muskulatur
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kénnte durch vermehrte Fetteinlagerung oder Verwéasserung der Muskulatur begrin-
det sein. Fett und Flussigkeit werden im qCT durch niedrigere Dichtewerte definiert.
Da die Gruppe ovx Ko, VD- auch aus den schwersten Tieren mit der grofdten pa-
ratibialen Fetteinlagerung bestand, ware diese Erklarung wohl naheliegend. Sie lasst

sich aber durch die Bildgebung allein nicht beweisen.

2.4 Knochen

2.4.1 Endostale Dichte

Der Verlust von Knochensubstanz zeigt sich bei der ovx Ratte im qCT insbesondere
durch erniedrigte Dichtewerte des endostalen bzw. trabekularen Knochens, gemes-
sen im Bereich der Metaphyse der Tibia. Bis auf die intakten Tiere entwickelten alle
Futtergruppen nach dem von unserer Abteilung etablierten Ratten T-Score eine ED
<200,9 mg/cm?3 und somit per definitionem eine Osteoporose. Wie erwartet fuhrte das
Ostrogendefizit in den ovx Kontrollgruppen zu einem massiven Verlust der ED um
Uber 50%. Die Substitution von E2 nach Ovx zeigte die beste osteoprotektive Wir-
kung, indem sie den ED Abfall signifikant verringern konnte. Die Gabe von VD konnte
im Einklang mit der Literatur die Knochendichte insbesondere im Zusammenspiel mit

E2 signifikant verbessern (Kaastad et al. 2001; Duque et al. 2002).

In vorhergehenden Arbeiten der Abteilung von Prof. Wuttke konnte eine verbesserte
Knochendichte nach Ecd-Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe bei ovx Ratten nach-
gewiesen werden (Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Diese Wirkung von Ecd konnte im
Versuch der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Weder die Gruppe Ecd, VD+
noch die Gruppe Ecd VD- zeigte eine signifikante Verbesserung der ED im Vergleich
zu den ovx Kontrollgruppe. Zudem konnte im Gegensatz zu den ubrigen Versuchs-
gruppen VD die Knochendichte auch innerhalb der Ecd-Gruppen nicht verbessern.

Ein Vergleich der absoluten Dichtewerte der vorliegenden Arbeit mit den Daten der
Arbeit Seidlova-Wuttke et al. 2010a zeigt, dass im Jahr 2010 in samtlichen Futter-
gruppen hohere ED gemessen wurden. Der markante Unterschied zwischen den
Versuchsbedingungen in den Vorversuchen der Abteilung und dem Versuch der vor-
liegenden Dissertation besteht in der veranderten Futterrezeptur. Eine Korrelation
zwischen Kasein und einer Abnahme der Knochendichte wird in der Literatur nicht

beschrieben. Insgesamt liegt die Vermutung nahe, dass sich im aktuellen Versuch
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die aus dem kohlenhydratreichen Futter resultierende Stoffwechselsituation der Rat-
ten negativ auf die Knochenqualitat ausgewirkt haben kdnnte. Der Zusammenhang
zwischen Adipositas und der BMD ist wissenschaftlich umstritten. Forschungsergeb-
nisse der letzten Jahre weisen zunehmend darauf hin, dass das Fettleibigkeit insge-
samt einen Risikofaktor fir die Entwicklung einer Osteoporose darstellt: Viszerale
und intraossare Fetteinlagerungen sowie erhdhte Spiegel von Leptin, Adiponektin
und proinflammatorischen Mediatoren sind Faktoren, die sich zum Teil gegenseitig
bedingen und die mit einer verringerten Knochendichte assoziiert sind (Russell et al.
2010, Cao 2011, sowie mindliche Mitteilung durch Dannenberg 2013). Sie fuhren
Uber eine Verschiebung des RANKL/RANK/OPG-Gleichgewichts zu einer verstark-
ten, Osteoklasten-vermittelten Knochenresorption. Weiterhin fuhren die Zunahme
des viszeralen Fettgewebes, aber auch das Ostrogendefizit selbst zu einer Vermeh-
rung knochenstandiger Adipozyten (Sheu and Cauley 2011; Syed et al. 2008). Diese
Entwicklung ist ebenfalls mit einer erniedrigten BMD assoziiert (Shen et al. 2007).
Die Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung der Knochen des aktuellen
Versuches konnen diese Annahmen bestéatigen: Ubereinstimmend mit den niedrigen
ED Werten der metaphysalen Tibia wies Dannenberg 2013 einen ausgepragten Ver-
lust trabekularer Knochensubstanz sowie einen erhéhten Fettanteil im Knochen der
Kontroll- und Ecd Gruppen nach.

Knochenmarkstandige Adipozyten und Osteoblasten entwickeln sich aus einer ge-
meinsamen MSC. Dabei stellt PPARy den essentiellen Transkriptionsfaktor fur die
Adipogenese dar, wahrend RUNX-2 die Schlisselrolle bei der Osteoblastogenese
spielt. Die Expression und Aktivierung des einen Schlisselproteins ist in den meisten
Fallen mit der Herabregulation des anderen Proteins, im Sinne einer inversen Korre-
lation verbunden (Valentini et al. 2011). Im Rahmen der sehr gehaltvollen Ernéhrung
der Ratten kdnnte es zu einem Energielberschuss gekommen sein, der die Differen-
zierung der MSC zu Adipozyten beglnstigt hat. Fettsauren sind aktivierende Ligan-
den des PPARYy, der mit dem RXR dimerisiert und die Adipogenese induziert. Diese
Wirkung kann generell durch Bildung des VDR/RXR-Komplexes zugunsten der Os-
teoblastogenese supprimiert werden (Kong 2005). Die hypothetische Annahme, dass
Ecd Uber den VDR bzw. RXR Effekte auslost, wéare kongruent mit der reduzierten,

osteoprotektiven Wirkung von Ecd und ebenfalls von VD hinsichtlich der ED. Das
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kalorienreiche Futter konnte zu einem relativen Uberwiegen von Fettsauren gegen-
tber VD und Ecd gefuhrt haben, so dass sich im Sinne eines kompetitiven Wirkme-
chanismus mehr PPARY/RXR als VDR/RXR bildete und so die Proliferation der MSC

zu Adipozyten dominierte.
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Abbildung 22: Mégliche pathophysiologische Wirkzusammenhange bei der Entwicklung einer
Osteoporose im aktuellen Versuch

Dartber hinaus zeigte sich ebenfalls eine reduzierte, muskelanabole Wirkung durch
Ecd in diesem Versuch. Auch dieser Faktor konnte die reduzierte osteoprotektive

Potenz von Ecd im aktuellen Versuch weiter bedingt haben.

2.4.2 Kortikale Dichte
Die KD nahm nach drei Monaten sowohl bei den intakten als auch bei allen ovx Tie-

ren gleichermaf3en zu. Die zunehmende Knochendichte der Kortikalis wird als Teil
des Wachstumsprozesses der Ratte eingeordnet. Die Entwicklung der KD wurde
durch das Ostrogendefizit nicht beeinflusst, was sich mit den Ergebnissen vorherge-
hender Studien deckt (Seidlova-Wuttke et al. 2008b). Da die Kortikalis weniger Ober-

flachen bietet, an denen sich Remodelingvorgange abspielen, tritt ein Verlust kortika-
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ler Knochensubstanz sehr viel milder und spater nach Versiegen der ovariellen Funk-
tion ein (Seeman und Delmas 2006, Lelovas et al. 2008). Auch in vorhergehenden
Versuchen unserer Abteilung konnte diese Beobachtung wiederholt bestatigt werden.
Insbesondere Ecd zeigte weder hier noch in unseren Vorversuchen eine Einfluss-
nahme auf die KD (Seidlova-Wuttke et al. 2008a, 2008b, Seidlova-Wuttke et al.
2010a).

2.4.3 Knochenflachen

Eine typische Veranderung, die im Rahmen des osteoporotischen Umbaus langer
Roéhrenknochen nach einer Ovx beobachtet wird, ist die Zunahme des Knochen-
durchmessers. Es zeigt sich eine Vergol3erung der endostalen Flache sowie eine
Ausdunnung der Kortikalis (Aerssens 1996). Diese als Kompensationsmachanismus
verstandene Verbreiterung des Durchmessers schiitzt den Knochen zwar eventuell
vor Schaden durch direkte Biegekrafte. Jedoch nehmen die Flexibilitat des Knochens
und auch die Gesamtstabilitdt durch diesen Mechanismus insgesamt ab (Seidlova-
Wuttke et al. 2008a, Seeman 2007).

Bei allen ovx Tieren war eine endostale Flachenzunahme des trabekularen Kno-
chens festzustellen. Ein Zusammenhang zwischen dem Ausmald des endostalen
Dichteverlustes und der jeweiligen Flachenzunahme war nicht ersichtlich. Sowohl die
ovx Kontrollgruppen, welche den starksten Verlust trabekuldrer Knochensubstanz
aufwiesen, als auch die Gruppe E2, VD+, die nach Ovx die besten Dichtewerte zeig-

te, unterschieden sich hier nicht.

Die kortikale Flache hat nach drei Monaten in allen Versuchsgruppen in einem &ahnli-
chem Rahmen zugenommen. Betrachtet man dabei die Umfange, die diese Flache
begrenzen, werden Unterschiede zwischen den intakten und den ovx Tieren ersicht-
lich. Kortikaler Knochenverlust durch Ostrogenmangel zeigt sich durch Knochenre-
sorption an endostalen Oberflachen sowie durch periostale Knochenapposition (Ke
et al. 1993, Miller et al. 1991). Eine periosteale Umfangsvermehrung lie3 sich im ak-
tuellen Versuch bei allen Versuchstieren nachweisen. Da es auch bei den intakten
Tieren, die keine Osteoporose entwickelt haben, zu dieser Entwicklung kam, muss
diese zunachst als physiologische Entwicklung eingeordnet werden. Jedoch kam es

bei den ovx Tieren im Gegensatz zu den intakten Tieren gleichzeitig zu einer Ver-
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groRerung der Markhdle, gekennzeichnt durch eine Zunahme des endostalen Um-
fangs EZ. Die dickere Kortikalis der Gruppe Ecd, VD- im Vergleich zur Kontrollgruppe
kénnte somit ein Hinweis darauf sein, dass diese Subgruppe nach Ecd-Gabe insge-
samt etwas weniger stark von den osteoporotischen Veréanderungen des Knochens

betroffen war.

2.4.4 Serumparameter des Knochenstoffwechsels

Die Auswirkungen des Ostrogendefizits auf den Knochenstoffwechsel lassen sich
auch indirekt durch die Bestimmung von Serumparametern nachvollziehen. Die im
Vergleich mit den intakten Tieren deutlich erhéhten CL der Tiere Ko, VD- spiegeln die
in der Bildgebung am starksten von Osteoporose betroffenen Knochen wieder. In der
Gruppe E2, VD+ zeigen sich signifikant niedrigere Werte fiir OC und CL im Vergleich
zu den Kontrolltieren. Diese Werte sprechen fir eine den Knochenstoffwechsel supp-
rimierende Wirkung der Ostrogene. Die restlichen, unterschiedlich ausgepragten,
osteoporotischen Veranderungen der Knochen spiegeln sich in den Serumparame-
tern allenfalls tendenziell wieder. Fir VD ist eine hemmende Wirkung auf die Osteo-
klastogenese und stimulierende Wirkung auf die Osteoblastogenese beschrieben.
Dementsprechend sollte sich VD-reiches Futter gegentber VD-armem Futter durch
ein vergleichsweise erhdhtes OC und erniedrigte Werte der CL zeigen (Shiraishi et
al. 2000). Der direkte Vergleich zwischen VD-haltiger und VD-armer Futtervariante im
aktuellen Versuch deckt sich in keiner der Futtergruppen mit genannten Erwartun-
gen. An dieser Stelle wird deutlich, dass auch VD in dieser Arbeit nicht richtig wirken
konnte. Wahrend in vorhergehenden Studien eine signifikante Erhéhung von OC
nach Ecd-Gabe beobachtet wurde, konnte im aktuellen Versuch kein signifikanter
Unterschied zwischen den ovx Kontroll- und Ecd-Gruppen festgestellt werden (Gao
et al. 2008, Seidlova-Wuttke et al. 2010a). Ein erhéhtes OC war ein Parameter, der
einen Zusammenhang zwischen der Wirkung von Ecd und dem VDR vermuten liel3.
Offensichtlich wurde nicht nur Ecd sondern auch VD im Kontext dieser Arbeit in der
osteoprotektiven Wirkpotenz deutlich eingeschrankt.

2.5 Mogliche Wirkzusammenh&nge von Ecdyson und Vitamin D

Insgesamt zeigten sowohl VD als auch Ecd nicht in allen Organen und dort auch nur

in sehr viel geringerem Ausmal3, die in Literatur und Vorversuchen beschriebenen
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osteoprotektiven, den Fettaufbau hemmenden und muskelanabolen Wirkungen. In
der Gesamtbetrachtung des Versuchs ergibt sich, dass das veranderte Futter bei den
ovx Versuchstieren eine Stoffwechselsituation erzeugt hat, die sowohl die Wirkung
von Ecd als auch von VD maligeblich beeintrachtigt hat. An welcher Stelle diese In-
teraktion genau stattgefunden hat lasst sich, insbesondere bei dem ungeklarten

Wirkmechanismus von Ecd, aus den prasentierten Ergebnissen nicht eruieren.

Es lassen sich dennoch einige Punkte beztglich der Wirkbeziehungen von Ecd und
VD aus diesem Versuch diskutieren: Auf Grundlage der dargelegten Versuchsergeb-
nisse kann insgesamt festgehalten werden, dass Ecd auch unabhangig von VD
nachweisbare Effekte zumindest auf Muskel- und Fettstoffwechsel auslésen kann.
Die vereinzelten, positiven Auswirkungen von VD und Ecd haben sich im Zusam-
menspiel in keiner Untersuchung dieser Dissertation potenziert, so dass eine syner-
gistische Wirkbeziehung zwischen VD und Ecd nach diesem Versuch nahezu auszu-
schlieBen ist. Ein konstanter Wirkzusammenhang zwischen den beiden Steroiden

lasst sich auf Grundlage der Versuchsergebnisse nicht ableiten.

Insgesamt kénnte die Tatsache, dass sowohl VD als auch Ecd in ihrer Wirkung durch
die veranderte Stoffwechselsituation beeintrachtigt wurden, als Indiz gewertet wer-
den, dass relevante Gemeinsamkeiten im Wirkmechanismus der beiden Hormone
vorliegen. Der RXR ist als Dimerisierungspartner des VDR ein wichtiger Bestandteil
des Wirkmechanismus von VD und méglicherweise auch von Ecd. Zugleich stellt der
RXR aber auch den zentralen Dimerisierungspartner fur weitere Steroidhormonre-
zeptoren dar, insbesondere auch fur die PPARs. So kdnnte der RXR einmal ein Bin-
deglied bei der Beeinflussung der Ecd- und VD-Wirkung durch das reichhaltige Futter
darstellen. Eine mdgliche Erklarung ist ein kompetitiver Wirkzusammenhang zwi-
schen den beiden Steroiden, so dass VD und Ecd um gemeinsame Rezeptoren bzw.
Dimerisierungspartner wie den RXR oder den VDR konkurrieren.

Eine weiterfihrende Erklarung fur die uneinheitlichen Ergebnisse ware, dass Ecd
Uber eine Interaktion mit dem RXR eben nicht nur den VDR beeinflusst, sondern sei-
ne Wirkung uber weitere, nukleare Steroidhormonrezeptoren herbeifihrt. So wére
insbesondere im Hinblick auf die den Fettstoffwechsel hemmende Wirkung von Ecd

eine bereits angesprochene, direkte Interaktion mit den PPARs denkbar.
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Dartber hinaus ware auch das Prinzip der selektiven Rezeptormodulation mit den
sehr heterogenen, gewebsabhangigen Effekten von VD und Ecd in Betracht zu zie-
hen (Seidlova-Wuttke et al. 2003a). Denkbar ware, dass der VDR und RXR lokalisa-
tionsabhangig verschieden starke Affinitditen zu den beiden Substraten haben. So
konnte Ecd alleine eine deutliche, muskelanabole Wirkung zeigen. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von VD Uberwog jedoch die Affinitat von VDR und RXR zu VD, und Ecd
konnte Uber die notwendigen Rezeptoren seine Wirkung nicht mehr erbringen. Hin-
gegen konnten entsprechende Rezeptoren im Fettgewebe sensibler fur Ecd als fur
VD sein, so dass in beiden Ecd-Gruppen eine die Fettakkummulation hemmende
Wirkung nachzuweisen war. Beziglich des Knochens fuhrte nur VD in Alleingabe im
Vergleich zur Versuchsgruppe ovx, VD- zu einer leichten Verbesserung der ED. In
der Kombination VD mit Ecd konnte dieser Effekt jedoch nicht mehr aufrechterhalten
werden. Das Ausbleiben der kompensatorischen Vergrof3erung des Knochendurch-
messers ist ein vereinzelter Hinweis auf eine etwas bessere Knochenqualitat in der
Versuchsgruppe Ecd VD-. Dieser Effekt konnte neben einer direkten Wirkung von
Ecd ebenso durch die Zunahme der Muskulatur sowie die bessere Fettstoffwechsel-
lage dieser Tiere zu erklaren sein, die sich in der Summe positiv auf die Knochen-

gualitat ausgewirkt haben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich nicht luckenlos interpretieren.
Insgesamt ist schwer abzugrenzen, welche Versuchsergebnisse allein auf die Wir-
kung von Ecd zurtickzufuhren sind, welche Veranderungen aus dem Wechselwirkun-
gen mit VD, dem VDR, dem RXR und den PPARs resultieren und an welchen Stellen
das veranderte Futter und die metabolische Situation der Ratten beispielsweise
durch lipotoxische Effekte intervenierend gewirkt haben. Somit kdnnte das Studien-
design dahingehend verandert werden, dass das Futter energie- und milchpro-
teinarmer ist. Um einen nicht auszuschlieBenden Wirkzusammenhang von Ecd und
VD néaher zu untersuchen, kénnte der Einsatz von mehr als zwei verschiedenen Do-
sen der beiden Testsubstanzen mdglicherweise weitere Hinweise liefern. Jedoch bie-
tet die Arbeit insbesondere Anlass zu Forschungsarbeiten hinsichtich einer mogli-
chen Wirkbeziehung von Ecd und den PPARs.
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V. Zusammenfassung

Im Zuge des demographischen Wandels wird die Pravalenz der Osteoporose in den
kommenden Jahren stetig ansteigen. Somit steht die Suche nach sinnvollen Praven-
tionsmalinahmen sowie nebenwirkungsarmen Therapiemdglichkeiten der Osteopo-
rose im Fokus der Wissenschaft. Ecd galt in diesem Zusammenhang bislang als ein
vielversprechender Wirkstoff. Umso Uberraschender war die Tatsache, dass in der
vorliegenden Arbeit sowohl Ecd als auch VD die erwarteten Wirkungen in den unter-
suchten Organsystemen nur sehr inhomogen und in einem viel geringeren Ausmaf
zeigten. So fuhrte Ecd in diesem Versuch weder mit noch ohne VD zu einer relevan-
ten Verbesserung der BMD gegentuber den ovx Kontrollgruppen. Allenfalls in Ten-

denzen erbrachte Ecd ohne VD eine leichte Verbesserung der Knochenqualitat.

Das kohlenhydrat- und kaseinreiche Futter und die daraus resultierende Stoffwech-
selsituation der Ratten mussen zu einem Uberwiegen negativer Einflussfaktoren auf
den Knochen gefiihrt haben. Zu diesen zahlen neben dem Ostrogendefizit vermutlich
ein proinflammatorischens Milieu sowie die Beglinstigung der Differenzierung von
knochenstandigen MSC zu Adipozyten anstelle von Osteoblasten. Die Relevanz der
einzelnen angesprochenen Mechanismen lasst sich aus den qCT- und Serumanaly-

sen jedoch weder ableiten noch beweisen.

So lasst sich im Ergebnis kein einheitlicher Wirkmechanismus aus diesem Versuch
ableiten. Konstatiert werden kann aber in jedem Fall, dass Ecd auch unabh&ngig von
VD Wirkung erbringen kann und dass am ehesten keine synergistische Wirkbezie-
hung zwischen den beiden Steroiden besteht. Grundsatzlich ist die Hypothese, dass
die Wirkung von Ecd auf einer Interaktion mit dem RXR oder dem VDR beruht, mit
den Versuchsergebnissen vereinbar. Die These kdnnte jedoch dahin gehend erwei-
tert werden, dass vermutlich auch weitere nukleare Steroidhormonrezeptoren wie die
PPARs, die den RXR als Dimerisierungspartner teilen, in den Wirkmechanismus von

Ecd involviert seien kdnnten. Es ist denkbar, dass die beiden Testsubstanzen Ecd
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und VD mit den vermehrten Fettsduren um den RXR als Dimerisierungspartner des

PPARYy sowie des VDR konkurriert haben und in diesem Rahmen verdrangt wurden.

Die aktuellen Versuchsergebnisse verdeutlichen die Verwobenheit und Komplexitat
der Faktoren, welche in der Summe zu einem osteoporotischen Umbau des Kno-
chens fuhren. Insbesondere aber enttarnt sich in dieser Arbeit die Fettleibigkeit als
wichtiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer Osteoporose. Es erscheint somit um-
so wichtiger, bei der weiteren Erforschung und Therapie der Osteoporose auch einen
Schwerpunkt auf die Identifikation, Pravention und Behandlung von Faktoren zu le-
gen, die einen Knochenabbau begiinstigen. Ostrogenmangel, eine erhohte Kalorien-
zufuhr und wenig Bewegung lassen die Préavalenz der krankhaften Adipositas in der
Gesellschaft stark ansteigen. Die Versuchsergebnisse zeigen, dass Ecd durch diese
Umstande mal3geblich in seiner osteoprotektiven Potenz beeintrachtigt wird. Um die
dennoch auch in dieser Arbeit nachgewiesenen positiven Effekte, besonders im Hin-
blick auf den Fettstoffwechsel zu nutzen, kénnte der Einsatz von Ecd als Nahrungs-
erganzungsmittel sinnvoll sein. Auf Grundlage der in diesem Versuch gewonnenen
Erkenntnisse kann der therapeutische Einsatz von Ecd jedoch nicht als wirkungsvolle

PraventionsmalRnahme der postmenopausalen Osteoporose betrachtet werden.
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Zusammensetzung des Basisfuttermittels mit normalem

Vitamin-D3-Anteil

Rohnahrstoffe
Trockensubstanz
Rohprotein
Rohfett

Rohfaser
Rohasche

N-freie Extraktstoffe

Starke
Zucker

Vitamine
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin E
Vitamin K
Vitamin C
Thiamin (B1)
Riboflavin (B2)
Pyridoxin (B6)
Cobalamin (B12)
Nicotinsaure
Pantothenséaure
Folsaure

Biotin

Cholin-ClI
Inositol

Fettsauren
C 14.0
C 16:0
cile6:1
C 18:.0
Cc18:1
C18:2
Cc18:3
C 20:0

[Prozent]
95,2

20,8

4,2

5

5,6

59,4

46,8

10,8

per kg
15.000 IE
1.500 IE
150 mg
20 mg
30 mg
16 mg
16 mg
18 mg
30 ug

49 mg
56 mg
19 mg
310 ug
1.040 mg
80 mg

[Prozent]
0,02
0,45
0,02
0,19
1,07
2,12
0,26
0,02

Mineralstoffe
Kalzium
Phosphor
Natrium
Magnesium
Kalium

Energie
Bruttoenergie

Spurenelemente
Eisen

Mangan

Zink

Kupfer

lod

Selen

Cobalt

Aminosauren
Lysin
Methionin
Met+Cys
Threonin
Tryptophan
Arginin
Histidin

Valin

Isoleucin
Leucin
Phenylalanin
Phe+Tyr
Glycin
Glutaminsaure
Asparaginsaure
Prolin

Alanin

Serin

[Prozent]
0,9

0,63

0,19

0,21

0,97

[MJ/kg]
18

per kg
166 mg
98 mg
65 mg
14 mg
1,2 mg
0,14 ng
0,15 mg

[Prozent]
1,71
0,73
0,82
0,93
0,27
0,76
0,66
1,42
1,09
2,05
1,11
2,22
0,43
4,69
1,55
2,39
0,68
1,24
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Zusammensetzung des Basisfuttermittels ohne Vitamin-D3 und
mit geringeren Anteilen von Kalzium und Phosphor

Rohnahrstoffe
Trockensubstanz
Rohprotein
Rohfett

Rohfaser
Rohasche

N-freie Extraktstoffe

Starke
Zucker

Vitamine
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin E
Vitamin K
Vitamin C
Thiamin (B1)
Riboflavin (B2)
Pyridoxin (B6)
Cobalamin (B12)
Nicotinsaure
Pantothensaure
Folsaure

Biotin

Cholin-ClI
Inositol

Fettsauren
C 14.0
C 16:.0
c 161
C 18:.0
c 181
C18:2
Cc18:3
C 20:.0

[Prozent]
95,1

20,8

4,2

5

4

61,2

46,8

12,9

per kg
15,000 IE
<5IE
150 mg
20 mg
30 mg
16 mg
16 mg
18 mg
30 ug

49 mg
56 mg
19 mg
310 ug
1.040 mg
80 mg

[Prozent]
0,02
0,45
0,02
0,19
1,07
2,12
0,26
0,02

Mineralstoffe
Kalzium
Phosphor
Natrium
Magnesium
Kalium

Energie
Bruttoenergie

Spurenelemente
Eisen

Mangan

Zink

Kupfer

lod

Selen

Cobalt

Aminosauren
Lysin
Methionin
Met+Cys
Threonin
Tryptophan
Arginin
Histidin

Valin

Isoleucin
Leucin
Phenylalanin
Phe+Tyr
Glycin
Glutaminsaure
Asparaginsaure
Prolin

Alanin

Serin

VII. Anhang

[Prozent]
0,34
0,22
0,19
0,21
0,67

[MJ/kg]
18

per kg
166 mg
98 mg
65 mg
14 mg
1,2 mg
0,14 mg
0,15 mg

[Prozent]
1,71
0,73
0,82
0,93
0,27
0,76
0,66
1,42
1,09
2,05
1,11
2,22
0,43
4,69
1,55
2,39
0,68
1,24
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Zusammensetzung des in Vorversuchen genutzen Basisfutter
mit normalem VD Gehalt

Rohnéhrstoffe [Prozent] Mineralstoffe [Prozent]
Trockensubstanz 88,2 Kalzium 1,0
Rohprotein 21,7 Phosphor 0,7
Rohfett 4.3 Natrium 0,19
Rohfaser 4,2 Magnesium 0,20
Rohasche 6,1 Kalium 0,67
N-freie Extraktstoffe 52,2
Starke 34,0 Energie [MJ/kg]
Zucker 3,0 Bruttoenergie 16,8
Vitamine per kg Spurenelemente  per kg
Vitamin A 15.000 IE Eisen 169 mg
Vitamin D3 1.000 IE Mangan 78 mg
Vitamin E 115 mg Zink 101 mg
Vitamin K 5mg Kupfer 14 mg
Thiamin (B1) 18 mg lod 2,2mg
Riboflavin (B2) 22 mg Selen 0,4 ng
Pyridoxin (B6) 20 mg Cobalt 2,2mg
Cobalamin (B12) 100 pg
Nicotinséaure 120 mg Aminosauren [Prozent]
Pantothensaure 40 mg Lysin 1,22
Folsaure 7 mg Methionin 0,44
Biotin 460 ug Met+Cys 0,83
Cholin-Cl 2.380 mg Threonin 0,97
Inositol 100 mg Tryptophan 0,28
Arginin 1,13
Fettsauren [Prozent] Histidin 0,51
C 14:0 0,01 Valin 1,25
C 16:0 0,56 Isoleucin 1,03
C 161 0,01 Leucin 1,95
C 18:.0 0,08 Phenylalanin 1,21
c18:1 0,82 Phe+Tyr 2,20
C 18:2 2,26 Glycin 1,05
C 18:3 0,22 Glutaminséaure 3,95
C 20:0 0,01 Asparaginsaure 2,18
Prolin 1,53
Alanin 1,26
Serin 1,17
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